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‘DNA neither cares nor knows. DNA just is. And we dance to its music.’

Richard Dawkins, 1995
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6. FILOGENIA DE LA FAMILIA TELOSCHISTACEAE | LA
SEVA RELACIO AMB LETROUITIACEAE

6.1. INTRODUCCIO

6.1.1. CONTROVERSIA SOBRE LA POSICIO DE LES TELOSCHISTACEAE | ANTECEDENTS
D’ESTUDIS MOLECULARS EN LA FAMILIA

Les Teloschistaceae han estat considerades tradicionalment com a una familia
de fongs liquenitzats ben delimitada, la situacié taxonomica de la qual ha estat tractada
en el capitol 1. Com ja hem esmentat, si tenim en compte els darrers treballs de
filogénia molecular a gran escala, la inclusié d’aquesta familia en 'ordre Lecanorales
(Hafellner et al. 1994, Rambold & Triebel 1992, Rambold et al. 1992), que havia estat
recolzada amb dades moleculars per Stenroos & DePriest (1998), es troba actualment
sotmesa a debat.

Miadlikowska & Lutzoni (2004) mostren, en un treball recent, que en cap de les
seves analisis es resol I'ordre Lecanorales (sensu Eriksson et al. 2003, o Tehler 1996)
com a monofilétic. En consequiéncia, reconeixen Lecanorales sensu Eriksson et al.
(2003) al nivell de subclasse (Lecanoromycetidae), i proposen I'is de [lordre
Peltigerales per tal d’agrupar els subordres Peltigerineae i Collematineae. Aix0
proporciona una base per a redelimitar les Lecanorales i excloure també les
“Caliciaceae” i el subordre Teloschistineae, dos grups que es mostren estretament
relacionats entre ells, i reconsiderar-los taxonomicament al nivell d’'ordre: Caliciales
s.str. i Teloschistales. De fet, 'ordre Teloschistales també és reconegut per Kirk et al.
(2001), tot i que aquests autors mantenen les “Caliciaceae” dins les Lecanorales.

En altres treballs, com per exemple Lumbsch et al. (2004), les Caliciales,
Peltigerales i Teloschistales s’inclouen en l'ordre Lecanorales s.l., i aquest ordre és
considerat un grup monofilétic ben recolzat. També Persoh et al. (2004) segueixen
acceptant les Lecanorales en sentit ampli i parlen d’'un clade que inclou el subordre
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Teloschistineae, amb Caloplaca, Megalospora i Xanthoria. De la mateixa manera,
Wiklund & Wedin (2003) consideren les Lecanorales en sentit ampli, hi inclouen les
Teloschistaceae i “Caliciaceae”, i accepten el subordre Teloschistineae.

Pel que fa a la resta de les families incloses en les Teloschistales (sensu
Miadlikowska & Lutzoni 2004), les Fuscideaceae han estat excloses recentment, i
deixades com a familia de posicid incerta per Eriksson (2005), basant-se en els
resultats moleculars obtinguts per Reeb et al. (2004). Aquests autors demostren que
membres de les Fuscideaceae (representades per Fuscidea i Maronea) s’agrupen dins
de les Ostropomycetidae (Miadlikowska & Lutzoni 2004, Reeb et al. 2004), en lloc de
pertanyer al subordre Teloschistineae, com accepten Eriksson et al. (2004), o a 'ordre
Teloschistales com consideren Kirk et al. (2001). Les Letrouitiaceae es mantenen en
les Teloschistales, tot i que només s’inclou un representant d’aquesta familia en el
treball de Lutzoni et al. (2004). Finalment, pel que fa a les Megalosporaceae, han estat
incloses provisionalment a les Teloschistales per Eriksson (2005). L’estreta relaci6 del
génere Megalospora amb les Teloschistaceae va ser assenyalada per primera vegada
per Stenroos & DePriest (1998), tot i que sense un recolzament significatiu.
Posteriorment, Helms et al. (2003) han recuperat un grup monofiletic amb
Megalospora, Caloplaca i Xanthoria; Lutzoni et al. (2004) han obtingut una relacio
germana entre Megalospora i les Teloschistaceae; i Persoh et al. (2004) han inclos
aquest genere en el clade Teloschistineae. Si aquests resultats es confirmen amb
'addici6 de més espécies, aixd suggeriria que aquest génere s’hauria de tractar dins
de les Teloschistales (sensu Miadlikowska & Lutzoni 2004) i no a les Lecanorineae
(sensu Eriksson et al. 2004) o a les Lecanorales (Kirk et al. 2001).

Si tenim en compte els estudis filogenétics moleculars anteriors de la familia
Teloschistaceae, podem afirmar que no s’havia disposat fins ara de cap treball amb un
mostreig taxondmic tan exhaustiu del grup com el nostre. Els unics estudis previs
publicats, que comprenen un nombre molt més reduit de taxons, sén els d’Arup &
Grube (1999), Gaya et al. (2003) i Sachting & Lutzoni (2003). El treball d’Arup & Grube
(1999) se centra gairebé exclusivament en el génere Caloplaca, el de Gaya et al.
(2003) esta dissenyat principalment per a resoldre questions filogenétiques del génere
Fulgensia; i en el de Sachting & Lutzoni (2003) es discuteixen basicament les relacions
entre Caloplaca i Xanthoria. Cap d’aquests estudis inclou, per exemple, espécies del
génere Teloschistes. Altres treballs d’abast més limitat a prendre en consideracié sén
els de Kasalicky et al. (2000), on s’exploren també les relacions filogenétiques entre
les especies del génere Fulgensia; els de Muggia et al. (2004) sobre les espécies de
Caloplaca subgénere Pyrenodesmia; i els de Sgchting & Arup (2002) sobre les del
grup de C. aurantia. Pel que fa al génere Xanthomendoza, destaquem la revisié de
Sachting et al. (2002), basada en caracters morfologics, anatdomics, quimics i
moleculars. El génere Xanthoria és estudiat de forma parcial per Franc & Karnefelt
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(1998) i Lindblom & Ekman (2005), i amb un enfoc filogeografic per Dyer & Murtagh
(2001) i Murtagh et al. (2002). Amb aquests limitats antecedents sobre la filogénia de
la familia i dels géneres que s’hi inclouen, es feia necessari un estudi de més abast per
tal d’establir un marc filogenétic per a futures investigacions en la sistematica, tant de
la familia com de l'ordre.

Pel que fa a la tria del marcador molecular, el nostre treball parteix dels resultats
previs obtinguts per Gaya et al. (2003) amb la regié ITS, i amb els quals es volien
establir comparacions. Davant la disjuntiva de realitzar un mostreig més extensiu
nomeés amb ITS, o bé, d’incorporar nous marcadors amb un mostreig més restringit, es
va triar la primera opcié pels motius abans exposats. De fet, com hem esmentat en el
capitol 5, 'espaiador transcrit internament (ITS) ja havia estat utilitzat anteriorment per
diferents autors per a resoldre problemes al nivell de familia en liquenologia (p.e.
Crespo & Cubero 1998, Ekman & Jorgensen 2002, Grube & Arup 2001, Lohtander et
al. 2000, Mattsson & Wedin 1998, Myllys et al. 1999a, Thomas et al. 2002).

6.1.2. OBJECTIUS D’AQUEST ESTUDI

1. L’objectiu principal d’aquesta part del nostre estudi ha estat el de proporcionar
una filogénia molecular exhaustiva de la familia Teloschistaceae. Amb aquest objectiu,
hem mirat de circumscriure les Teloschistaceae utilitzant la monofilia com a criteri
d’agrupacio, reconstruir les relacions filogenétiques dels principals géneres inclosos en
la familia, i establir la seva relacié amb la familia Letrouitiaceae.

2. A resultes del primer objectiu, també ens hem plantejat avaluar el rang
taxondmic que s’hauria d’aplicar als diferents llinatges obtinguts si es confirmava
novament el polifiletisme de certs géneres com Caloplaca, Fulgensia o Xanthoria; tot
comparant diferents treballs taxondmics i revisant la classificacio existent.

3. També hem mirat de confirmar el polifiletisme de les espécies lobulades de
Caloplaca (subgenere Gasparrinia) dins d’'una amplia mostra de Teloschistaceae, amb
taxons de tots els grups de Caloplaca. D’aquest grup d’espécies lobulades ens
interessava comprovar, sobretot, el monofiletisme del grup de C. saxicola s.str.

4. Metodologicament, hem mirat de provar la utilitat de la regié ITS com a
marcador per a resoldre una filogénia a gran escala, com la de les Teloschistaceae.
Juntament amb la regidé ITS, hem avaluat la contribucié potencial en la reconstruccio
de la filogénia, i la influéncia en la confianga dels clades més grans, dels caracters
INAASE (Lutzoni et al. 2000) i del nou métode desenvolupat per Miadlikowska et al.
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(2003), capag¢ de generar caracters codificats a partir de grans regions hipervariables
(arc. v1.5., Kauff et al. 2003).

5. Finalment, hem comparat el rendiment dels diferents tipus d’analisi
implementats (p.e. Maxima parsimonia respecte inferéncia bayesiana).

6.2. MATERIAL | METODES

6.2.1. MOSTREIG TAXONOMIC | TRIA DEL GRUP EXTERN

Per tal d’establir les relacions filogenétiques dins la familia Teloschistaceae i, en
especial, en el génere Caloplaca, hem seleccionat un total de 114 exemplars (vegeu
taula 5.3.). Aquest mostreig ha inclos 81 exemplars (56 espécies, 58 taxons) de
Caloplaca, 11 exemplars (9 espécies) de Fulgensia, 11 exemplars (7 espécies) de
Teloschistes, 1 de Xanthomendoza i 10 exemplars (6 espécies) de Xanthoria. La resta
de géneres inclosos a la familia Teloschistaceae (Eriksson 2005) i que, en general,
compten amb poques espécies, no s’han inclds en aquest estudi per no disposar de
material fresc, o bé, per ser géneres dubtosos: Cephalophysis (Hertel) H. Kilias, Huea
C. W. Dodge & G. E. Baker, loplaca Poelt, Josefpoeltia Kondratyuk & Karnefelt,
Xanthodactylon P. A. Duvign, Xanthopeltis R. Sant.

Per tal d’avaluar la classificacié infragenérica basada en caracters morfologics
del génere Caloplaca, aquest ha estat representat pel nombre més gran d’espécies i
s’han emprat sequéncies de com a minim una espécie per cada subgénere o grup
d’espécies (sensu Clauzade & Roux 1985): subgénere Pyrenodesmia, subgénere
Leproplaca, subgénere Gasparrinia (grup de Caloplaca carphinea, grup de C. aurea,
grup de C. aurantia, grup de C. saxicola), subgénere Xanthocarpia, subgénere
Gyalolechia, subgénere Caloplaca (grup de C. citrina, grup de C. cerina, grup de
C. ferruginea). Unicament el grup de C. persica, que comprén les espécies corticicoles
del subgénere Gasparrinia, no ha pogut ser inclés per manca de material. Cal indicar
també que el mostreig més ampli ha estat dedicat, precisament, als taxons lobulats
inclosos en el subgénere Gasparrinia.

A aquestes 114 seqléncies de taxons de la familia Teloschistaceae hi hem
afegit, a més, les de dues espécies del génere Letrouitia, pertanyent a la familia
Letrouitiaceae. Malauradament, la familia Megalosporaceae, que recentment ha estat
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proposada com a pertanyent a l'ordre Teloschistales [sensu Miadlikowska & Lutzoni
2004] (Lutzoni et al. 2004, Eriksson 2005), no estat inclosa en aquest treball.

Un total de 74 seqliéncies d’ITS han estat generades especialment per a aquest
estudi, a les quals s’hi han afegit 8 sequéncies més obtingudes en el treball previ de
Gaya et al. (2003), i 34 han estat recuperades directament del GenBank (vegeu taula
6.3).

Per tal de poder comparar els resultats d’aquest estudi amb els obtinguts
préviament, hem mantingut com a grup extern les quatre espeécies de la familia
Parmeliaceae seleccionades a Gaya et al. (2003): Protoparmelia badia (Hoffm.)
Hafellner, Letharia columbiana (Nutt.) J. W. Thomson, L. vulpina (L.) Hue i Usnea
arizonica Mot.; a les quals hem afegit Protoblastenia rupestris (Scop.) J. Steiner
(Psoraceae).

Vegeu la taula 6.3 per a la informacié d’herbari i els numeros d’accés al
GenBank, quan aquests existeixen, de les 121 sequéncies d’ITS incloses en aquest
estudi.

6.2.2. OBTENCIO DE LES DADES MOLECULARS

El DNA genomic s’ha obtingut tant a partir de mostres fresques com de material
d’herbari ben conservat. El material en préstec utilitzat prové dels seguents herbaris:
C, DUKE, E, GZU, LEB, MARSSJ, MIN, MUB, SANT, TFC Lich, herbari Aptroot (ABL),
herbari personal de U. Arup i herbari personal de J. Etayo. La informacié dels
exemplars es detalla en la taula 6.3.

Per a I'extraccié del DNA total, 'amplificacié dels fragments de DNA mitjancant la
tecnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) i la seqUenciacid automatica del
producte amplificat s’han seguit els protocols especificats en el capitol 5 i a Gaya et al.
(2003). Els iniciadors utitlitzats son els mateixos que s’indiquen en el capitol 5.
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6.2.3. ANALISIS FILOGENETIQUES DE LES DADES MOLECULARS

6.2.3.1. Grups de dades, alineament i programari

Les analisis filogenétiques s’han realitzat en una sola matriu de 121 sequéncies
d'ITS nrDNA (121-ITS). Els fragments de sequéncies s’han engalzat amb els
programes Sequencher 4.1 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor 1995) i Sequencer
Navigator 1.0.1 (Applied Biosystems Inc 1989-94) i s’han alineat manualment amb
McClade 4.01 (Maddison & Maddison 2001). Les analisis de maxima parsimonia (MP)
s’han executat amb el programa PAUP*4.0b10 per a UNIX i Macintosch (Swofford
2002) i les analisis bayesianes (B-MCMCMC) (Huelsenbeck et al. 2001, Larget &
Simon 1999) s’han calculat amb el programa MrBayes 3.0b4 (Huelsenbeck & Ronquist
2001).

6.2.3.2. Analisis de maxima parsimonia (MP)

Amb la matriu 121-ITS s’han realitzat tres analisis ponderades de maxima
parsimonia (MP): una restringida unicament a les posicions alineades no ambiguament
(MP1), una altra que inclou les posicions alineades no ambiguament i els caracters
INAASE codificats (MP2), i una tercera, en la que a més de les posicions alineades no
ambiguament i els caracters INAASE codificats, hi hem afegit els caracters codificats
amb ARC (MP3).

Tal i com es descriu en el capitol 5, en aquestes analisis també s’han generat
step matrices simétriques per a les regions alineades no ambiguament de la matriu de
dades 121-ITS, utilitzant el programa STMatrix 2.1 (Frangois Lutzoni & Stefan Zoller,
Dept. of Biology, Duke University). Cadascuna de les regions ITS1, 5.8S i ITS2 ha
estat subjecte simultaniament a una step matrix especifica. En aquestes porcions no
ambigles dels alineaments, els gaps s’han tractat com a cinqué estat del caracter.

Les posicions constants i les alineades ambiguament s’han eliminat de les
cerques MP. Tot i aixi, algunes d’aquestes regions alineades ambiguament s’han
recodificat i han estat sotmeses a step matrices especifiques obtingudes a partir del
programa INAASE 2.3b (Lutzoni et al. 2000), incorporant, aixi, el senyal filogenétic
d’aquestes regions sense vulnerar ’homologia posicional (positional homology). Les
analisis MP que incorporen aquests caracters INAASE s’indiquen amb les lletres “INA”
(vegeu taula 6.1). Per altra banda, les regions ambigues que superaven les 100 bp de
longitud, que eren molt variables (amb més de 32 estats per caracter), o bé, que
mostraven una variacié important de la longitud entre seqliéncies, s’han recodificat en
23 caracters cadascuna amb I'ajut del programa: ARC v1.5 (Kauff et al. 2003). El
programa ARC té dues opcions que poden ser utilitzades en les analisis de

322



FILOGENIA DE LA FAMILIA TELOSCHISTACEAE

parsimonia: una per nucleotids i I'altra per proteines. La opcidé per a nucleotids té en
compte la longitud de les sequéncies en una regié ambigua, les frequéncies relatives
de bases i parells de bases, i la seva distribucié entre seqtiéncies (Miadlikowska et al.
2003). La opcio per a proteines pren en consideracié la longitud de les seqiiéncies en
una determinada regié ambigua, i calcula les freqiéncies relatives dels aminoacids
(vegeu Reeb et al. 2004). En el nostre cas, donat el tipus de dades de qué
disposavem, hem utilitzat inicament I'opcié nucleodtid. Les analisis MP que incorporen
els caracters recodificats amb ARC s’indiquen amb una “A” (vegeu taula 6.1).
Cadascun dels 23 caracters obtinguts amb ARC han estat sotmesos a una ponderacio
especifica: 1,00 per al caracter numero 1; 0,25 per als caracters 2-5; 0,10 per als
caracters 6-15i 0,50 per als caracters 16-23.

Per tal de conéixer I'impacte dels caracters INAASE i dels caracters recodificats
amb ARC en la recuperacié de les relacions filogenétiques dels taxons estudiats, s’han
realitzat diverses analisis MP, tant sense com incloent els caracters codificats. En les
cerques filogenétiques s’han realitzat en tots els casos cerques heuristiques
exploratories de 1000 repeticions amb addicié aleatdria de taxons (RAS: random-
addition-sequences). En les analisis MP1 i MP2, el gran nombre d’arbres igualment
parsimoniosos, que saturaven la memoria abans d’acabar la cerca, ens han obligat a
aturar aquesta abans del seu acabament. Per aquest motiu, en l'analisi MP1 hem
realitzat tres cerques successives de 1000 RAS, incrementant progressivament el
nombre d’arbres guardats. En la primera, només hem guardat un arbre per réplica, en
la segona, n’hem guardat 100 i en la tercera 1000. Amb aquesta estratégia d’analisi
hem pogut detectar que, encara que incrementem el nombre d’arbres guardats per
réplica, la topologia recuperada era la mateixa. Amb MP2, el poder de resolucié més
gran del grup de dades ha permés realitzar una cerca en dos passos. En el primer pas,
amb 1000 RAS, hem cercat la longitud dels arbres més parsimoniosos, guardant
nomeés un arbre per cada réplica. En el segon pas, hem cercat tots els arbres
igualment parsimoniosos. Aquest pas s’ha realitzat amb 1000 RAS, i guardant tots els
arbres només quan s’intercanviessin (swapping) en un arbre igual o més curt que el
més curt trobat en el primer pas. Aquesta estratégia no s’ha pogut dur a terme amb
MP1, ja que en el segon pas el temps computacional invertit només en la primera
replica feia poc factible la terminacié de I'analisi. EI gran nombre d’arbres igualment
parsimoniosos obtinguts i el poc poder de resolucié d’aquestes dues analisis es deuen
probablement a la inclusid de diversos taxons molt propers, i també a la manca de
suficients caracters en aquest grup de dades. A MP3 s’ha pogut dur a terme una cerca
de 1000 RAS, guardant tots els arbres més parsimoniosos sense restriccions.

En les tres analisis, s’han realitzat intercanvis de branca (branch swapping) de
tipus TBR (tree bisection-reconnection), s’ha deixat la opcié Multrees en efecte, PAUP*
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guarda tots els arbres minims que troba durant lintercanvi de branques, i s’han
col-lapsat les branques amb longitud maxima igual a zero.

El recolzament de branca s’ha calculat mitjangant analisis de bootstrap. Aixi, les
proporcions de bootstrap BP (Felsenstein 1985) en cada una de les tres analisis s’han
estimat amb cerques heuristiques completes, amb 1000 répliques de bootstrap,
emprant dos RAS per réplica de bootstrap i guardant no més de 10 arbres per réplica
de bootstrap, amb els mateixos parametres que en les analisis MP inicials.

6.2.3.3. Analisi Bayesiana (B)

L’analisi Bayesiana (Huelsenbeck et al. 2000, Larget & Simon 1999) i el calcul de
les probabilitats posteriors bayesianes (PP), emprant el métode Markov chain-Monte
Carlo (MCMCMC), s’ha dut a terme amb el programa MrBayes 3.0b4 (Huelsenbeck &
Ronquist 2001).

El model d’evolucié per a les cerques bayesianes s’ha seleccionat utilitzant el
Hierarchical Likelihood Ratio Test (HLRT) (Huelsenbeck & Crandall 1997) amb el
programa Modeltest 3.06 (Posada & Crandall 1998). El model de substitucio
seleccionat ha estat el TrN+G+l (Tamura & Nei 1993), amb estimacié de posicions
invariables, i assumint una distribuci6 gamma amb sis categories. Un de cada 100
arbres s’ha mostrejat per 8 milions de generacions amb quatre cadenes i parametres
de substitucié actualitzats durant la cerca. Per assegurar que totes les cadenes
convergien al mateix nivell, 'arbre de consens majority rule s’ha calculat amb PAUP*
emprant només els darrers 60.000 de 80.000 arbres mostrejats. D’aquesta manera,
s’han exclos (burnin) els primers 20.000 arbres per evitar aquells que puguin haver
estat mostrejats abans de la convergéncia de les cadenes de Markov. L’exclusio
d’arbres s’ha realitzat tracant els valors de log-likelihood dels punts de mostra respecte
el temps de generacio i determinant que I'estacionaritat s’aconsegueix quan els valors
de log-likelihood dels punts de mostra arriben a un valor d’equilibri estable
(Huelsenbeck & Ronquist 2001). La probabilitat posterior de cada biparticid topoldgica
s’ha estimat mitjancant la freqiiéncia d’aquestes biparticions, en tots els 60.000 arbres
mostrejats. Els internodes amb PP p 95% s’han considerat estadisticament
significatius. A diferéncia dels valors de bootstrap no paramétric (Felsenstein 1985),
aquestes soén probabilitats estimades dels clades d’acord amb el model assumit
(Rannala & Yang 1996).
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6.3. RESULTATS

6.3.1. ALINEAMENTS (TAULA 6.2)

La mida final de la matriu 121-ITS ha estat de 1067 posicions, de les quals un
total de 848 que representaven 19 regions alineades ambiguament s’han exclos de
l'analisi. Dels 219 caracters inclosos a les analisis bayesianes, 153 han resultat ser
constants i 66 variables. Les posicions constants s’han eliminat de les analisis MP1,
MP2 i MP3. A Tlanalisi MP1, dels 66 caracters restants 46 han resultat
parsimoniosament informatius. A MP2, 7 caracters INAASE codificats, que substituien
7 regions alineades ambiguament, s’han combinat amb els 66 caracters per a donar un
total de 73 caracters no constants, 54 dels quals eren parsimoniosament informatius. A
lanalisi MP3, a més dels 7 caracters INAASE, s’han incorporat els caracters
recodificats amb ARC, que substituien 7 regions alineades ambiguament; guanyant,
aixi, 161 caracters (= 49 down-weighted). Del total de 234 caracters no constants
d’aquesta analisi, 215 han resultat parsimoniosament informatius.

6.3.2. COMPARACIO DE LA RESOLUCIO | EL RECOLZAMENT ENTRE CRITERIS
D’OPTIMITZACIO (TAULA 6.1)

La cerca no uniformement ponderada MP1, que només inclou regions alineades
no ambiguament, mostra 3101 arbres igualment més parsimoniosos de 312,13 passos,
els quals formen part de 32 illes trobades 35 vegades de 1000 RAS. El valor de I'index
de Consisténcia (IC) ha estat de 0,466 i el de I'index de Retencié (IR) de 0,858.

La cerca no uniformement ponderada MP2, amb regions alineades no
ambiguament i caracters INAASE, ha generat 30 arbres igualment més parsimoniosos
de 587,47 passos. Aquests arbres formen part de 30 illes trobades 31 vegades de
1000 RAS. El valor de I'index de Consisténcia (IC) ha estat de 0,538 i el de I'index de
Retencié (IR) de 0,845.

Amb l'analisi MP3, amb regions alineades no ambiguament, caracters INAASE i
caracters ARC, s’ha obtingut un total de 4 arbres igualment més parsimoniosos
distribuits en una illa. La longitud del millor arbre és de 2840,62 passos. El valor de
I'index de Consisténcia (IC) ha estat de 0,375 i el de I'index de Retencié (IR) de 0,647.
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A partir de les topologies obtingudes amb els diferents métodes d’optimitzacio,
s’observa que I'analisi MP3 presenta clarament el millor poder de resolucié i el nombre
més gran d’internodes recolzats significativament (51). Per aquest motiu, I'analisi MP3
s’ha utlitzat com a referéncia per a la comparacié del recolzament d’internodes (vegeu
taula 6.1).

Si comparem exclusivament les tres analisis de maxima parsimonia, s’observa
que en tots els casos s'obté una topologia similar, constituida per dos clades
principals, llinatges 1 i 2 (fig. 6.1), que contenen sempre els mateixos grups
d’espécies. Les principals diferéncies es detecten en les relacions filogenétiques que
s’estableixen a l'interior d’aquests dos llinatges. Aixi, es pot veure que a I'analisi MP1,
principalment en el llinatge 2, la manca de resolucié condueix a un nhombre elevat de
politomies. A I'analisi MP2, les relacions entre els grups d’espécies a l'interior dels dos
llinatges apareixen més ben resoltes, perd encara queden alguns grups d’espécies o
algunes poblacions d’una mateixa espécie en els que no s’estableixen relacions
filogenétiques clares; i en aquests, els valors de recolzament significatiu es limiten
principalment als internodes que agrupen diversos exemplars d’'una mateixa espécie o
a espécies molt properes. A l'analisi MP3, el nombre de grups d'espécies que
apareixen resolts és molt superior, tot i que sovint falta un recolzament de bootstrap
significatiu en els clades més interns. La discrepancia més notable entre les tres
analisis es dona en la posicidé de les dues espécies de la familia Letrouitiaceae, que
apareixen com a grup monofiletic germa de les espécies del génere Fulgensia s.str. a
les analisis MP1 i MP2, mentre que a MP3 mostren una relacié germana amb el clade
de C. gomerana. Malgrat tot, en cap d’aquestes relacions es déna recolzament. Del
total d’internodes recolzats significativament a MP3 (51) només se’n conserven 8 a
MP1 i 22 a MP2. En aquesta ultima analisi apareix, pero, un internode amb valor de
bootstrap BP = 77%, que a MP3 no arriba al 70%, i es genera un grup monofiletic amb
un valor BP > 70%, que no apareix a MP3. En general, cap de les discrepancies entre
biparticions resulta significativa quan comparem els valors de bootstrap u 70% entre
les diferents analisis. Pel que fa al poder de resolucio filogenética, MP3 representa una
clara millora respecte les altres dues analisis de maxima parsimonia. Els 3101 arbres
més parsimoniosos que s’obtenen a MP1 i els 30 a MP2 s’han vist reduits només a 14
en l'analisi MP3, els quals, a més, s’han obtingut sense restriccions en la cerca. En
aquesta ultima analisi, aquesta millora ha anat acompanyada també per un augment
en el nombre de posicions parsimoniosament informatives (46 a MP1, 54 a MP2, 215 a
MP3).

L’arbre de consens bayesia ha revelat 11 internodes ben recolzats, PP u 95%,
(vegeu la figura 6.1). Contrariament al que seria d’esperar, el nombre d’internodes
recolzats significativament a l'analisi bayesiana ha disminuit notablement respecte a
'analisi de referéncia MP3. Dels 51 internodes recolzats significativament a MP3 se
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n’han perdut 42, tot i que s’han recuperat dues biparticions topologiques amb valors de
PP u 95%, que a MP3 no arriben al 70% del valor de bootstrap. Pel que fa a la
topologia obtinguda, I'analisi bayesiana no resol les relacions filogenétiques entre els
grups d’especies de la familia Teloschistaceae; ni tan sols recupera els dos llinatges
principals, i s’observa un gran nombre de politomies. La majoria de valors de
probabilitat posterior significatius recolzen relacions entre exemplars d’'una mateixa
espécie. Unicament el clade 3 (fig. 6.1), que inclou, entre d’altres, les espécies del
grup de C. saxicola, apareix ben recolzat.

Cal destacar que, en general, en tots els métodes d’inferéncia filogenética
emprats, ens trobem amb una manca de resolucié en els nivells més basals, de
manera que els valors significatius de recolzament de branca es concentren
principalment en els clades terminals.

Amb els resultats obtinguts, podem afirmar que 'analisi MP3 de la matriu 121-
ITS, amb caracters INAASE i ARC codificats, es pot considerar per ara que correspon
a la millor estima de les relacions filogenétiques entre les espécies de la familia
Teloschistaceae i, en consequéncia, considerarem principalment aquesta analisi en les
discussions que seguiran en aquest treball.
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Taula 6.1. Taula sindptica amb les comparacions de recolzament de nodes i resultats de les
analisis.

Tipus d’analisi (MP1) (MP2) (MP3) bayesiana
MP-BP MP+INA-BP MP+INA+arc-BP PP

- Nombre de répliques o 1000 1000 1000 60000(x2)

arbres mostrejats (BP/PP)

- Nombre d’internodes 18 38 65 34

resolts (u50%)

- Nombre d’internodes 8 24 51 11

recolzats significativament

- Nombre d’arbres obtinguts 13003 30 4 60000

- Nombre d’internodes 8 22 - 9

recolzats significativament

en comu amb la referéncia

- Nombre d’internodes 43 29 - 42
recolzats significativament

perduts

- Nombre d’internodes 0 2 - 2
recolzats significativament

guanyats

Els nodes s’han considerat significatius si els valors de recolzament sén p70% per a MP i u95% per
les analisis Bayesianes. BP, proporcions de bootstrap; INA, addicié de caracters INAASE; ML, analisis de
maxima versemblanca; MP, analisis de maxima parsimonia; PP, probabilitats posteriors. Per tal de
comparar les topologies derivades del grup de dades de 68 espécimens amb les topologies que infereixen
relacions entre els 60 espécimens, els internodes que recolzen els taxons addicionals al grup de dades de
68 espécimens s’han indicat amb un asterisc (*). (¥) Guardant no més de 10 arbres per réplica de
bootstrap, (°) guardant tots els arbres.

Taula 6.2. Taula sinodptica dels grups de dades emprats per a les analisis MP i bayesiana.

Analisi Analisi Analisi Analisi
MP1 MP2 MP3 bayesia

- Nombre total de posicions 1067 1074 1235 1067
- Nombre de posicions excloses* 1001 1001 1001 848
- Nombre de posicions constants 153 153 153 153
- Nombre de posicions variables 66 73 (7) 234 (7+161) 66
- Nombre de regions aliniades 848 848 848 848
ambig. (No. de posicions)
- Nombre de regions ambiglies 0 7(7,0) 14 (7,7) 0
recodificades (INAASE, arc)
- Nombre total de caracters 66 73 234 66
analitzats
- Nombre de posicions 46 54 215 NA

parsimoniosament informatives

*Les posicions excloses inclouen les regions aliniades ambiguament. NA = No aplicable.
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6.3.3. RELACIONS FILOGENETIQUES

Amb les analisis realitzades, hem trobat que la monofilia de les Teloschistales
(sensu Miadlikowska & Lutzoni 2004) ens apareix poc recolzada (BP = 58% a MP3; BP
=61% a MP2).

Pel que fa a les relacions del grup intern, han reaparegut en les nostres analisis
MP1, MP2 i MP3, els mateixos dos clades principals mostrats per Arup & Grube (1999;
BP = 91% i 99%), Gaya et al. (2003; llinatge 1, PP = 99% i llinatge 2, BP = 89%) i
Sachting & Lutzoni (2003; sense recolzament), per bé que sense significacié (llinatges
112, fig. 6.1). En el nostre estudi, perd, el mostreig taxondmic ha estat més ampli i, a
més d’incloure un nombre més important d’espécies dels géneres Caloplaca,
Fulgensia i Xanthoria, també ens apareixen en ambdos llinatges, taxons dels géneres
Teloschistes i Letrouitia.

Concretament, en el llinatge 2, el que presenta fenotipus més diversos, a I'analisi
MP3 apareixen dos clades sense recolzament, amb espécies del génere Caloplaca
pertanyents al subgénere Pyrenodesmia, subgénere Leproplaca, subgénere
Gasparrinia (grups de C. aurantia, de C. aurea, de C. carphinea i de C. saxicola) i
subgénere Caloplaca (grups de C. citrina, de C. cerina i de C. ferruginea) [sensu
Clauzade & Roux 1985]; juntament amb taxons dels géneres Letrouitia, Fulgensia, i
espécies fins ara incloses en el génere Teloschistes, sense antraquinones en el tal-lus.
Les relacions exactes entre géneres i grups d’espécies, en el llinatge 2, romanen
incertes amb la matriu 121-ITS emprada. Malgrat tot, no s’han trobat discrepancies
significatives entre els arbres filogenétics obtinguts amb els diferents criteris
d’optimitzacié, i s’han recuperat, amb bon recolzament, alguns grups monofilétics en el
nivell de génere, grup d’espécies o poblacions d’'una mateixa espécie.

Per exemple, s’han trobat proves que assenyalen que les espécies del grup de
Caloplaca aurantia comparteixen un antecessor comu més recent (BP = 96% a MP3;
BP = 58% a MP2). Les relacions entre els taxons d’aquest grup no han quedat del tot
ben definides, perd sembla que C. aurantia ocuparia una posicié basal, i que la resta
d’espécies formarien un grup en el qual C. flavescens i C. aegaea no serien
monofilétiques. El monofiletisme del grup de C. aurantia i la seva posicio en el llinatge
2 concorden amb els resultats obtinguts per Sachting & Arup (2002). Aquests autors
relacionen aquest grup amb C. velana, fet que situa el grup de C. aurantia a part de la
majoria d’espécies de Caloplaca subgénere Gasparrinia.
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Un altre grup és el format per C. aetnensis, C. erythrocarpa i C. teicholyta, totes
amb tal-lus blanc o gris pal'lid i sense antraquinones, que apareixen com un clade
monofilétic en les analisis MP2, MP3 i bayesiana, encara que només es recupera
significativament a MP3 (BP = 83%). També s’ha obtingut com a grup monofilétic ben
recolzat a MP3 (BP = 84%) el que formen les espécies del grup de C. cerina, tot i que
la seva posicié dins el llinatge 2 és incerta. Tres dels quatre exemplars de
C. cirrochroa i C. proteus, dues espécies sorediades tradicionalment incloses en el
subgénere Gasparrinia (grup de C. saxicola), apareixen també en el llinatge 2
compartint un antecessor comu més recent (BP = 72% a MP3). Els exemplars de
C. demissa, C. gloriae i C. velana var. dolomiticola constitueixen grups monofilétics
ben recolzats gairebé en totes les analisis. També C. carphinea i C. scoriophila formen
sempre un clade monofiletic amb recolzament significatiu (BP = 85% a MP3 i BP =
79% a MP2).

Amb l'excepcid de Teloschistes contortuplicatus, les espécies de Teloschistes
que apareixen en el llinatge 2 formen un grup monofiletic, encara que amb
recolzament de bootstrap < 70%. Frodén & Lassen (2004) inclouen aquestes espécies,
juntament amb T. contortuplicatus, en el génere Seirophora i afirmen que la separacio
de Seirophora i Teloschistes és recolzada amb dades moleculars (P. Frédén, dades no
publicades). Pero segons els nostres resultats, la delimitacié que fan aquests autors
del génere Seirophora no queda confirmada.

En totes les analisis s’han posat de manifest tres origens independents del
génere Fulgensia, que ja apareixien a Gaya et al. (2003) i que confirmen el
polifiletisme d’aquest génere demostrat per Kasalicky et al. (2000). Un d’aquests
origens, que dona lloc al grup més gran d’espécies, és I'Unic que es troba ben recolzat
a MP3 (BP = 95%) i inclou la majoria de taxons del grup de Fulgensia s.str. proposat
per Kasalicky et al. (2000). Tant aquest grup de Fulgensia s.str. com F. australis
queden inclosos en el llinatge 2, igual que a Gaya et al. (2003), i la seva posicio
segueix sense resoldre’s. Al contrari, C. schistidii (= F. schistidii), que constitueix el
tercer origen de Fulgensia, apareix en el llinatge 1, i forma part d'una entitat
monofilética recolzada significativament (BP = 94% a MP3) amb representants del
grup de C. saxicola. En el nostre estudi, F. schistidii ha estat considerada en el génere
Caloplaca i les seves relacions filogenétiques amb els taxons del grup de C. saxicola
s.str. ja s’han discutit en el capitol 5.

Pel que fa al génere Letrouitia, en totes les analisis s’ha confirmat 'origen comu,
amb bon recolzament, de les dues espécies incloses, perd la seva relacio amb la
familia Teloschistaceae no ha quedat resolta. En aquest sentit hi ha discrepancies
entre els diferents métodes utilitzats, encara que sempre sense significacio. A MP3,
Letrouitia apareix com a grup germa de C. gloriae, mentre que a MP1 i MP2, ho és de
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Fulgensia s.str. L'especie C. flavovirescens ocupa en les tres analisis una posicio
basal respecte a aquestes relacions germanes, i a MP2 i MP3 s’hi afegeix C.
flavorubescens. A l'analisi bayesiana la posicié del clade de Letrouitia és incerta.
Coincidint amb els resultats de Lutzoni et al. (2004), sembla que el génere Letrouitia
quedaria dintre les Teloschistaceae, fet que pot suposar un replantejament de la
circumscripcié de la familia Teloschistaceae, amb la inclusié de les Letrouitiaceae. La
posicié incerta de Letrouitia en les nostres analisis pot ser deguda a que el mostreig
taxonomic que hem fet de la familia Letrouitiaceae és molt reduit, o bé, a que s’hagi
produit un fenomen de long-branch attraction [atraccid entre branques llargues]
(Felsenstein 1978) en les analisis de maxima parsimonia.

L’altre gran clade de les Teloschistaceae que hem anomenat llinatge 1, sembla
presentar una homogeneitat morfologica superior a la del llinatge 2. Inclou una majoria
d’espécies amb antraquinones al talllus i amb habit principalment fruticulés, foliaci o
placodioide. En aquest clade, juntament amb els géneres Xanthomendoza, Xanthoria i
les espécies amb antraquinones en el tal-lus del génere Teloschistes, hi trobem les
espécies de Caloplaca del subgénere Gasparrinia (grup de C. saxicola, exceptuant
C. gloriae, i una especie del grup de C. aurea), algunes espécies del subgenere
Caloplaca (grups de C. citrina i de C. ferruginea), el subgénere Gyalolechia i el
subgénere Xanthocarpia (sensu Clauzade & Roux 1985). Igual que en el llinatge 2, les
relacions basals d’aquest clade resten incertes i no s’observen discrepancies
significatives entre les diferents topologies obtingudes. El nivell de confianca augmenta
a I'apropar-nos als internodes terminals.

La primera divergéncia que es produeix en el llinatge 1 déna lloc a una relacio
germana entre un clade que inclou el génere Teloschistes i Caloplaca texana, i un altre
clade que recull la resta d’espécies. Teloschistes forma un grup monofileétic en les
analisis MP2 i MP3 amb un recolzament que cau per sota del 70% del valor de
bootstrap (BP = 62% a MP3; BP = 55% a MP2), i C. texana ocupa una posicié basal
en aquest grup, pero sense rebre recolzament.

La seguent divergéncia ens separa Xanthomendoza fallax (llinatge A), posicié
que coincideix amb els resultats obtinguts per Arup & Grube (1999) i Gaya et al.
(2003). Aquest internode coincideix amb el del grup A de Sachting & Lutzoni (2003),
que en lloc de X. fallax inclouen X. borealis i X. poeltii, dues espécies transferides
també al génere Xanthomendoza per Sachting et al. (2002).

El seguent clade separa un conjunt divers d’espécies, amb taxons dels
subgeéneres Gyalolechia i Xanthocarpia que formen un grup monofilétic robust, amb un
valor de bootstrap significatiu (BP = 90% a MP3; BP = 73% a MP2), i que estableix una
relacié germana sense recolzament amb els dos exemplars de C. irrubescens (grup de
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C. citrina). C. trachyphylla, una espécie placodioide, ocupa la posicié basal d’aquest
clade, només a MP3, i novament sense significacio estadistica.

En el seglent clade i en totes les analisis, I'afiliacié filogenética de I'espécie
C. scrobiculata (grup de C. aurea) amb la resta de taxons roman incerta, perdo sempre
es troba en posicié externa al clade que hem anomenat llinatge 3. El llinatge 3 es
retroba en totes les analisis i, contrariament als resultats obtinguts fins ara, rep una
probabilitat posterior significativa (PP = 100%); en canvi, els valors de bootstrap de les
tres analisis MP no superen el 70%. En aquest llinatge hi trobem principalment taxons
de tallus foliaci o placodioide, provistos d’antraquinones, del génere Xanthoria i del
grup de Caloplaca saxicola (sensu Clauzade & Roux 1985), acompanyats d’algunes
especies de tallus reduit, amb o sense antraquinones, com C. holocarpa, C. pyracea
(grup de C. ferruginea) o C. coronata (grup de C. citrina), entre d’altres. L’afiliacio
filogenética entre els diversos grups d’espécies dins d’aquest clade no ha pogut ser
resolta amb confianga, pero si que es confirma la monofilia de certs grups.

Aixi, el grup de C. saxicola s.str., la circumscripcié del qual ha estat descrita al
capitol 5, apareix com un grup monofilétic ben recolzat (BP = 94% a MP3). Aquesta
monofilia es retrobada també per Gaya et al. (2003) i per Arup & Grube (1999) en un
estudi en el qué només incorporen tres taxons del grup. En canvi, en el treball de
Sgchting & Lutzoni (2003) les dues espécies del grup de C. saxicola incloses
comparteixen l'antecessor més recent amb C. holocarpa (clade B3). A la nostra
topologia, a la base del grup de C. saxicola hi apareix C. ignea, tot i que la seva
posicié no presenta prou recolzament.

Pel que fa als diferents taxons propis d’ambients litorals, C. marina, C. maritima i
C. microthallina formen una entitat monofiletica amb recolzament BP = 77% a MP2 i
BP = 64% a MP3. Arup & Grube (1999) i Gaya et al. (2003) ja assenyalaven l'estreta
relacio filogenética entre C. marina i C. maritima. A l'interior d’aquest grup hi ha dos
clades ben recolzats: un d’ells amb dos exemplars de C. marina i un de C.
microthallina, i l'altre amb C. maritima i els altres dos exemplars de C. marina. Aquest
conjunt d’especies litorals, juntament amb C. granulosa, un taxon no litoral, perd que
rep aportacions periddiques d’aigua rica en sals, constitueixen un grup monofilétic amb
significacié estadistica (BP = 84% a MP3). Al seu torn, aquest grup estableix una
relacié germana, que no ha pogut ser resolta amb confianga, amb un clade constituit
per tres espécies de tal-lus reduit: C. coronata, C. lithophila i C. polycarpa. La monofilia
d’aquestes tres espécies ha estat retrobada en totes les analisis amb un bon
recolzament estadistic.

D’altres taxons litorals o maritims no queden relacionats amb els anteriors i
apareixen al llarg del llinatge 3. Per exemple, les especies C. alcarum i C. scopularis
comparteixen un antecessor comu més recent amb dues espécies no litorals, de tal-lus
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molt reduit, C. inconnexa i C. pyracea, amb un valor de bootstrap significatiu (BP =
79% a MP3; BP = 76% a MP2). |, més encara, C. verruculifera, una espécie
exclusivament litoral, estableix una relaci6 germana amb X. candelaria (BP = 88% a
MP3). Aquesta agrupacié també apareix en les analisis filogenétiques de Sgchting et
al. (2002).

Un altre génere que es mostra polifiletic és Xanthoria, fet que ja apuntaven Gaya
et al. (2003) i Sachting & Lutzoni (2003). En la nostra topologia s’observa un grup
monofiletic constituit per X. elegans i X. sorediata. A Gaya et al. (2003) aquestes dues
especies establien una relacié germana ben recolzada, que cau per sota el 70% de
nivell de significacié en els nostres resultats actuals. En l'altre grup de Xanthoria,
trobem X. calcicola, X. parietina i X. resendei. L’afiliacio filogenética d’aquest grup amb
el clade de C. verruculifera i X. candelaria no ha pogut ser resolta amb confianca.
Aquests resultats no coincideixen amb els de Sachting & Lutzoni (2003) principalment
pel que fa a la posicié de X. elegans. En I'estudi d’aquests darrers, aquesta espécie
estableix una relacié germana, amb bon recolzament, amb X. parietina en el clade
designat com a B1, en lloc d’ocupar una posici6 més propera a les espécies del grup
de C. saxicola, tal i com succeeix en la nostra topologia.

6.4. DISCUSSIO GENERAL DE LA FILOGENIA DE LA FAMILIA
TELOSCHISTACEAE | LA SEVA RELACIO AMB LES LETROUITIACEAE

La filogénia obtinguda en aquest estudi és la primera que es reconstrueix amb
un mostreig extens per a la familia Teloschistaceae. Els resultats de les analisis
filogenétiques de la matriu 121-ITS coincideixen a grans trets amb els estudis
filogenétics previs de la familia, o bé, si es donen inconsisténcies filogenétiques,
aquestes no resulten significatives.

Les nostres analisis han recolzat el polifiletisme tant del génere Caloplaca com
dels géneres Fulgensia, Teloschistes i Xanthoria. També s’ha recolzat el monofiletisme
de certs grups d’espécies, perd no hem arribat a extreure resultats concloents pel que
fa a les relacions entre la majoria de grups delimitats. Els taxons lobulats de Caloplaca
subgénere Gasparrinia presenten, novament, origens diversos. Pel que fa al génere
Letrouitia (Letrouitiaceae) no s’ha recuperat com a un grup a part de la circumscripcio
filogenética de les Teloschistaceae. Caldra incloure en futurs estudis nous taxons de
Letrouitiaceae per tal de confirmar si I'estreta relacio entre les families es manté.
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En comparar els arbres resultants de les diferents analisis realitzades, no hem
observat discrepancies topologiques amb recolzament, i hem considerat I'analisi MP3
com a la reconstrucciéo més precisa de la filogénia subjacent.

6.4.1. RELACIONS FILOGENETIQUES DINS LA FAMILIA TELOSCHISTACEAE

Com ja hem esmentat, podem confirmar que les espécies tradicionalment
incloses a Caloplaca subgénere (sensu Clauzade & Roux 1985) o secci6 (sensu Poelt
1969) Gasparrinia, i caracteritzades per la preséncia de tal-lus lobulats i, en general,
antraquinones tant en el cortex com en els apotecis, no formen una entitat
monofilética. El subgénere Gasparrinia presenta diferents origens, tant en el llinatge 1
com en el 2. Aquests resultats coincideixen amb els ja obtinguts per Sgchting &
Lutzoni (2003). A Karnefelt (1989), el seu estudi cladistic basat en caracters
morfoldgics, tampoc proporciona proves suficients per a separar els taxons
caracteritzats per la preséncia de Idbuls i un cortex superior ben desenvolupat. Aquest
autor apuntava que I'is de categories infragenériques amb les espécies lobulades
podria tenir justificacié.

En la nostra topologia, les espécies amb tal-lus placodiode que queden incloses
en el llinatge 2 (possiblement clade C de Sgchting & Lutzoni 2003) sén: C. gomerana,
el grup de C. aurantia, el grup de C. aurea (amb C. cancaraxiticola i C. paulii), les
espécies sorediades del grup de C. saxicola (C. cirrochroa i C. proteus) i el grup de
C. carphinea, essent aquest Ultim I'Unic sense antraquinones en el talllus del
subgénere Gasparrinia. C. gomerana (= C. gloriae), és considerada per Llimona &
Werner (1975) propera a C. saxicola, pero difereix d’aquesta ultima per tenir un cortex
prosoplectenquimatic (Hansen et al. 1987) i per contenir fragilina i caloploicina
(Sgchting & Lutzoni 2003), dos components antraquindnics que també es troben en el
genere Fulgensia (Sgchting, dades no publicades). En les nostres analisis,
C. gomerana queda relativament a prop d’aquest génere (Fulgensia s.str.) i de
C. flavorubescens i C. flavovirescens, encara que sense confianga. En canvi, a Gaya
et al. (2003) 'estreta relacié de C. gomerana amb Fulgensia s.str., C. flavorubescens i
C. flavovirescens, apareixia significativa. Podria ser que la preséncia de les dues
espécies de Letrouitia, germanes al clade de C. gomerana a MP3, hagi provocat la
pérdua de resolucid.

Els grups de C. aurantia i C. carphinea semblen ser els Unics del subgénere
Gasparrinia que es recuperen com a entitats monofiletiques, tot i que, com ja hem
esmentat, amb els nostres resultats no és possible inferir les relacions filogenétiques
que estableixen amb la resta de taxons del llinatge 2. Pel que fa al grup de C. aurantia,
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en 'unic treball previ de filogénia molecular exclusiu del grup, Sachting & Arup (2002)
ja demostraven la separacio respecte de la resta de taxons del subgénere Gaspatrrinia.
A Gaya et al. (2003), els dos unics representants del grup de C. aurantia inclosos
també resten, com en el nostre cas, en el llinatge 2. Sachting & Lutzoni (2003) no
inclouen taxons d’aquest grup, perd esmenten que probablement aquests es trobin
fora del que anomenen llinatge B, que recull la major part d’espécies lobulades.
Karnefelt (1989) no troba evidéncies per a la separacié del grup de C. aurantia de la
resta d’espécies del génere Caloplaca. En el nostre estudi, a més de C. aurantia, C.
flavescens i C. thallincola, també hem considerat C. aegaea, un taxon descrit
recentment per Sipman & Raus (2002). Tots es caracteritzen per les espores
citriformes i es diferencien entre ells per la preséncia de diferents tipus de cortex i per
tenir o no cristalls d'oxalat calcic en aquest (vegeu apartat de morfologia). Les
relacions interespecifiques d’aquest grup no han quedat del tot resoltes. Unicament
hem obtingut amb confianga la monofilia de dues espécies: C. aurantia i C. thallincola.
Perd ja que queda confirmada la circumscripciéo monofiletica del grup, seria interessant
poder realitzar un estudi amb un mostreig taxonomic i molecular més ampli, per tal de
poder arribar a esbrinar la delimitacid6 d’aquestes espécies i les seves relacions
interespecifiques.

Pel que fa al grup de C. carphinea, en totes les analisis, s’agrupen un exemplar
de C. carphinea amb un altre de C. scoriophila, i formen un clade monofilétic amb
probabilitat posterior significativa, perd BP < 70%. L’exemplar de C. scoriophila prové
de les illes Canaries, formant part, per tant, de I'element macaronésic, mentre que
'exemplar de C. carphinea que s’agrupa amb aquesta prové del nord-est de la
peninsula Ibérica. Un altre exemplar de C. carphinea ocupa una posicid més basal en
el grup, i ha estat recol-lectat al nord de la peninsula, en una zona de clima més
continental. D’aquesta manera, es produeix una agrupacid6 més facilment
correlacionable amb factors ambientals (els dos exemplars agrupats reben la influéncia
maritima) que no pas amb caracters morfologics. Breuss (1989) diferencia aquestes
dues espécies principalment pel tipus de cortex, paraplectenquimatic a C. carphinea i
escleroplectenquimatic a C. scoriophila, i per les mides de les espores, més llargues a
C. scoriophila. Segons aquest autor, C. carphinea forma part de I'element mediterrani,
mentre que C. scoriophila presenta una distribucié més atlantica. En el nostre cas, un
dels exemplars de C. carphinea, el més extern al grup, diferiria d’aquests patrons de
distribuci6. Amb només tres espécimens no és possible extreure conclusions
definitives sobre el monofiletisme de les dues espécies, perd si que queda confirmat
'origen comu del grup. Aquestes espécies recorden més a Dimelaena oreina pel seu
contingut en acid usnic, que no pas la resta d’espécies del génere Caloplaca.
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Els altres dos grups d’espécies del subgénere Gasparrinia que apareixen al
llinatge 2, grup de C. aurea i espeécies sorediades del grup de C. saxicola, se'ns
presenten com a clarament polifilétics.

En el cas del grup de C. aurea, ni C. cancaraxiticola ni C. paulii, dues espécies
que apareixen en el llinatge 2, no comparteixen un antecessor comu més recent ni
tampoc resolen la seva posici6 filogenética. Per altra banda, el grup presenta un tercer
origen en el llinatge 1, amb C. scrobiculata, les relacions filogenétiques de la qual
tampoc no queden ben establertes. A diferéncia del que apunten diversos autors, en el
nostre estudi, ni C. cancaraxiticola ni C. paulii mostren una estreta relaci6 amb les
espécies de Fulgensia s.str. Karnefelt (1989) i Poelt (1965) suggereixen que el grup de
C. aurea esta estretament relacionat amb Fulgensia subgénere Candelariopsis (sensu
Poelt 1965 i Poelt & Vezda 1977). Karnefelt (1989) i Westberg & Karnefelt (1998)
afirmen també que alguns dels taxons inclosos en el grup de C. aurea, com és el cas
de C. paulii, poden estar relacionats per l'estructura del cortex amb Fulgensia
canariensis i F. schistidii. Navarro-Rosinés et al. (2000a) estableixen afinitats
morfologiques entre C. aurea i les Fulgensia tipiques (subgénere Fulgensia sensu
Poelt 1965) o el subgrup D de Westberg & Karnefelt (1998). C. cancaraxiticola és
relacionada també per Navarro-Rosinés et al. (2000a) amb el subgénere
Candelariopsis i els subgrups A, B i C de Fulgensia descrits per Westberg & Karnefelt
(1998). Concretament, Navarro-Rosinés et al. (2000a) comparen C. cancaraxiticola
amb F. australis, F. canariensis i F. schistidii. Segons els resultats de les nostres
analisis filogeneétiques, cap d’aquestes relacions resulta corroborada. A I'analisi MP3,
C. paulii i F. australis queden en un mateix clade, juntament amb C. cirrochroa i C.
velana var. dolomiticola, perd aquesta relacié no presenta cap recolzament.

Clauzade & Roux (1985) consideren en el grup de C. saxicola quatre espécies
sorediades: C. cirrochroa, C. decipiens, C. obliterans i C. proteus (vegeu apartat de
morfologia). Els resultats obtinguts en el nostre estudi no avalen aquesta agrupacio
basada en el tipus de reproduccio. Per una banda, C. cirrochroa i C. proteus es
recullen en el llinatge 2, mentre que C. decipiens comparteix un antecessor comu més
recent amb els taxons del grup de C. saxicola s.str. en el llinatge 1. C. obliterans,
malauradament, no ha pogut ser inclosa en les nostres analisis per manca de material
fresc. Si bé els dos espécimens de C. proteus formen part d'una mateixa entitat
monofilética robusta amb un dels exemplars de C. cirrochroa, aquesta darrera espécie
presenta un segon origen amb I'exemplar del nord de la peninsula Ibérica, el qual
ocupa una posicid incerta. Amb aquests resultats no podem verificar pas si, com
afirmava Poelt (1969), C. cirrochroa i C. proteus poden haver-se desenvolupat
independentment a partir d’avantpassats no sorediats diferents. Lluny de quedar
resolta la filogénia d’aquest petit grup de taxons placodioides sorediats, la seva posicio
i relacions dins de les Teloschistaceae encara resta incerta.
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Si seguim examinant els taxons préviament considerats en el subgénere
Gasparrinia, trobem que en el llinatge 1 es recuperen la major part de taxons del grup
de C. saxicola s.l. (sensu Clauzade & Roux 1985), C. scrobiculata (grup de C. aurea), i
altres espécies que podem considerar estretament relacionades amb aquest
subgenere: C. ignea, C. texana i C. trachyphylla, ja que sén també lobulades i
presenten antraquinones en el tal-lus. Si considerem el grup de C. saxicola en sentit
ampli, trobem que aquest té diversos origens. Per una banda, la majoria de taxons
amb Iobuls ben desenvolupats i sense afinitats maritimes constitueixen el qué en el
capitol 5 hem denominat com a grup de C. saxicola s.str. Aquest grup es revela
monofilétic, amb una bona significacié estadistica a MP3, i ha estat ampliament tractat
en els capitols de morfologia 4 i filogénia 5, als quals remitim. L’estreta relacié que
s’estableix entre el grup de C. saxicola s.str., C. ignea i el clade de X. elegans i X.
sorediata, tot i que sense confianga, confirma en certa mesura la decisi6 d’emprar
aquestes tres espécies com a grup extern en l'estudi filogenétic del grup de C. saxicola
s.str. Per altra banda, els taxons d’afinitat litoral o maritima, que Clauzade & Roux
(1985) consideraven en el grup de C. saxicola s.l., ens apareixen en altres clades. Un
d’aquests clades agrupa C. marina, C. maritima i C. microthallina, totes amb tallus
reduit, constituit per microldbuls, aréoles, granuls o berrugues segons I'espécie, i totes
amb cortex paraplectenquimatic (Arup 1994, 1992a, 1997a). Les relacions inter- i
infraespecifiques d’aquest grup soén dificiiment interpretables, ja que dos espécimens
de C. marina (C. marina ssp. americana i C. marina ssp. marina) constitueixen una
entitat monofilética robusta amb C. microthallina, de la costa nord-oest de la peninsula
Ibérica, mentre que els altres dos exemplars de C. marina recollits a la costa
mediterrania ho fan amb C. maritima. El desconeixement de les localitats de
recol-leccio d’alguns d’aquests exemplars no ha permés establir hipdtesis de correlacio
geografica. Aquestes espécies estableixen, sorprenentment, una relacié estreta amb
C. granulosa, un taxon no litoral, de I6buls ben desenvolupats i tal-lus isidiat, que creix
en parets verticals, exposada a l'escorrentia de l'aigua de pluja molt rica en sals
minerals.

C. alcarum i C. scopularis, constitueixen un altre dels clades d’espécies litorals.
En aquest cas, un dels exemplars de C. alcarum i el de C. scopularis apareixen com
una entitat monofilética ben recolzada, germana de l'altre espécimen de C. alcarum.
Com ja s’ha comentat en I'apartat de morfologia, la separacié d’aquest dos taxons no
és prou clara, un fet que es troba corroborat per les relacions filogenétiques
obtingudes. L’espécimen de C. alcarum que comparteix 'antecessor comu més recent
amb C. scopularis és, precisament, el que presenta un desenvolupament més gran del
tal-lus. Arup (1995b) estableix semblances entre C. alcarum i C. inconspecta (no
inclosa en aquest estudi) i tal-lus petits de C. marina, perd mai I'arriba a comparar amb
C. scopularis, amb la qual ha mostrat tenir una relacid estreta. C. alcarum i
C. scopularis es diferencien anatdmicament del grup anterior d’espécies litorals per
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presentar un cortex  d’estructura  escleroplectenquimatica o  esclero-
prosoplectenquimatica, mai paraplectenquimatica com tenen C. marina i C. maritima.
C. alcarum i C. scopularis estableixen un relacid germana amb una espécie del grup
de C. ferruginea (C. pyracea) i una altra del grup de C. saxicola s.l. (C. inconnexa).
Morfoldogicament no es poden establir gaires semblances entre aquests taxons, I'inic
punt en comu dels quals és la preferéncia pels ambients eutrofitzats.

C. inconnexa i C. pyracea formen part d’'un conjunt de Caloplaca molt
problematic, encara poc conegudes, i amb els conceptes que varien d’'un autor a un
altre. Magnusson (1946) va dividir C. pyracea en dues espécies: una que incloia les
formes saxicoles, C. lithophila, i una altra que aglutinava les corticicoles, C. pyracea.
Posteriorment aquests dos taxons van ser sinonimitzats amb C. holocarpa (Santesson
1984, Wade 1965), una espécie lignicola de taxonomia incerta. Arup (1995) afirma
que, a part de les diferéncies de substrat, C. lithophila i C. pyracea sén dues espécies
molt properes. Clauzade & Roux (1985) consideren C. lithophila com una varietat
(C. tenuatula ssp. tenuatula var. lithophila) i C. inconnexa com una subespécie
(C. tenuatula ssp. inconnexa) en el grup de C. saxicola s.l., mentre que tracten
C. holocarpa i C. pyracea dins del grup de C. ferruginea. Aquestes dues Ultimes
espécies, de tallus grisenc, les diferencien entre elles, principalment, per la preséncia
d’'un marge tal‘li de color gris-groguenc i apotecis de mida més petita a C. pyracea. En
el nostre estudi hem seguit el concepte de Clauzade & Roux (1985) pel que fa a la
taxonomia d’aquestes espécies i, a més, hem inclds un altre taxon del complex de
C. tenuatula, C. polycarpa (= C. tenuatula ssp. verrucariarum sensu Clauzade & Roux
1985). Malgrat les semblances morfologiques que tenen aquestes espécies, la seva
afinitat morfoldgica no ha vingut corroborada per les relacions filogenétiques.
C. holocarpa ocupa la posici6 més basal del llinatge 3, lluny de la resta de taxons
mencionats. C. inconnexa i C. pyracea, com ja hem esmentat, formen un grup
monofilétic amb bon recolzament, i C. lithophila i C. polycarpa estableixen una altra
entitat monofilética robusta, germana de C. coronata, un taxon sorediat, fortament
nitrofil, igual que les dues espécies anteriors.

C. verruculifera és una altra espécie litoral que ha estat relacionada amb el grup
de C. saxicola s.I. Aquesta espécie en realitat mostra una afinitat filogenética amb
X. candelaria. Tant a C. verruculifera com a X. candelaria els apotecis sén poc
freqlents i, a C. verruculifera, s’hi observen una mena d’isidis globosos, anomenats
fil-lidis (Wetmore & Karnefelt 1998), mentre que a X. candelaria abunden els soredis
blastidiats (Lindblom 1997, Poelt & Petutschnig 1992). C. verruculifera no comparteix
un antecessor comu més recent amb C. granulosa, una altra espécie isidiada del grup
de C. saxicola s.l. inclosa en el nostre estudi, amb la qual ha estat sovint confosa (Arup
1994). Poelt & Romauch (1977) diferencien aquestes dues espeécies per I'anatomia del
tallus i afirmen que C. verruculifera presenta una medulla més densa que
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C. granulosa, amb hifes fortament compactades. Aquestes observacions no
coincideixen amb els resultats obtinguts per Sgchting & Lutzoni (2003), que mostren
una relacié més estreta entre C. scopularis i C. verruculifera, assenyalant semblances
morfologiques entre aquestes dues espécies en el tipus de disposicié de les hifes del
cortex i la capacitat de produccié de pseudocifel-les en el cortex superior; caracters
que, segons aquests autors, les relacionen també amb C. coralloides, una espécie
fruticulosa. Els resultats moleculars de Sgchting & Lutzoni (2003) recolzen la
suggerencia d’Arup (1995c), d’acord amb la qual C. coralloides es troba relacionada
amb un grup taxondmic que inclouria C. alcarum, C. scopularis i C. verruculifera. Amb
l'addici6 de més taxons en I'estudi molecular, hem pogut comprovar que aquestes
agrupacions no concorden amb la filogénia actual. Malgrat tot, en el nostre estudi no
hem inclos C. coralloides i caldran futurs treballs que incorporin exemplars fruticulosos,
per tal de poder estimar les relacions filogenétiques d’aquest grup d’espécies.

C. texana i C. trachyphylla, dues espécies que inicialment haviem relacionat amb
el subgeénere Gasparrinia, es troben en posicions basals del llinatge 1, separades de la
resta d’espécies lobulades. C. texana es coneix d’Estats Units i Méxic (Wetmore &
Karnefelt 1998), i en la nostra topologia se situa sense confianga en la primera
divergéncia del llinatge 1, junt amb les espécies de Teloschistes. Pel que respecta a
C. trachyphylla, una espécie citada d’América del Nord, Asia Central i Groenlandia, ha
estat sovint relacionada tant amb X. elegans, com amb C. gomerana i C. verruculifera
i, fins i tot, amb taxons fruticulosos, com C. coralloides o C. thamnodes (no inclosos en
el nostre estudi). C. trachyphylla ocupa una posicié incerta en la nostra topologia,
propera a un conjunt d’espécies de tal-lus reduit o practicament absent del grup de
C. citrina i dels subgéneres Gyalolechia i Xanthocarpia, amb els quals dificilment
podem establir semblances morfologiques.

Pel que fa a la resta de taxons del génere Caloplaca que no pertanyen al
subgénere Gasparrinia, inclosos en les nostres analisis, hem pogut observar que la
delimitacié morfoldgica de certs grups d’espécies tampoc ha trobat concordanga amb
la filogénia obtinguda. En especial, els grups de C. citrina i C. ferruginea, representats
per un nombre considerable de taxons, s’han revelat polifilétics, amb diversos origens
tant en el llinatge 1 com en el 2. Aquests dos grups que pertanyen al subgénere
Caloplaca es diferencien principalment per la preséncia de talllus i apotecis grocs o
taronges a C. citrina, i per tallus blanquinosos, grisos o negres, i apotecis grocs,
taronges o gairebé negres, amb el marge del mateix color que el disc, al grup de C.
ferruginea (Clauzade & Roux 1985). Aquests mateixos autors, en les seves claus,
sovint inclouen taxons d’altres grups o subgéneres dins dels grups de C. citrina i C.
ferruginea. Aquest fet posa de manifest la dificultat de circumscripcié d’una
classificacid6 no natural. Amb el polifiletisme d’aquests taxons es demostra que la
problematica que rau en la seva delimitacié morfologica té també una base genética.
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El grup de C. citrina es troba representat en el llinatge 2 per C. flavorubescens,
C. flavovirescens i C. velana, aquesta ultima amb dos taxons infraespecifics: ssp.
dolomiticola i ssp. placidia. C. flavorubescens i C. flavovirescens, dues espécies que
es distingeixen basicament pel tipus de substrat, comparteixen un antecessor comu
més recent, encara que sense recolzament significatiu. Aquests dos taxons, de dificil
separacido mitjancant els caracters morfoldgics, sén tractats com a subespécies de
C. flavorubescens per Clauzade & Roux (1985). Per altra banda, Giralt et al. (1992)
descriuen dues espécies noves (C. aegatica i C. alnetorum) i una varietat (quercina) a
partir del complex corticicola de C. flavorubescens, posant de manifest la gran
diversitat morfoldgica que s’amaga darrera d’aquest taxon. Si tenim en compte els
diversos tractaments taxonomics rebuts, seria necessari un estudi que es concentrés
en aquest complex, i en el qué s’examinés a nivell filogenétic la diversitat morfoldgica
descrita fins ara. Pel que fa a C. velana, en el nostre estudi, els dos taxons
infraespecifics inclosos no formen part d'un mateix clade monofiletic. Aquest fet
suggereix també un origen divers d’aquest complex. En un futur estudi, caldria incloure
tots els taxons infraespecifics de C. velana considerats per Clauzade & Roux (1985),
que sovint han estat sinonimitzats i inclosos en un concepte ampli d’aquesta espécie,
juntament amb d’altres de properes. D’acord amb el qué s’apunta dels resultats
obtinguts, és molt probable que alguns d’aquests taxons siguin bones espécies
filogenétiques.

En el llinatge 1, el grup de C. citrina apareix representat per C. irrubescens, una
espécie amb aréoles lleugerament lobulades, de color taronja o ocraci, que ocupa una
posicid basal sense recolzament; i amb C. coronata que, com ja hem esmentat,
constitueix una entitat monofilética robusta, en posicions derivades, amb C. lithophila i
C. polycarpa, dues especies del grup de C. saxicola s.|. Aquests dos taxons, que no
formen soredis, coincideixen amb C. coronata en la seva ecologia preferentment
conidfila i ornitocoprofila i, en el cas de C. polycarpa, en la possibilitat de parasitar
d’altres liquens crustacis.

Pel que fa al grup de C. ferruginea, en el llinatge 1 les afiliacions filogenétiques
de C. holocarpa i C. pyracea ja han estat comentades préviament. En el llinatge 2,
aquest grup apareix representat per una serie de taxons de tal-lus blanquinds o gris
pal-lid, sense antraquinones, i amb apotecis de color ferruginds: C. aetnensis, C.
crenularia, C. erythrocarpa i C. teicholyta. Concretament, C. erythrocarpa i C.
teicholyta comparteixen un antecessor comu més recent amb confianga, encara que la
delimitacid6 monofilética d’ambdues espécies no es pot confirmar en les nostres
analisis. Tots dos taxons tenen tal-lus blanquinosos, perd en el cas de C. teicholyta els
apotecis son rars i el tal-lus, més o menys lobulat, mostra un aspecte pulverulent per
estar recobert de soredis; en canvi, a C. erythrocarpa abunden els apotecis i el tal'lus
no presenta ni I0buls ni soredis. Pel que fa a les altres dues espécies, C. aetnensis té
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un aspecte semblant a les anteriors, amb un tal-lus blanquinds, perd és constituit per
aréoles i berrugues disperses. Aquesta semblanga morfoldgica es tradueix en
'obtencié d’'un clade monofileétic amb bon recolzament que inclou les tres espécies
esmentades. Al contrari, la posicid de C. crenularia roman sense resoldre. Aquest
taxon de tal-lus més fosc, gris-brunenc, i apotecis de color taronja ferruginés o negros,
amb marge sinuds, forma una entitat monofilética sense confianga amb C. chalybaea.
D’aquesta manera, el subgénere Pyrenodesmia no es revela com a monofilétic, tot i
que només apareix en el llinatge 2, representat per un exemplar de C. chalybaea i un
de C. variabilis. En aquest estudi, C. chalybaea ha estat considerada una espécie
independent ja que hem tingut en compte la informacié proporcionada per M. Tretiach
(comunicacié personal) sobre un treball inédit de filogénia molecular del subgénere
Pyrenodesmia. Segons aquest autor, les mostres de C. chalybaea formen un clade
separat de C. variabilis, tot i que encara es mantenen com a espécies properes.
Muggia et al. (2004) van presentar els resultats preliminars d’aquest treball en el qual
s’observaven ja diversos llinatges dins d’aquest grup de liquens endolitics amb pocs
caracters diagnostics.

Amb els taxons inclosos en aquest estudi, podem afirmar que, de moment, el
grup de C. cerina, també subgénere Caloplaca, presenta un sol origen amb
recolzament estadistic en el llinatge 2. Cal tenir en compte que només hem considerat
tres especies properes morfoldogicament, una de les quals (C. stillicidiorum) ha estat
sovint considerada com una varietat de C. cerina. Es possible que en afegir nous
taxons augmenti la problematica taxondmica i aquesta es vegi traduida en canvis en
les afiliacions filogenétiques del grup, que per ara es manté monofilétic.

Dels restants subgéneres de Caloplaca en podem extreure poques conclusions.
El subgénere Leproplaca agrupa només espécies leprarioides, sense cortex, i esta
representat en el nostre estudi unicament per C. xantholyta, que apareix al llinatge 2,
on ocupa una posiciod incerta a la base del grup de C. aurantia. En canvi, el subgénere
Xanthocarpia, representat per C. ochracea, es troba al llinatge 1 i constitueix una
entitat monofilética, amb recolzament estadistic, juntament amb C. ferrarii i C.
marmorata, dos taxons del subgénere Gyalolechia. Aquestes tres espécies, que
ocupen una posicid basal dins del llinatge 1, es caracteritzen per tenir tal-lus molt
reduits, endolitics o quasi.

A part de Caloplaca, els altres géneres inclosos en les analisis realitzades
(Fulgensia, Teloschistes i Xanthoria) també s’han revelat polifiletics. Respecte a
Fulgensia, Westberg & Karnefelt (1998), en I'estudi morfoldogic comparatiu que fan, ja
suggereixen que la circumscripcid de Fulgensia sensu Poelt és probablement
polifiletica, i que els diferents llinatges que en resulten tenen afinitats evolutives
independents amb espécies de Caloplaca. Posteriorment, Gaya et al. (2003) i
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Kasalicky et al. (2000) exploren amb dades moleculars les relacions filogenétiques de
Fulgensia i en confirmen el seu polifiletisme. En I'estudi actual, en el qué hem afegit
nous taxons del génere (F. canariensis i F. poelti) queda de nou confirmat el
polifiletisme de Fulgensia. Les afiliacions dels tres grups independents de Fulgensia,
que ja es mostraven en Gaya et al. (2003) i en Kasalicky et al. (2000) encara romanen
incertes, a excepcid del fort recolzament a favor de la inclusié de C. schistidii (= F.
schistidii) dins del grup de C. saxicola s.str.

Amb els resultats obtinguts, el grup que presenta el nombre més gran d’espécies
(entre elles el tipus del génere, F. fulgens) es correspon bé amb Fulgensia en el sentit
de Kasalicky et al. (2000). D’aquesta manera, pel que fa a aquest grup que hem
denominat Fulgensia s.str., tant el nostre estudi, com el de Gaya et al. (2003) i el de
Kasalicky et al. (2000), recolzen en part la classificacié en subgéneres proposada per
Poelt (1965), ja que coincideix bé amb el que aquest autor denomina subgénere
Fulgensia. En canvi, el subgénere Candelariopsis no apareix delimitat en el nostre
estudi, i les espécies que el constitueixen queden a part de la delimitacié de Fulgensia
s.str., amb I'Unica excepcid de F. pruinosa. Fet amb el que també coincideixen Gaya et
al. (2003), Kasalicky et al. (2000) i Westberg & Karnefelt (1998). En el nostre estudi,
també s’incorporen F. canariensis i F. poeltii, dos taxons descrits posteriorment al
treball de Poelt (1965), i que segons els nostres resultats formarien part de Fulgensia
s.str.

Fins ara, Fulgensia s.str. agrupava les espécies terricoles de tal-lus groc i amb
abundant pruina, cortex enfosquit per cristalls, i espores predominantment sense
septe. L’heterogeneitat d’aquest grup ha augmentat en el nostre estudi per la
incorporacié d’espécies amb diferents tallus i espores als descrits. La nova
circumscripcié filogenética de Fulgensia s.str. tampoc es correspon exactament amb el
grup D de Westberg & Karnefelt (1998); principalment perqué ara inclou F. canariensis,
una espécie que aquests autors consideren en un grup a part (grup B). Les espécies
que Westberg & Karnefelt (1998) inclouen en el grup D es caracteritzen principalment
per tenir el tal-lus crustaci o esquamulds, de color groc i amb abundant pruina; les
espores simples o uniseptades, a vegades amb un engruiximent interior visible (F.
pruinosa); els conidis el-lipsoidals; i les cél-lules de I'exciple amb llum oblonga i poc o
mitjanament gelatinitzades. En canvi, F. canariensis presenta el tal-lus areolat, sense
pruina, de color taronja-groguenc ceri; les espores amb un cert engruiximent
equatorial; els conidis bacil-liformes, el cortex amb ceél-lules de llum allargada i estreta,
amb les parets cel-lulars fortament gelatinitzades, i cobert a la superficie per una capa
epinecral. Segons Westberg & Karnefelt (1998) la forma de les espores I'aproxima a F.
fulgida, pero la ontogénia del septe pot indicar certa afinitat amb algunes espécies de
Caloplaca amb espores polariloculars. Precisament, al considerar que F. canariensis té
espores polariloculars, Breuss (2001) la combina al génere Caloplaca. Aquest autor
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afirma que, a més de ser terricola, també pot créixer sobre roques basaltiques, i que
en funcio del substrat, la forma de fixacio varia de feltre d’hifes en les formes terricoles
a conspicus feixos d’hifes en els exemplars saxicoles. En els nostres resultats, sembla
que les diferéncies morfoldogiques no determinen un origen diferent per a aquesta
espécie, que hem seguit considerant com a part del génere Fulgensia.

F. desertorum, representada per dos exemplars, no ha resultat monofiletica en
cap de les analisis. L’espécimen de Noruega forma un clade robust amb F. bracteata;
mentre que el recol-lectat per nosaltres a Catalunya comparteix un antecessor comu
més recent amb F. fulgens. Com ja s’apuntava a Gaya et al. (2003), pot ser que la
identificacid del exemplars recol-lectats al nord d’Europa sigui erronia. L’espécie tipica
és xerofila i de distribucié irano-turaniana (X. Llimona, com. pers.); ecologia i
distribucio en la que no encaixaria la mostra de Noruega. Per altra banda, I'agrupacio
de F. desertorum i F. fulgens tampoc aclareix la identitat d’aquests dos taxons.

F. fulgida ha estat l'unica espécie per la qual hem pogut confirmar el
monofiletisme. La relaci6 germana entre aquesta i F. fulgens ja I'assenyalaven
Kasalicky et al. (2000). En canvi, F. pruinosa, que apareixia com a grup germa de F.
bracteata amb bon recolzament, ara ocupa una posicié basal en el grup. Amb aquests
resultats, és evident que caldra incorporar nous exemplars i més caracters en futurs
estudis, per tal de poder establir les relacions filogenétiques entre els taxons del grup
de Fulgensia s.str.

El génere Teloschistes també resulta polifiletic, amb tres origens, dos dels quals
apareixen en el llinatge 2. Un d’ells dona lloc a T. contortuplicatus, i I'altre recull en un
grup monofiletic a T. lacunosus, T. scorigenus i T. villosus. Com ja hem esmentat,
I'afiliacié filogenética d’aquestes espécies amb la resta de taxons que apareixen en el
llinatge 2 roman incerta. Les tres espécies monofiletiques, no tenen antraquinones al
tal-lus, mentre que a T. contortuplicatus el tal-lus es troba lleugerament pigmentat, amb
un color que varia entre el groc i el gris. De fet, Sachting & Frodén (2002) inclouen
aquesta espécie en un grup de Teloschistes caracteritzats per tenir tal-lus totalment o
parcialment pigmentats, rarament sense antraquinones. Aquests quatre taxons
inclosos en el llinatge 2 formen part d’'un grup d’espécies de Teloschistes transferides
per Frodén & Lassen (2004) al génere Seirophora. El tercer clade de Teloschistes
apareix a la base del llinatge 1, i inclou les espécies amb tal-lus ben pigmentat, de
color groc-ataronjat: T. chrysophthalmus, T. fasciculatus, els dos amb tal-lus fruticulés,
i T. sieberianus, amb tal-lus lobulat o subfruticulds. Aquesta separacio tan marcada
segons la preséncia o abséncia d’antraquinones en el tal-lus, ens permet extreure
hipotesis sobre la importancia dels metabolits secundaris en I'evolucié del génere
Teloschistes s.|. Sgchting & Frodén (2002) fan notar que malgrat que la produccio
d’antraquinones té un component ambiental, ja que es produeixen en el tal-lus només
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en situacions ben il-luminades, en certes espécies aquests pigments son independents
de 'ambient, i els tal'lus poden no presentar-ne tot i estar ben il-luminats. Algunes
d’aquestes espécies despigmentades son T. lacunosus, T. scorigenus i T. villosus.

Segons Frodén & Lassen (2004) les espécies del génere Seirophora no tenen ni
cilis ni rizines, perod si péls complexos multiseriats amb hifes compactades; les espores
tenen un engruiximent equatorial estret (2-4 um); les hifes del cortex son gruixudes i
tenen la paret engruixida; predominen els conidis bacil-liformes o estretament
el-lipsoidals; tenen el quimiosindrome A (Sechting & Frédén 2002); amb una
distribucié que se centra principalment en I'’hemisferi nord. Pel que fa a les espécies
del génere Teloschistes, aquestes si que presenten cilis i rizines, no tenen péls o, si en
tenen, son simples; I'engruiximent equatorial de les espores és ample (4-10 ym); les
hifes del cortex sén primes, més laxes i amb la paret fina, no engruixida; els conidis
poden ser bacil-liformes, estretament el-lipsoidals o fusiformes; s’observen diversos
quimiosindromes; amb una distribucié que es concentra principalment en I'’hemisferi
sud. Amb els resultats obtinguts, no podem confirmar ni desmentir, per ara, aquesta
separacid basada en caracters morfoldgics. El mostreig taxondmic realitzat en el
nostre treball no és prou representatiu i hi manca significacié estadistica que recolzi la
posicié en els llinatges 1 i 2 dels taxons estudiats. Malgrat tot, és possible que, amb la
incorporacié de més caracters i taxons, es pugui arribar a resoldre les relacions
d’aquests grups d’espécies morfologicament tan diferents. Caldria incorporar,
evidentment, I'espécie tipus del génere, T. flavicans, que segons la informacio
proporcionada per Frodén & Lassen (2004), es pot suposar que pertany al grup de
Teloschistes del llinatge 1.

El génere Xanthoria, concordant amb els resultats anteriors de Gaya et al. (2003)
i Sachting & Lutzoni (2003), continua apareixent polifileétic. En la nostra topologia, les
espécies de Xanthoria queden situades en el llinatge 1, i mostren una relacié estreta
amb els taxons del subgénere Gasparrinia inclosos en aquest llinatge. Amb el nostre
mostreig taxonomic, més extens que el de Sachting & Lutzoni (2003), el que aquests
autors denominen grup B, que agrupa diverses espécies de Xanthoria i Caloplaca de
tal-lus crustaci més o menys ben desenvolupat, és dificil d’'interpretar. Aquests autors
caracteritzen morfoldgicament aquest llinatge B per la preséncia de conidis
ellipsoidals i per tenir parietina com a antraquinona dominant, acompanyada de
proporcions petites de fal-lacinol, telosquistina, acid parietinic i emodina (taula 4 a
Sgchting & Lutzoni 2003; quimiosindrome A, de Sgchting 1997). Si equiparem aquest
llinatge B amb el clade germa al de Xanthomendoza fallax (indicat a la figura 6.1) que
apareix en la nostra topologia, aquesta homogeneitat morfoldgica descrita per
Sachting & Lutzoni (2003) perd consisténcia. Cal destacar també que C. holocarpa,
inclosa per Sgchting & Lutzoni (2003) en el llinatge B3, juntament amb taxons del grup
de C. saxicola s.str., pot ser que no es correspongui amb el nostre concepte de C.
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holocarpa. De fet, aquests autors confirmen en el seu treball que I'exemplar que
utilitzen podria ser realment C. tenuatula ssp. inconnexa sensu Clauzade & Roux
(1985).

En les nostres analisis tampoc s’obté el llinatge B1 de Sachting & Lutzoni (2003).
En el nostre cas, X. elegans se’ns mostra més proxima a X. sorediata; i per contra,
X. parietina s’aproxima a X. calcicola i X. resendei, tal i com passava a Gaya et al.
(2003). L’entitat monofilética constituida per X. parietina i X. calcicola també coincideix
amb els resultats obtinguts per Arup & Grube (1999). Recentment, en un estudi
poblacional, Lindblom & Ekman (2005) han confirmat la separacié d’aquests dos
taxons tan proxims morfologicament, i també de X. aureola s.str. (no inclosa en el
nostre estudi). Sechting & Lutzoni (2003) caracteritzen el clade que anomenen B1 per
la preséncia de tallus foliacis, amb cortex superior paraplectenquimatic, que es fixen
més o menys al substrat pel cortex inferior o per hapteris (segons Kondratyuk & Poelt
1997). L’estudi anatomic que hem realitzat en aquestes espécies de Xanthoria ens ha
permés verificar que X. elegans i X. sorediata coincideixen a tenir un cortex
d’estructura  meés aviat proso-escleroplectenquimatica, i no tipicament
paraplectenquimatica. La relacié entre aquests dos taxons ja havia estat esmentada
amb anterioritat (Kondratyuk & Poelt 1997), pero el vincle s’havia establert a partir de
la idea del qué alguns autors han denominat espécie primaria i secundaria (Poelt 1963,
1970, 1972).

El llinatge B2 de Sgchting & Lutzoni (2003) tampoc es troba en el nostre estudi.
Malgrat que C. verruculifera i X. candelaria es presenten estretament relacionades,
C. scopularis es troba, al contrari, allunyada d’aquest clade. Poelt & Petutschnig
(1992a,b) classificaven X. candelaria en el grup de X. fallax, basant-se en la preséncia
de soredis. Segons Sgchting & Lutzoni (2003), la separacié filogenetica de
X. candelaria, fora del grup de X. fallax, pot venir explicada morfoldogicament pels
conidis el-lipsoidals i el fet de no tenir rizines a X. candelaria.

Amb I'escas mostreig taxondmic del génere Xanthoria de qué disposem, podem
extreure poques conclusions sobre les relacions filogenétiques d’aquest grup
d’espécies, excepte pel que fa a la confirmacié de I'existéncia de diversos llinatges.
Per aquest motiu, seran necessaris nous estudis, basats en un mostreig més ampli de
les espécies d’aquest genere polifiletic, per tal d’entendre les relacions de parentiu que
tenen amb la resta de taxons de les Teloschistaceae.

En aquest estudi, s’ha acceptat la combinacié del grup de Xanthoria fallax en un
génere diferenciat: Xanthomendoza. Igual que en els treballs d’Arup & Grube (1999) i
Gaya et al. (2003), X. fallax apareix en una posicié basal en el llinatge 1; tot i que ja no
es revela com a la primera divergéncia, ocupada ara per C. texana i el grup de
Teloschistes. El grup de X. fallax (o de X. ulophyllodes) va ser establert per Poelt &
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Petutschnig (1992a,b) i més tard recombinat com a génere independent,
Xanthomendoza, per Sachting et al. (2002). Es caracteritza per presentar rizines
veritables, per I'estructura del cortex lleugerament diferent a la del génere Xanthoria, i
per tenir conidis estrets, oblongs o bacil-liformes (Lindblom 1997); a més, la majoria
d’espécies presenten el quimiosindrome A; de Sachting (1997). La persisténcia
d’aquest grup en presentar, en els diferents estudis, un origen independent de la resta
d’espécies de Xanthoria, confirma la seva delimitacié anticipada pels caracters
morfologics.

El génere Letrouitia va ser descrit per Hafellner & Bellemére (1981a) a partir de
l'estructura i la dehiscéncia de I'asc (tipus Letrouitia, semblant al tipus Teloschistes), i
per les caracteristiques de la paret esporal, amb multiples capes d’engruiximents
interns, visibles almenys en les espores joves. Tradicionalment, aquest génere ha
estat I'linic inclos en la familia Letrouitiaceae, la qual ha estat considerada part de
l'ordre Teloschistales. En les nostres analisis, el génere Letrouitia roman inclos
filogenéticament en la familia Teloschistaceae. Malgrat que la seva posicid no ha
quedat resolta significativament en el llinatge 2, a 'analisi MP3, Letrouitia apareix com
un grup germa de C. gloriae, mentre que a I'analisi MP2 queda estretament relacionat
amb el grup de Fulgensia s.str. Aquests resultats no han pogut ser comparats amb
dades prévies, ja que l'unic treball anterior amb dades filogenétiques de la familia
Letrouitiaceae és el de Lutzoni et al. (2004) que inclou Letrouitia dominguensis en un
arbre general que comprén representants de tots els filums de fongs reconeguts
tradicionalment. En el treball d’aquests autors, L. dominguensis comparteix un
antecessor comu més recent amb X. elegans, encara que sense significacio
estadistica. No obstant aixd, aquest clade estableix una relaci6 germana ben
recolzada amb un altre clade que inclou Teloschistes exilis i Xanthomendoza fallax.
D’aquesta manera, I'entitat monofiletica recuperada també coincideix en mostrar el
génere Letrouitia com a part de les Teloschistaceae, en lloc d’establir una relacio
externa a aquesta familia com seria esperable. Si les afiliacions obtingudes en la
nostra topologia apareixen novament en futurs treballs, i es troben recolzades, caldra
reconsiderar la familia Letrouitiaceae i la possible inclusio del génere Letrouitia en les
Teloschistaceae.

En un treball recent, Kondratyuk & Karnefelt (2003) han descrit tres nous
géneres de Teloschistaceae: Oxneria, Rusavskia i Xanthoanaptychia, els quals han
estat segregats respectivament dels géneres Xanthomendoza, Xanthoria i
Teloschistes. Oxneria recull el grup de Xanthomendoza ullophyllodes, Rusavskia el
suposat grup natural de Xanthoria elegans, i Xanthoanaptychia el també suposat grup
natural de Teloschistes villosus. Per altra banda, a Khodosovtsev et al. (2004)
s’observa que la distincid entre aquests nous géneres i els acceptats tradicionalment
es basa principalment en I'habit del tal-lus, la forma dels conidis, la preséncia de
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rizines i I'estructura del cortex superior i inferior. En la nostra filogénia, el génere
Oxneria és representat per una sola especie, Xanthomendoza fallax, el génere
Rusavskia per Xanthoria elegans, X. resendei i X. sorediata; i el génere
Xanthoanaptychia per Teloschistes contortuplicatus, T. lacunosus i T. villosus (vegeu
fig. 6.1). Amb les relacions filogenétiques encara pendents de resolucié que mostrem
en aquest treball i el coneixement morfologic que tenim d’aquests taxons, considerem
que per ara no hi ha cap necessitat d’acceptar els nous géneres proposats. Al contrari,
creiem que la descripcid de nous géneres faria encara més complicada la comprensio
de les relacions entre els taxons de la familia Teloschistaceae.

Pel que fa al génere Oxneria, considerem que acceptar aquest génere
unicament basat en la preséncia de rizines i en el tipus d’estructura del cortex és
precipitat. Cal tenir en compte que I'estructura del cortex és un caracter ja de per si
forca variable, i ens sembla molt arriscat emprar-lo per a discriminar entitats
supraespecifiques. Un exemple d’aquest fet és que Kondratyuk & Karnefelt (2003)
transfereixen Xanthomendoza incavata a Oxneria, una espécie que segons Sgchting
et al. (2002) té una estructura del cortex, tant del superior com de linferior, molt
similars a X. mendozae, I'iinica espécie que quedaria dins del génere Xanthomendoza,
després de la segregacié d’Oxneria. A més, si tenim en compte la filogénia presentada
per Sgchting et al. (2002), el génere Oxneria seria parafilétic.

Els géneres Rusavskia i Xanthoanaptychia es diferenciarien també per
I'estructura del cortex i per tenir o no un cortex inferior. Respecte a Rusavskia, les
espécies que inclou tenen diferents origens tant en la nostra topologia, com en la de
Gaya et al. (2003); de la mateixa manera que els tenen les espécies de Xanthoria.
Xanthoanaptychia també és un génere polifilétic i, a més, els taxons considerats a
Xanthoanaptychia coincideixen amb alguns dels transferits al génere Seirophora per
Frédén & Lassen (2004). En espera de la publicacioé de I'estudi morfologic i filogenetic
que esta realitzant P. Frodén sobre els géneres Seirophora i Teloschistes
(comunicacid personal), considerem que és més oportd mantenir les categories
taxonomiques tradicionals.

Kondratyuk & Zelenko (2002) també combinen Caloplaca schistidii a Xanthoria
schistidii. En el nostre estudi del grup de C. saxicola s.str. (capitols 4 i 5) hem
demostrat que aquesta espécie esta estretament relacionada amb aquest grup de
Caloplaca i, per tant, és obvi que no considerem encertada la transferéncia de
C. schistidii al génere Xanthoria.

347



FILOGENIA DE LA FAMILIA TELOSCHISTACEAE

6.4.2. EvoLucCIO EN LES TELOSCHISTACEAE

En la filogénia de les Teloschistaceae que hem obtingut en aquest estudi,
s’observen un conjunt de linies evolutives que poden estar relacionades amb diferents
tipus de tal-lus, amb I'estructura anatdomica, la forma de les espores, i també amb la
preséncia i la concentracié de productes del metabolisme secundari. En alguns casos,
aquestes linies poden coincidir més o menys bé amb determinats grups taxondmics
descrits préviament, com per exemple el grup de Fulgensia s.str. i el grup de
C. aurantia. Pero en d’altres casos, I'agrupacio de taxons amb trets molt diversos, o la
convergéncia de caracters morfoldgics en diferents linies, contradiu la delimitacio
artificial de determinats grups, com en I'exemple del subgénere Gasparrinia.

Segons Karnefelt (1991) les families Teloschistaceae i Letrouitiaceae han estat
considerades com a un bon exemple de grup natural si tenim en compte certs
caracters morfolodgics; com ara l'estructura de l'asc, dels ascomes i els conidiomes,
juntament amb la preséncia de certes substancies quimiques en la majoria de les
espécies. Com ja hem esmentat, les dues families se separen per I'estructura apical
dels ascs, i el tipus de descarrega i septacié de les espores. Segons aquest autor,
ambdues families han de tenir una historia filogenética molt antiga. La familia
Letrouitiaceae es troba confinada a regions subtropicals i tropicals, mentre que les
Teloschistaceae tenen una distribuci® molt amplia. Encara que aquestes families
corresponen a un grup considerat natural, sempre ha existit la impressié general que,
en el cas dels géneres i de les espécies, la delimitacido és molt més dificil, i que en
molts casos estan constituits per grups no naturals o polifiletics.

Karnefelt (1989, 1991), basant-se en caracters morfoldgics, suggereix diverses
hipotesis sobre els processos evolutius de les Teloschistaceae. Karnefelt (1991) afirma
que lexistencia d’espécies i d’agregats d’espécies mal definits en la familia
Teloschistaceae pot ser que no sigui deguda a no haver observat els caracters
correctes, sindé a la preséncia d'una taxa evolutiva lenta dins del grup. En les
Teloschistaceae es poden estar produint un nombre de canvis estructurals i quimics
que finalment, en el transcurs del temps, podran donar lloc a espécies i géneres
suficientment aillats per a ser reconeguts discretament.

Amb les dades actuals és evident que moltes de les unitats taxondmiques
tradicionalment reconegudes dins les Teloschistaceae no es troben corroborades
filogenéticament. Tanmateix, considerem que encara és aviat per extreure conclusions
sobre els processos evolutius que s’han donat en aquest grup de liquens.

Per altra banda, Poelt & Pelleter (1984) afirmaven que les espécies fruticuloses
incloses en el génere Caloplaca, i englobades en la secci6 Thamnoma, no formaven
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un grup natural. Aquests autors consideraven que eren derivades de diferents grups
d’espécies de la seccié Gasparrinia de forma independent en diferents parts del mon,
presumiblement d’espécies amb el cortex i la medul-la escleroplectenquimatics. En el
nostre treball no hem estudiat la posicié filogenética de cap espécie fruticulosa de
Caloplaca en no disposar de material prou recent. Malgrat tot, si hem pogut observar
un cert patré d’evolucié en el desenvolupament del tal-lus, concretament en el llinatge
1. En aquest llinatge, la posici6 més basal es troba ocupada per taxons amb tal-lus
principalment fruticulosos o subfruticulosos (grup de Teloschistes). En la seguent
divergéncia, el génere Xanthomendoza presenta tallus foliacis més o menys
desenganxats del substrat. Els segients llinatges donen lloc a grups d’espécies amb
tal-lus crustacis molt reduits (p.e. C. ferrarii, C. ochracea) i a clades amb espécies de
tal-lus foliacis i també crustacis més o menys lobulats (p.e. grup de C. saxicola s.str.,
Xanthoria). Aquesta sequéncia des de tallus fruticulosos en posicions basals, fins a
tal-lus crustacis i foliacis en els llinatges més derivats, contradiu les hipotesis de Poelt
& Pelleter (1984) sobre I'origen de les espécies fruticuloses. Caldria, pero, incloure en
una nova analisi els taxons fruticulosos del génere Caloplaca per tal de corroborar
aquestes observacions. Sgchting & Lutzoni (2003) també afirmaven que la preséncia
d’espécies foliacies a la base del seu llinatge B suggeria que almenys algunes
espécies placodioides dins de la familia deriven d’'un antecessor foliaci. Aquest
resultats es veuen confirmats, en part, per la nostra filogénia. Pel que fa a la preséncia
de tal'lus poc desenvolupats en posicions derivades dins del llinatge 1, pot venir
explicada per una reduccié secundaria del tal'lus. En el llinatge 2, en canvi, la situacié
€s meés complexa, i la preséncia entre els llinatges derivats de taxons amb tal-lus
diversos, tant crustacis com foliacis o fruticulosos, no aporta proves a favor de la
hipotesi de I'origen antic a partir de formes fruticuloses.

6.4.3. CONCLUSIONS TAXONOMIQUES

Ara, en el nostre estudi, amb un mostreig taxondmic més extens que els d’Arup
& Grube (1999) i Gaya et al. (2003), podem veure que el llinatge 2 continua
presentant-se extremadament heterogeni. En aquest llinatge hi ha I'espécie tipus de
Caloplaca (C. cerina), I'espécie tipus de Fulgensia (F. fulgens), amb el grup de
Fulgensia s.str., i també, I'espécie tipus del génere Letrouitia (L. dominguensis). A
més, se’ns revela I'existéncia de diferents grups d’espécies de Caloplaca, i d’un grup
de taxons del génere Teloschistes sense antraquinones en el talllus o només
parcialment pigmentats (cas de T. contortuplicatus). A Tlincloure més taxons en el
nostre mostreig, tant de géneres com d'espécies, ha augmentat la diversitat
morfoldgica del llinatge 2, el que fa encara més complicat el poder establir-ne el rang
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taxondmic. També hi ha la manca de resolucioé en la reconstruccié dels internodes més
basals que dificulta el poder prendre decisions taxondmiques. Per aquests motius,
hem optat per no realitzar modificacions nomenclaturals i esperar que en futurs estudis
s’aportin més dades que ajudin a establir una classificacio filogenética més coherent.

En alguns treballs, com ara Gaya et al. (2003) i Sechting & Lutzoni (2003), s’ha
suggerit que les espécies incloses en el llinatge 1 podrien ser transferides al génere
Xanthoria. Ja que es troba constituit principalment per espécies foliacies o
placodioides, de color taronja-groguenc, i esta centrat al voltant de Caloplaca
subgénere Gasparrinia. El llinatge 1 ha estat considerat com un grup prou homogeni,
especialment si se’l compara amb el llinatge 2; per aix0, en aquest context, el rang
geneéric s’ha interpretat com al més apropiat per a aquest llinatge. Com que el tipus del
génere Xanthoria, X. parietina, formava part d’aquest llinatge, el nom de Xanthoria
podia ser emprat per al grup. Sgchting & Lutzoni (2003) consideraven que aquesta
opcio era la més adient, i no pas la d’acceptar o descriure un o dos géneres nous per
acomodar els llinatges B2 i B3 del seu treball. També proposaven que el grup de X.
fallax fos inclos en el redifinit génere Xanthoria, en el qué es podrien establir multiples
subgeéneres per acomodar els diferents llinatges monofilétics, entre ells, el de X. fallax.
Tot i aixi, a causa de la divergéncia genética entre els llinatges A i B, també
argumentaven que el grup de X. fallax podia ser reconegut com a un génere
independent, o bé, ser transferit a Xanthomendoza (Sachting et al. 2002).

Amb les nostres dades actuals, el llinatge 1 resulta més heterogeni del que
previament s’havia suposat. Per exemple, ara inclou també les espécies de
Teloschistes amb antraquinones en el tal-lus. L’'espécie tipus d’aquest génere no ha
estat inclosa en el nostre estudi filogenétic pel que no en coneixem la posicié. Una
possible solucié davant les dades actuals seria seguir considerant tot el llinatge 1 com
a part integrant del redefinit génere Xanthoria, seguint la proposta de Sgchting &
Lutzoni (2003), perd creiem que també es podrien mantenir els géneres Teloschistes i
Xanthomendoza, i redefinir Xanthoria a partir de la resta de taxons d’aquest llinatge.
Tanmateix, aquesta solucié suposaria la necessitat d’acomodar a Xanthoria espécies
amb morfologia molt diferent, com per exemple les espécies dels subgéneres
Gyalolechia i Xanthocarpia, tot i que aquests grups podrien ser separats en
subgéneres. Una altra opci6 seria la de reconéixer Xanthoria a partir del clade 3, i
establir géneres independents per a la resta de clades exclosos. Aquesta opcid
suposaria un problema per a les especies de posicié incerta, com C. anularis. Aixi
mateix, cal tenir en compte que el genere Teloschistes ha resultat també polifilétic i
que si considerem aquest com a part del llinatge 1, suposant que I'espécie tipus en
formi part, seria necessari donar un nom genéric diferent als Teloschistes inclosos en
el llinatge 2. La proposta de Seirophora de Frédén & Lassen (2004) seria valida si es
pogués demostrar la monofilia d’aquestes espécies, que per ara no ha estat
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confirmada. Per altra banda, els Teloschistes del llinatge 1 sembla que estan
estretament relacionats amb Caloplaca texana, de manera que si s’arriba a demostrar
que aquesta relacid és prou robusta, caldria plantejar-se la transferéncia d’aquesta
espécie a Teloschistes. Tot plegat, no deixen de ser conjectures, ja que la manca de
resolucio a la base de la nostra topologia ens impedeix extreure conclusions
definitives.

6.4.4. COMPARACIO DELS CRITERIS D’OPTIMITZACIO: MAXIMA PARSIMONIA AMB
CARACTERS RECODIFICATS INAASE | ARC RESPECTE ELS METODES BAYESIANS | DE
MAXIMA PARSIMONIA CONSIDERANT NOMES REGIONS ALINEADES NO AMBIGUAMENT.

En aquest estudi, la inclusié de senyal filogenétic a partir de les regions
alineades ambiguament a maxima parsimonia (caracters recodificats INAASE iARC)
ha resultat ser avantatjés en la reconstruccié de la filogénia. Aquest fet ha quedat
demostrat per un augment en la resolucid i en el nombre d’internodes recolzats a MP2
i MP3, si ho comparem amb l'analisi de parsimonia MP1 i a la inferéncia bayesiana
restringides a regions alineades no ambiguament (taula 6.1). El fet d’afegir només els
7 caracters INAASE a MP2 ha estat suficient perqué el nombre total d’internodes ben
recolzats (BP p 70%) fos més gran que el nombre total d’internodes amb BP py 70% a
MP1 i PP y 95% a l'analisi bayesiana. A I'hora de resoldre la filogénia, el métode
bayesia, considerat com a més eficient que d’altres metodes filogenétics, no ha tingut,
doncs, un poder més gran que el de maxima parsimonia. Ha resultat més conservador,
i li haurien calgut més caracters per a convergir en un nombre d’internodes recolzats
similar al de MP2 o MP3. Els nostres resultats coincideixen amb els de Reeb et al.
(2004) per a les seves analisis amb LSU i SSU, on la inferéncia bayesiana tampoc
mostra un poder de resolucid més gran. Aquests autors consideren que SSU i LSU
evolucionen lentament, i sense el senyal filogenétic de les regions alineades
ambiguament, no hi ha suficient variacié per a resoldre les relacions amb una
confianca filogenética gran; fins i tot, per a la inferéncia bayesiana. No obstant aixo,
com més dades tenen a l'abast, les analisis bayesianes, emprant diferents models
d’evolucio, els resulten més eficients.

La idoneitat de les aproximacions parameétriques i no paramétriques en la
inferéncia filogenética han estat ampliament discutides per Farris et al. (1996),
Huelsenbeck (1995), Kuhner & Felsenstein (1994), Lewis (1998), Swofford et al.
(1996), i Swofford et al. (2001), entre d’altres. Actualment, la majoria d’estudis evaluen
la fiabilitat dels internodes en les reconstruccions filogenétiques amb proporcions de
bootstrap no paramétric (Felsenstein 1985) i amb probabilitats posteriors bayesianes
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(Huelsenbeck & Ronquist 2001, Larget & Simon 1999, Li 1996, Mau 1996, Rannala &
Yang 1996). No obstant aix0, encara no és prou clar de quina manera els valors de les
probabilitats posteriors es relacionen amb els valors de boostrap, i quina d’aquestes
dues mesures estima amb més precisié la confiangca filogenética. Alguns autors
suggereixen que ambdues mesures son equivalents (Efron et al. 1996, Huelsenbeck et
al. 2001, Larget & Simon 1999), mentre que d’altres, a partir de dades simulades i
empiriques, troben discrepancies o0 manca de correlacié (Alfaro et al. 2003, Buckley et
al. 2002, Douady et al. 2003a, b, Erixon et al. 2003, Leaché & Reeder 2002, Simmons
et al. 2004, Suzuki et al. 2002, Whittingham et al. 2002, Wilcox et al. 2002). La
interpretacié d’aquestes diferéncies varia segons els autors. En articles recents podem
veure que es presenten més avantatges que desavantatges en la inferéncia
bayesiana, sobretot quan es refereixen a l'augment de la sensibilitat al senyal
filogenétic (Alfaro et al. 2003, Leache & Reeder 2002, Rannala & Yang 1996, Reeder
2003, Whitingham et al. 2002, Westneat & Alfaro 2005, Wilcox et al. 2002); mentre que
en altres sén més partidaris dels valors de bootstrap o jackknife (Cummings et al.
2003, Simmons et al. 2004, Suzuki et al. 2002). En dos d’aquests treballs, Suzuki et al.
(2002) i Cummings et al. (2003) arriben a la conclusié que els valors de recolzament
bayesians s6n menys precisos i excessivament alts comparats amb els de bootstrap;
mentre que Alfaro et al. (2003) i Wilcox et al. (2002) afirmen el contrari. Per altra
banda, Douady et al. (2003a) consideren que els valors de bootstrap sén un limit
inferior fiable, i els bayesians un limit superior adequat.

En el cas d’Alfaro et al. (2003), aquests autors suggereixen que les probabilitats
posteriors requereixen menys caracters per tal de proporcionar valors de recolzament
alts per a internodes correctes que no pas els bootstraps de maxima parsimonia. Aixo
indicaria que els métodes bayesians sén, per tant, més sensibles al senyal filogenétic
que no pas els de maxima parsimonia. Perd també és cert que la inferéncia bayesiana
sembla ser més sensible als errors en I'especificacid dels models que d’altres métodes
(Buckley 2002, Buckley et al. 2002, Huelsenbeck et al. 2002, Waddell et al. 2001),
cosa que porta a un excés de confianga en les topologies i el recolzament
d’'internodes. Aquest problema s’aguditza quan es treballa amb grans nombres de
taxons, ja que els models evolutius esdevenen més complexos i més dificils
d'implementar (Buckley 2002, Buckley et al. 2002, Huelsenbeck et al. 2002). La
principal preocupacié en evaluar el recolzament és la tendéncia dels meétodes
bayesians a donar valors de recolzament alts a més internodes incorrectes que no pas
els métodes de bootstrap, especialment quan es troben involucrats internodes curts
(Alfaro et al. 2003, Douady et al. 2003a, Erixon et al. 2003, Suzuki et al. 2002). De fet,
diversos estudis han posat de manifest que les discrepancies més grans entre els
valors de bootstrap i d’inferéncia bayesiana tenen lloc en branques internes molt curtes
(Alfaro et al. 2003, Kauff & Lutzoni 2002), i que les probabilitats posteriors son més
variables en internodes curts que no pas en branques internes llargues. Aquest fet
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suggereix que la precisié de les probabilitats posteriors pot dependre de les dades
(Alfaro et al. 2003). El fet que les inferéncies bayesianes siguin més propenses a
aquest tipus d’error pot ser la font de conflictes topologics, com observaven Buckley et
al. (2002) i Douady et al. (2003b). Aquestes observacions indiquen que la utilitzacio de
probabilitats posteriors com a unica mesura de recolzament pot ser enganyosa. Lewis
& Holder (2003) atribueixen I'elevada preséncia d’aquest tipus d’error en la inferéncia
bayesiana al fet que el programa MrBayes no permet longituds de branques igual a
zero. Com a resultat d’aixo, la topologia es resol, fins i tot, en abséncia de cap dada
per recolzar certs internodes. Una manera de disminuir aquest tipus d’error seria la de
permetre politomies en arbres mostrejats amb MCMC bayesia (Lewis & Holder 2003).
Recentment, Lewis et al. (2005) han proposat una solucié que implica un algoritme
Markov chain Monte Carlo (MCMC) reversible-jump, que permet explorar tot I'espai
d’arbres, incloent les topologies no resoltes amb una o més politomies. Una altra
opcid, proposada per Douady et al. (2003a), és la de realitzar analisis bayesianes en
grups de dades en les que préviament s’ha calculat un bootstrap.

La problematica inherent a la inferéncia bayesiana no hauria de ser interpretada
com a una indicacié de que el bootstrap no paramétric t&¢ menys probabilitat de
proporcionar un alt recolzament a relacions erronies. Alfaro et al. (2003) també afirmen
que el bootstrap no paramétric en parsimonia és sovint més susceptible d’assignar
valors de recolzament més alts a internodes incorrectes, i atribueixen aquest fet al
fenomen de long branch attraction, més freqiient en parsimonia. Ambdés métodes
mostren limitacions i avantatges, i les condicions que afavoreixen la maxima
parsimonia o la inferéncia bayesiana encara no es coneixen amb seqiéncies
empiriques. Tanmateix, Nylander et al. (2004) afirmen que les comparacions entre
analisis paramétriques i de parsimonia de les mateixes dades morfologiques indiquen
que els dos métodes tendeixen a donar els mateixos resultats filogenétics, suggerint
que les diferéncies entre les dues técniques no deuen ser a la practica tan grans.

En el treball de Gaya et al. (2003) suggeriem que grups grans de dades d’ITS
dins les Teloschistaceae es beneficiarien de métodes com INAASE, els quals estan
dissenyats per obtenir senyal filogenétic a partir de regions alineades ambiguament.
En les analisis aqui realitzades, hem tornat a demostrar que la utilitzacié de
B/MCMCMC, que sembla ser més potent estadisticament per provar el nivell
d’incertesa filogenética (Alfaro et al. 2003; Kauff & Lutzoni 2002), no és superior al fet
d’emprar el bootstrap de parsimonia amb caracters INAASE, i ara també amb
caracters ARC. Aix0 és probable que sigui cert per alineaments amb un alt percentatge
de posicions que es troben alineades ambiguament. A Gaya et al. (2003) apuntavem la
possibilitat que I'I'TS sol pogués arribar a proporcionar suficient informacio filogenética
per a resoldre completament les relacions dins de les Teloschistaceae, i arribés a
generar valors de recolzament alts per a la majoria d’internodes. Aquesta possibilitat
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vindria donada si un nou métode pogués capturar el senyal filogenétic de totes les
regions alineades ambiguament, fins i tot, d’aquelles amb més de 32 estats de
caracter, més de 100 bp de llargada, o amb una variacié important en la llargada entre
sequéncies de la mateixa regié ambigua. En aquest estudi, a I'incorporar els caracters
ARC, hem pogut recuperar totes aquestes regions ambigies que no podiem
considerar amb INAASE, per tal de capturar el maxim possible de senyal filogenétic.
Miadlikowska et al. (2003) esmenten que la variacio entre les seves sequéncies ITS1-
HR (recodificades amb el métode ARC) contribueix en gran mesura a la delimitacio i
identificacié d’espécies, i afirmen que pot ser un recurs util per a estudis poblacionals.
Nosaltres hem comprovat que aquests caracters també poden ser Utils en filogénies a
escala més gran, com en el cas de les Teloschistaceae. Només quan hem afegit els
caracters INAASE i ARC hem aconseguit el nivell de resolucié i recolzament de la
familia que aqui mostrem (fig. 6.1). Per exemple, el grup de C. saxicola s.str., el de C.
aurantia o el de Fulgensia s.str., han quedat significativament circumscrits només a
MP3. Malgrat tot, amb I'ampli mostreig taxondmic, la inclusié d’aquests caracters no ha
estat suficient per a aconseguir una resolucié completa de les relacions, és més, s’ha
vist que en els internodes més interns de la nostra topologia es perdia el recolzament
significatiu recuperat en altres analisis filogenétiques més restringides. Aixo
probablement indica que ens hem excedit en I'addicié de taxons en relacié amb el
nombre de caracters de que disposavem uUnicament amb ITS, incloent els caracters
INAASE i ARC. Malgrat tot, no podem admetre que I'lTS sigui usat exclusivament en
estudis de nivells taxondmics baixos. Fins a un cert punt ens ha permés resoldre la
filogénia de la familia, i a partir d’ara caldra afegir nous caracters que recuperin la
significacioé perduda en les relacions més basals.

Amb aproximacions a petita escala, com la centrada en el grup de C. saxicola
(capitol 5), i a més gran escala, com la familia Teloschistaceae, creiem que,
progressivament, es podra arribar a una classificaci6 més estable i coherent de les
Teloschistales.
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Fig. 6.1 Relacions filogenétiques en les Teloschistaceae (Caloplaca, Fulgensia, Teloschistes i
Xanthoria) i posicié de les Letrouitiaceae, a partir d’'un grup de dades d’ITS nrDNA per a 79
espécies de Teloschistaceae i dues de Letrouitiaceae; i prenent com a grup extern a quatre
espécies de la familia Parmeliaceae (Letharia columbiana, L. vulpina, Protoparmelia badia i
Usnea arizonica) i a una de les Psoraceae (Protoblastenia rupestris) — Arbre de strict
consensus de 4 arbres igualment parsimoniosos, generats per I'analisi de maxima parsimonia
MP3 (2840,62 passos, IC = 0,375, IR = 0,647) en acomodar el senyal de les regions alineades
ambiguament (14 caracters INAASE i ARC). Les proporcions de bootstrap (BP) u50% de
'analisi MP3 es mostren sobre els internodes, davant de la barra de separacié. Les proporcions
de bootstrap (BP) u50% de l'analisi MP2 apareixen també sobre els internodes, darrera de la
barra. Les proporcions de bootstrap (BP) y50% de I'analisi MP1 es mostren sota els internodes,
davant de la barra, i les probabilitats posteriors (PP) u 50% apareixen a sota dels internodes,
darrera de la barra. Els internodes per als quals el bootstrap de I'analisi MP3 resulta (BP) u70%
es destaquen amb linies més gruixudes. Els valors de les probabilitats posteriors (PP) u95% es
marquen amb negreta. Els requadres grisos delimiten el géneres o grups d’espécies
préviament descrits que s’han obtingut amb significacié estadistica en aquest estudi. Els
requadres puntejats delimiten els dos grups de Teloschistes que apareixen en els dos llinatges.
L’asterisc darrera de certs noms assenyala aquells taxons pertanyents al génere Caloplaca
amb preferencies litorals. Els dos asteriscs ressalten espécies lobulades del génere Caloplaca
que no havien estat préviament incloses en el subgénere Gasparrinia. Les lletres majuscules
(A-G) es refereixen als diferents subgéneres i grups d’especies de Caloplaca considerats per
Clauzade & Roux (1985), excepcio feta del subgénere Gasparrinia. Els diferents grups
d’especies inclosos en aquest subgénere s’han indicat amb numeros romans (I-IV). Els noms
seguits d’'un interrogant es refereixen als géneres recentment proposats per Kondratyuk &
Karnefelt (2003) inclosos en el nostre estudi. El noms envoltats per una linia discontinua
destaquen la proposta de Frodén & Lassen (2004) per al génere Teloschistes. Els llinatges A, B
i C de Sechting & Lutzoni (2003) i els llinatges 1 i 2 de Gaya et al. (2003) [en cursiva] s’han
indicat de forma tentativa. Els llinatges 1 i 2 que han quedat delimitats a partir del present
estudi es ressalten en negreta.

Génere Caloplaca

Caloplaca subgénere Caloplaca:

A - grup de C. citrina

B - grup de C. ferruginea

C - grup de C. cerina

D -Caloplaca subgenere Pyrenodesmia
E - Caloplaca subgénere Leproplaca
F - Caloplaca subgénere Xanthocarpia
G - Caloplaca subgénere Gyalolechia
Caloplaca subgénere Gaspatrrinia:

| - grup de C. aurantia

Il - grup de C. aurea

Il - grup de C. carphinea

IV - grup de C. saxicola s.l.
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‘...de todas maneras la interpretacion correcta de un hecho natural era imposible,
porque a medida que iba aumentando el conocimiento aumentaba también el lado
oscuro de las cosas.’

Juan José Saer, 1997

CAPITOL 7

CONCLUSIONS GENERALS






7. CONCLUSIONS GENERALS

7.1. TAXONOMIA | MORFOLOGIA DEL GRUP DE C. SAXICOLA:

1. A partir de la revisié taxondmica i morfoldgica del grup de C. saxicola, els
seglents taxons han quedat inclosos en aquest grup: C. amoldii (Wedd.) Zahlbr.,
C. biatorina (A. Massal.) J. Steiner, C. clauzadeana Gaya, Nav.-Ros. & Cl. Roux,
C. decipiens (Amold) Blomb. & Forssel, C.nana Gaya & Nav.-Ros,,
C. pseudofulgensia Gaya & Nav.-Ros.; Caloplaca pusilla (A. Massal.) Zahlbr., C. rouxii
Gaya, Nav.-Ros. & Llimona C. saxicola (Hoffm.) Nordin, C. schistidii (Anzi) Zahlbr. i
C. tegularis sensu auct. Per altra banda, se n’han exclos C. cirrochroa (Ach.) Th. Fr.,
C. saxicola ssp. laceratula (Arnold ex Poelt) Clauzade & Cl. Roux, C. obliterans (Nyl.)
Blomb. & Forssell i C. proteus Poelt.

2. Com a resultat d’'aquest estudi es proposen 3 espécies noves inédites:
C. clauzadeana Gaya, Nav.-Ros. & Cl. Roux, C.nana Gaya & Nav.-Ros.,
C. pseudofulgensia Gaya & Nav.-Ros.; i un nom nou, C. rouxii Gaya, Nav.-Ros. &
Llimona (= C. saxicola ssp. miniata (Hoffm.) Clauzade & CI. Roux).

3. C. arnoldii ha resultat un taxon heterogeni segons el concepte adoptat pels
diferents autors. En aquest treball, s’ha redilimitat C. arnoldii s.str. en base al concepte
original de Weddell (1876), i s’ha inclds com a sindnim d’aquest, C. saxicola ssp.
biatorinoides Clauzade & Cl. Roux. El concepte de C. arnoldii sensu autors britanics
correspon en realitat a C. tegularis (morfotipus C. miniatula) presentat en aquest
treball. C. arnoldii en el concepte de Poelt tampoc no coincideix amb C. arnoldii s.str.
Considerem que es tracta d’'un taxon morfologicament diferenciat, per al qual caldra
trobar un nom nou. El material de C. amoldii procedent d’Asia, estudiat per Poelt &
Hinteregger (1993), presenta caracters que no coincideixen ni amb C. arnoldii s.str. ni
amb C. arnoldii en el sentit de Poelt. Malgrat tot, els caracters microscopics I'acosten
més a C. arnoldi s.str. Caldra examinar més material d’aquest territori per confirmar-ne
la identitat.

4. C. biatorina, cal considerar-la una espécie ben caracteritzada, tot i haver estat
confosa amb Xanthoria elegans per alguns autors. C. biatorina var. baumgartneri
(Zahlbr.) Poelt, considerada tipica de substrats silicics, per manca de caracters
morfoldgics que la diferenciessin, ha estat inclosa en un concepte tipic de I'espécie.

5. C. saxicola ha estat tractada per diversos autors en un sentit molt ampli que
englobava practicament la majoria de taxons ara reconeguts en el grup de C. saxicola.
El concepte estricte de I'espécie s’ha delimitat en base al neotipus de C. saxicola,
també lectotipus de C. murorum, designats per Nordin. L’acceptacié d’aquest nom
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comporta molts problemes nomenclaturals i taxondmics de dificil resolucié Tenint en
compte I'is extés del nom de C. saxicola, s’ha considerat que el més adient seria
proposar aquest binomi com a nomen conservandum.

6. Entre els taxons separats de C. saxicola tenim Caloplaca pusilla (A. Massal.)
Zahlbr., una espeécie clarament diferenciada morfoldgicament. Amb I'estudi del material
tipus de Caloplaca pusilla (= Physcia pusilla A. Massal.), de Caloplaca saxicola ssp.
pulvinata (A. Massal.) Clauzade & Cl. Roux, de Physcia pusilla var. turgida A. Massal i
de Physcia pusilla var. turgida f. euphora A. Massal., s’ha pogut concloure que es
tracta tot de la mateixa espécie i, per tant, se les ha considerat sindnims; essent pusilla
I'epitet que té preferéncia.

7. C. rouxii és un nom nou per a C. saxicola ssp. miniata. S’ha considerat que,
pel conjunt de caracters morfologics que presenta, pot ser considerada una espécie a
part de C. saxicola.

8. Sota el nom de C. tegularis sensu auct. s’hi ha incldos un conjunt de taxons de
morfologia diversa i de delimitacié poc clara, que creix principalment sobre substrats
silicics. En espera de poder resoldre nomenclaturalment aquest taxon, s’ha considerat
convenient deixar per ara un nom que, malgrat no ser valid, es correspon amb el
concepte general que es té d’aquesta especie.

9. Amb I'estudi del tipus de C. biatorina ssp. gyalolechioides (Mul. Arg.) Clauzade
& Cl. Roux, s’ha pogut constatar que aquest és heterogeni. En el material tipus s’hi
troba C. biatorina i C. pusilla, entre d’altres Caloplaca. Davant la impossibilitat
d’assignar-li amb seguretat cap dels taxons observats, s’ha considerat oportu deixar-lo
com a dubtés.

10. Caloplaca saxicola ssp. laceratula ha resultat ser un taxon descrit a partir de
dues espécies diferents. El tal-lus correspon a Xanthoria candelaria i els apotecis a
C. arnoldii s.str.

11. A partir de l'estudi morfoldgic, posteriorment recolzat per les dades
moleculars, podem concloure que Fulgensia schistidii ha de ser considerada novament
una Caloplaca.

12. Amb l'estudi de C. alcarum i C. scopularis, dos taxons molt proxims pels
caracters microscopics, s’ha considerat la possibilitat que C. alcarum es tracti d’'un
forma reduida de C. scopularis.
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7.2. FILOGENIA DEL GRUP DE C. SAXICOLA:

13. La filogénia per al grup de C. saxicola que es presenta en aquest estudi és la
primera que es reconstrueix per a aquest grup i també per a un nombre important de
taxons del subgénere Gasparrinia. Aquesta filogénia proveeix d’'un marc per a
posteriors estudis sistematics, biogeografics i evolutius en el grup de C. saxicola.

14. En aquest treball es confirma la delimitaci6 monofiletica del grup de
C. saxicola i la relacié germana amb C. ignea i tres espécies de Xanthoria. Les analisis
filogenétiques recolzen la delimitacio de diverses espécies incloses en el grup, malgrat
que son poc concloents respecte les relacions interespecifiques.

15. En l'estudi de la filogénia morfoldgica, la posicié filogenética i les relacions
entre els membres del grup C. saxicola romanen forga incertes. En ser analitzades
separadament, les dades morfoldogiques no confirmen el monofiletisme del grup
estudiat. Es pot concloure també d’aquesta filogénia morfoldgica que els caracters
sinapomorfics sols no proporcionen suficient informacié per a circumscriure les
especies. Per aquest motiu, I'aproximacid més practica inclou la combinacié de
sinapomorfies amb d’altres trets morfologics que puguin ser usats per a definir les
especies.

16. Les topologies basades només en dades d’ITS si que confirmen el
monofiletisme del grup de C. saxicola i revelen, en sentit ampli, les mateixes relacions
entre grups que en l'analisi combinada.

17. Les dades morfologiques i moleculars no han resultat, en general,
significativament incongruents. La seva combinacié proporciona una de les millors
estimacions de les relacions filogenétiques del grup. Si bé la inclusié de caracters
morfoldogics no ha implicat un increment significatiu en el nombre d’internodes
recolzats, si que ha permés un augment de la resolucié, que en alguns casos ha
afectat a relacions interespecifiques que no quedaven resoltes només amb les dades
moleculars (p.e. C. saxicola s.str. + C. rouxii).

18. Contrariament a estudis previs, el métode de maxima versemblangca (ML),
amb el nivell d’'incertesa filogenética calculat amb I'aproximacié bayesiana, no ha
mostrat tenir un poder més gran a I'hora de resoldre la filogénia del grup de C.
saxicola. |1 el nombre d’internodes recolzats significativament ha estat menor en
comparacio a les analsis de parsimonia que incorporaven els caracters INAASE.

19. Els estudis empirics que s’han realitzat pel que fa a la idoneitat del model de
substitucié a les analisis de maxima versemblanga demostren que les dades presenten
robustesa al model triat.

20. En avaluar la delimitacié morfologica de les espécies del grup de C. saxicola
estudiades en l'apartat de taxonomia i morfologia, s’ha trobat concordanga completa
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amb la filogénia combinada per a set espécies acceptades en el grup: C. arnoldii
sensu Poelt, C. biatorina, C. decipiens, C. saxicola s.str., C. schistidii, C. rouxii i C.
pusilla. En canvi, C. tegularis sensu auct., C. arnoldii s.str. i les espécies provisionals,
C. clauzadeana i C. nana, han quedat sense resoldre.

21. Aixi, doncs, la regié ITS, amb la inclusié dels caracters INAASE i de la
morfologia no han permés delimitar filogenéticament la totalitat de morfoespécies que
s’han avaluat, perd si que n’han confirmat un nombre considerable. Amb els resultats
obtinguts es pot concloure que per guanyar confianga en les relacions existents entre
els membres d’aquest grup no sera suficient afegir nous taxons i exemplars, siné que
caldra, probablement, incloure caracters moleculars addicionals.

7.3. FILOGENIA DE LA FAMILIA TELOSCHISTACEAE | LA SEVA RELACIO
AMB LETROUITIACEAE:

22. La filogenia obtinguda en aquest treball per a la familia Teloschistaceae és la
primera que es reconstrueix amb un mostreig tan extens. Els resultats de les nostres
analisis filogenétiques coincideixen a grans trets amb els estudis filogenétics previs de
la familia. Si es donen inconsistencies filogenétiques, aquestes no resulten
significatives.

23. Les nostres analisis han recolzat el polifiletisme tant del génere Caloplaca
com dels géneres Fulgensia, Teloschistes i Xanthoria, que es reparteixen en dos
llinatges principals. També s’ha recolzat el monofiletisme de certs grups d’espécies
préviament reconeguts, perd no s’han arribat a extreure resultats concloents pel que fa
a les relacions entre la majoria de grups delimitats.

24. Caloplaca subgénere Gasparrinia presenta novament origens diversos. Es
pot confirmar que les espécies tradicionalment incloses en aquest subgénere, i
caracteritzades per la preséncia de tallus lobulats i, en general, d’antraquinones tant
en el tal'lus com en els apotecis, no formen una entitat monofilética. Els grups de
C. aurantia, C. carphinea i C. saxicola s.str. semblen ser els Unics que es recuperen
com a entitats monofilétiques, tot i que amb els resultats obtinguts no és possible
inferir les relacions filogenétiques que estableixen amb la resta de taxons. D’aquesta
manera, la delimitacié del grup de C. saxicola s.l. no presenta concordanca
filogenética. Tampoc es presenta concordanga filogenética amb la circumscripciod
morfoldgica del grup de C. aurea i de les espécies sorediades del grup de C. saxicola.
Entre aquestes, s’ha confirmat que C. decipiens comparteix un antecessor comu més
recent amb els taxons del grup de C. saxicola s.str. Per altra banda, s’ha pogut
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confirmar amb dades filogenétiques la proximitat morfoldgica de C. alcarum i
C. scopularis, apuntada en I'apartat de taxonomia i morfologia.

25. A part del subgénere Gasparrinia, els subgéneres Caloplaca i Pyrenodesmia
s’han presentat polifilétics. En el subgénere Caloplaca, els grups de C. citrina i
C. ferruginea, s’han revelat polifiletics, mentre que el grup de C. cerina, ha resultat
I'dnic monofiletic. Amb una sola espécie inclosa en el nostre estudi, no s’han pogut
extreure conclusions pel que fa als subgéneres Leproplaca i Xanthocarpia.

26. Amb I'addicié6 de nous taxons de Fulgensia, ha quedat de nou confirmat el
polifiletisme d’aquest génere. Les afiliacions dels tres grups independents de Fulgensia
previament mostrats encara romanen incertes, amb excepcioé de la confirmacié que
C. schistidii queda inclosa en el grup de C. saxicola s.str.

27. En referéncia al génere Teloschistes, també polifiletic, si el considerem com
a part del llinatge 1, suposant que I'espeécie tipus en formi part, sera necessari donar
un nom geneéric diferent als Teloschistes inclosos en el llinatge 2. La proposta del
génere Seirophora (Frodén & Lassen 2004) resultaria valida si es pogués demostrar el
monofiletisme d’aquestes espécies, que per ara no ha estat confirmada.

28. Pel que fa a Xanthoria, amb I'escas mostreig taxondmic de qué disposem,
podem extreure poques conclusions sobre les relacions filogenétiques d’aquest grup
d’espécies, excepte pel que fa a la confirmacié de I'existéncia de diversos llinatges.
Per aquest motiu, seran necessaris nous estudis, basats en un mostreig més ampli de
les espécies d’aquest génere polifiletic, per tal d’entendre les relacions de parentiu que
tenen amb la resta de taxons de les Teloschistaceae.

29. En aquest estudi, s’ha acceptat la separacié del grup de Xanthoria fallax en
un génere a part: Xanthomendoza. La persisténcia d’aquest grup en presentar, en els
diferents estudis, un origen independent de la resta d’espécies de Xanthoria, confirma
la seva delimitacié anticipada pels caracters morfologics.

30. Pel que fa al génere Letrouitia (Letrouitiaceae) no s’ha recuperat com a un
grup a part de la circumscripcio filogenética de les Teloschistaceae. Si les afiliacions
obtingudes en la nostra topologia apareixen novament en futurs treballs, i es troben
recolzades, caldra reconsiderar la familia Letrouitiaceae i la possible inclusio del
geénere Letrouitia en les Teloschistaceae.

31. En el nostre estudi, s’ha observat que el llinatge 2 continua presentant-se
extremadament heterogeni. En aquest llinatge apareixen diverses espécies tipus:
C. cerina (Caloplaca), F. fulgens (Fulgensia), L. dominguensis (Letrouitia), i un grup
d’espécie de Teloschistes. El llinatge 1 també resulta forga heterogeni, més del que
préviament s’havia suposat. Una possible solucié per a aquest llinatge 1 seria
considerar-lo com a part integrant del redefinit génere Xanthoria, seguint la proposta
de Sgchting & Lutzoni (2003), perd també es podrien mantenir els géneres
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Teloschistes i Xanthomendoza, i redefinir Xanthoria a partir de la resta de taxons
d’aquest llinatge. Finalment, es podria reconéixer Xanthoria a partir del clade 3, i
establir géneres independents per a la resta de clades exclosos. Aquesta opcio
suposaria un problema per a les espécies de posicié no resolta. La preséncia de tanta
heterogeneitat i incertesa en ambdés llinatges, juntament amb la manca de resoluci6
en la reconstruccié dels internodes més basals, fa encara complicat el poder establir-
ne el rang taxondmic. Per aquests motius, hem optat per no realitzar modificacions
nomenclaturals i esperar que en futurs estudis s’aportin més dades que ajudin a
establir una classificacio filogenética més coherent.

32. En aquest estudi, la inclusié de senyal filogenétic a partir de les regions
alineades ambiguament a maxima parsimonia (caracters recodificats INAASE i ARC)
ha donat lloc a la millor reconstruccié de la filogénia. Es confirma que la utilitzacié de la
inferéncia bayesiana, que sembla ser més potent estadisticament per provar el nivell
d’incertesa filogenética, no és superior al fet d’emprar els caracters recodificats a
parsimonia. Aixo és probable que sigui cert per alineaments amb un alt percentatge de
posicions que es troben alineades ambiguament.

33. S’ha comprovat, a més, que aquests caracters també poden ser Utils en
filogénies a escala més gran, com en el cas de les Teloschistaceae. Només quan hem
afegit els caracters INAASE i ARC s’ha aconseguit el nivell de resolucio i recolzament
de la familia que aqui s’ha mostrat. Malgrat tot, amb I'ampli mostreig taxonomic, la
inclusié d’aquests caracters no ha resultat suficient per a aconseguir una resolucio
completa de les relacions filogenétiques. Tanmateix, es pot afirmar que la regié ITS pot
ser usada no només en estudis de nivells taxondmics baixos. Fins a un cert punt, ha
permés resoldre la filogénia de la familia, i a partir d’ara caldra afegir nous caracters
que recuperin la significacié perduda en les relacions més basals.
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‘Aquesta llum d’agost que tot el dia

ha fet dansar abusiva els seus dimonis,

ara la lassitud la veng i cau

aplomada, desfeta, vespre avall,

cap a un mar de tenebra que la salva

de I'excés de certesa.

Jo amb ella també caic. Lent, m’esllavisso

—mentre una lluna minvant, mig despectiva,

ho vol emmelar tot amb ironia placida—

i m’enfonso en les aiglies profundes dels meus dubtes.’

Narcis Comadira, 1990
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PHYLOGENETIC STUDY OF FULGENSIA AND ALLIED
CALOPLACA AND XANTHORIA SPECIES
(TELOSCHISTACEAE, LICHEN-FORMING ASCOMYCOTA)?*

EsTER GAYA,>®> FRANCOIS LUTZONI,® STEFAN ZOLLER,3*
AND PERE NAVARRO-ROSINES?

?Departament de Biologia Vegetal (Unitat de Botanica), Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona, Av. Diagona 645, 08028
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Fulgensia Massal. & De Not. is a widespread genus with considerable morphological and ecological heterogeneity across species.
For this reason, the taxonomic delimitation of this genus has been controversial. Relationships among species of Fulgensia, Caloplaca
Th. Fr., and Xanthoria (Fr.) Th. Fr. (Lecanorales) were investigated based on a comprehensive phylogenetic analysis of 62 DNA
sequences from the nuclear ribosomal internal transcribed spacer (ITS) region using maximum parsimony (MP) and likelihood (ML).
Ambiguously aigned (INAASE coded characters) and unambiguous regions were analyzed separately and combined when using MP
as the optimization criterion. All our analyses confirm the polyphyly of this genus as three distinct lineages: Fulgensia sensu stricto,
F. augtralis, and F. schistidii. We report here that Caloplaca, Fulgensia, and Xanthoria together form two main sister lineages. One
lineage includes Fulgensia schistidii (part of the C. saxicola group), Xanthoria, and most of the lobed Caloplaca species belonging
to the Gasparrinia group. A second main lineage comprises the remaining Caloplaca species, Fulgensia sensu stricto, and F. australis.
Therefore, the traditional generic level classification schemes for the family Teloschistaceae appear to be highly artificial. All three
genera were found to be nonmonophyletic. We demonstrate here that the ITS is appropriate to resolve relationships across the Telos-
chistaceae. However, a combination of an MP analysis, in which ambiguously aligned regions are accommodated using INAASE, with

an ML analysis, in which phylogenetic confidence is estimated using a Bayesian approach, is needed.

Key words:

ambiguous alignments; Caloplaca; Fulgensia; internal transcribed spacer; lichen-forming fungi; Markov chain Monte

Carlo Bayesian inference; molecular phylogenetics; Teloschistaceae; Xanthoria.

The lichen-forming genus Fulgensia A. Massal. & De Not.
includes terricolous, muscicolous, and saxicolous crustose spe-
cies that are common and widespread on most continents. The
species diversity and abundance is particularly important in
the Mediterranean region. Fulgensia is classified within the
family Teloschistaceae (Lecanorales Nannf.). Formerly, this
family had been classified within the order Teloschistales,
which was established as an independent order within the lich-
enized Ascomycota by Eriksson and Hawksworth (1986).

The genus was described by Massalongo and de Notaris
(Massalongo, 1855) based on Fulgensia fulgens (Sw.) Elenkin,
i.e, manly comprising taxa with non-polarilocular, mostly
simple ascospores, and with more or less pruinose and yellow-
ish thalli containing anthraguinones. Zahlbruckner (1926,
1931) did not recognize Fulgensia as a distinct genus and sub-
sumed it within Caloplaca Th. Fr. as a separate section. Dodge
and Baker (1938), Rasanen (1943), and Rudolph (1955) re-
vived the use of the name Fulgensia at the genus level.

Poelt (1965) redefined the previous delimitation of Fulgen-

1 Manuscript received 29 October 2002; revision accepted 14 February
2003.
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sia by including, in addition to taxa with simple ascospores,
taxa with typical one-septate non-polarilocular ascospores.
Fulgensia sensu Poelt contained 10 species distributed into
two subgenera: Fulgensia subgen. Fulgensia Poelt and subgen.
Candelariopsis (Sambo) Poelt. The former included six spe-
cies. F. delphinensis Poelt, F. desertorum (Tomin) Poelt, F.
bracteata (Hoffm.) Résénen, F. subbracteata (Nyl.) Poelt, F.
fulgens (Sw.) Elenkin, and F. fulgida (Nyl.) Szatala. This sub-
genus was characterized mainly by simple or one-septate as-
cospores, a thallus with a false upper cortical layer, and by
their attachment to the substratum with a felt of hyphae (Poelt,
1965). The subgenus Candelariopsis included four taxa: F.
australis (Arnold) Poelt, F. chanousiae (Sambo) Poelt, F.
schigtidii (Anzi) Poelt, and F. pruinosa (Korb.) Poelt. These
species have one-septate ascospores, athallus with atrue upper
cortical layer, and are attached to the substratum by hyphal
strands or by their lower cortex (Poelt, 1965). Subsequently,
three new Fulgensia species were described: F. klementii Kalb
(Kalb, 1970), F. poeltii LIimona (Llimona, 1974), and F. can-
ariensis Follmann (Follmann and Poelt, 1981).

Gilbert (1978) applied Poelt’s concepts to Fulgensia popu-
lations found in the British Isles. He asserted the complexity
of this genus by remarking that most of the species exhibit a
large variability, implying the existence of several potential
infraspecific taxa. Poelt’s circumscription of Fulgensia has not
aways been followed. Some contemporary authors (Nowak
and Tobolewski, 1975; Oksner, 1993) still recognize members
of the Candelariopsis group as being Caloplaca species.

Apart from Poelt (1965), no further revision of the group
had been made until the work of Westberg and Karnefelt
(1998), who recognized four groups within Fulgensia: group
A (F. australis and F. chanousiae), group B (F. canariensis),
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group C (F. schistidii) and group D (F. bracteata, F. delphi-
nensis, F. desertorum, F. fulgens, F. fulgida, F. klementii, F.
poeltii, F. pruinosa, and F. subbracteata). In their study of
Fulgensia and Caloplaca, Poelt (1965) and Karnefelt (1989)
came to the conclusion that species from the Caloplaca aurea
group (not sampled here) were most similar to Fulgensia
(Candelariopsis), the main differential feature being the type
of ascospore septation. Based on the structure of the upper
thallus cortex, Karnefelt (1989) and Westberg and Karnefelt
(1998) proposed close affinities between species from the C.
aurea group (e.g., C. paulii Poelt) and F. canariensis and F.
schistidii. However, Navarro-Rosinés et al. (2000) suggested
that C. aurea (Schaer.) Zahlbr. was more similar to subgenus
Fulgensia than to subgenus Candelariopsis. Furthermore, the
recently described C. cancarixiticola Nav.-Ros., Egea & Lli-
mona shares several morphological features with F. australis,
F. canariensis, and F. schistidii (Navarro-Rosinés et al., 2000).

In spite of al these morphological studies and the evident
connections between Fulgensia and Caloplaca, only one mo-
lecular phylogenetic study of Fulgensia has been carried out
(Kasalicky et al., 2000). Unfortunately, only two Caloplaca
species (C. flavorubescens [Huds.] Laundon and C. cerina
[Hedw.] Th. Fr.) and one Xanthoria (Fr.) Th. Fr. species (X.
parietina [L.] Th. Fr.) were included to represent taxa outside
Fulgensia. This sampling was sufficient to demonstrate the
polyphyletic nature of Fulgensia, but was insufficient to reveal
relationships of its separate lineages within the broad context
of the Teloschistaceae.

During the molecular and morphological revision of the lo-
bate Caloplaca (Gasparrinia sect.) by the first author, the need
to clarify the delimitation between Caloplaca and Fulgensia
became necessary. We report here the results of a phylogenetic
study assessing relationships of Fulgensia species within the
broader context of the Teloschistaceae. The conclusions pre-
sented here are based on sequences from the internal tran-
scribed spacer (ITS) region for 58 specimens, representing 33
species (36 taxa) belonging to three genera (Caloplaca, Ful-
gensia, and Xanthoria) within the Tel oschistaceae.

MATERIALS AND METHODS

Taxon sampling—A total of 24 specimens of Fulgensia (representing 10
taxa), 26 specimens of Caloplaca (representing 21 taxa) regarded as most
closely related to Fulgensia, and eight specimens of Xanthoria (representing
five species) were included in this study. Most of the sequences needed for
this study were available in GenBank (Arup and Grube, 1999; Kasalicky et
al., 2000; Lohtander et a., 2000; Martin and Winka, 2000; Dyer and Murtagh,
2001; Kroken and Taylor, 2001). Eight new ITS sequences were generated
for this study. After comparing ITS sequences from a number of species
belonging to different families with our alignment of ingroup sequences, four
outgroup species were selected: Protoparmelia badia (Hoffm.) Haf. (Leca
noraceae), Letharia vulpina (L.) Hue, L. columbiana (Nutt.) J. W. Thomson,
and Usnea arizonica Mot. (Parmeliaceae). See Supplemental Data accompa-
nying the online version of this paper for voucher information and GenBank
accession numbers for the 62 ITS sequences included in this study.

DNA isolation and sequencing—Genomic DNA was obtained from fresh
samples and herbarium specimens (the oldest specimen was collected in
1995). DNA was isolated using the Puregene Kit (GENTRA Systems, Min-
neapolis, Minnesota, USA) following the manufacturer's protocol for fila-
mentous fungi. DNA concentration was determined by visual comparison with
positive control (N 100 ladder, concentration 10, 20, 40 ng) on an ethidium-
bromide-stained agarose gel. Symmetric polymerase chain reactions (PCR)
were prepared for a 50.0 pL final volume containing 31.7 pL of sterile dou-

AMERICAN JOURNAL OF BOTANY

[Vol. 90

ble-distilled water, 5.0 pL of 10X Taq polymerase reaction buffer (Boehrin-
ger-Mannheim, Indianapolis, Indiana, USA), 5.0 pL of 2.5 mmol/L dNTPs,
0.3 pL of Tag DNA polymerase (Boehringer-Mannheim), 2.5 p.L for each of
the 10 wmol/L primers ITS1F or ITS5 and ITS4 (Gardes and Bruns, 1993;
White et a., 1990), 1.5 pL of 10 mg/mL bovine serum abumin (BSA;
BioLabs, Beverly, Massachusetts, USA), 0.5 p.L of 50 mmol/L MgCl,, and 1
wL of template genomic DNA. The PCR was performed on Peltier Thermal
Cyclers PTC-200 (MJ Research, Boston, Massachusetts, USA) under the fol-
lowing conditions: one cycle of 1 min at 95°C linked to 40 cycles of 1 min
at 95°C, 45 s at 52°C, and 2 min at 72°C, with the last step increased by
increments of 5 s for the last 15 cycles. A final extension step of 10 min at
72°C was added, after which the samples were kept at 4°C. The PCR products
were purified using GELase Agarose Gel-Digesting Preparation (Epicentre
Technologies, Madison, Wisconsin, USA) following the manufacturer’s in-
structions or low-binding regenerated cellulose 30000 nominal molecular
weight limit (NMWL) filter units (Millipore, Bedford, Massachusetts, USA).
Both strands of the purified PCR products were sequenced using PCR primers
used for the symmetric amplification and primers 5.8S and 5.8SR (Vilgalys
and Hester, 1990). Sequencing reactions were prepared in 10 pL final volume
using BigDye Terminator (ABI PRISM, Perkin-Elmer Biosystems, Wellesley,
Massachusetts, USA) and following the manufacturer's instructions. Se-
quenced products were precipitated with 10 pL of deionized sterile water, 2
wrL of 3 mol/L sodium acetate, and 50 L of 95% ethanol. Polyacrylamide
gel electrophoresis was conducted using Long Ranger Singel packs (FMC
BioProducts, Rockland, Maryland, USA) and an ABI 377 automated DNA
sequencer (Perkin-Elmer, Applied Biosystems, Wellesley, Massachusetts,
USA). Sequence fragments were subjected to BLAST searches to verify their
identity and assembled using Sequencher version 3.0 (Gene Codes Corpora-
tion, Ann Arbor, Michigan, USA).

Sequence alignment—Sequences were aligned using Sequencher 3.0. The
manual alignment was carefully inspected for the presence of ambiguously
aligned regions caused by the insertion of gaps. The alignment was done
separately in two blocks because of the difficulty of aligning two different
groups of sequences. Xanthoria fallax (Hepp) Arnold was the only species
alignable with both groups and was used to facilitate the final and global
manual alignment. The delimitation of ambiguous regions, their unequivocal
coding, and the elaboration of symmetric step matrices for each of these coded
characters were generated using the program INAASE 2.3b (Lutzoni et a.,
2000). The alignment is available in a Nexus format upon request to E.G. or
FL.

Phylogenetic analyses—All phylogenetic searches were performed with
PAUP* 4.0b8 (Swofford, 2001) using maximum parsimony (MP) and maxi-
mum likelihood (ML) as optimization criteria. The same program was used
for all bootstrap analyses. Constant sites and ambiguously aligned sites were
removed from all analyses.

Maximum-parsimony (MP) analyses—Three different MP searches (MP1—
MP3) were carried out.

A first MP analysis (MP1) was executed using exclusively unambiguously
aligned sites. Changes among character states (including gaps as a fifth char-
acter state) were subjected to symmetric step matrices constructed as follows.
The options Show character status/full details/hide excluded characters op-
tions from the Data menu in PAUP* were implemented. From the resulting
table, the column States showing all nucleotide states found at each of the
unambiguously aligned and nonconstant sites was saved as a separate text file.
This file was used as an input file for the program STMatrix 2.1 (written by
S. Zoller and available upon request from S.Z. or FL.), which generates a
step matrix (in Nexus format) by calculating frequencies of reciprocal changes
from one state to another and converting them into costs of changes using
the negative natural logarithm of the frequencies (Felsenstein, 1981; Wheeler,
1990).

The second MP search (MP2) was restricted to unequivocally coded
(INAASE) characters replacing ambiguously aligned regions. Only coded
characters with no more than 32 character states were subjected to the MP2
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search. A total of eight coded characters out of 16 (corresponding to the 16
ambiguously aligned regions we delimited in this ITS alignment) fit this cri-
terion, forming eight new (INAASE) characters. All pair-wise transformation
costs were equal for one of these eight characters. The seven other coded
characters (with consistent pair-wise sequence comparisons) were each sub-
jected to a specific step matrix taking into account the optimal number of
steps to transform one ambiguous sequence into another.

Before combining the unambiguously aligned sites with the eight coded
(INAASE) characters for the MP3 analysis, global phylogenetic congruence
was assessed for these two data partitions. This was done by inspecting in-
ternodes with bootstrap scores above 70% resulting from the separate MP1
and MP2 analyses (Mason-Gamer and Kellogg, 1996). Conflicts between the
two data partitions would be considered significant only if the two bootstrap
analyses provided support =70% for two different phylogenetic relationships
for the same set of taxa (one being monophyletic and the other being non-
monophyletic).

All three MP searches were performed using heuristic searches with 1000
random-addition-sequences (RAS), tree bisection-reconnection (TBR) branch
swapping, Multrees option in effect, and collapsing branches with maximum
branch length equal to zero. The MP1 and MP2 searches were done in two
steps. The goal of the first step was to find the length of the most parsimonious
trees. This was done by saving only one tree for each RAS. The goal of the
second step was to find al equally most parsimonious trees. This was done
by saving al trees only when swapping on a tree equal or shorter than the
shortest tree found in the first step. The MP3 was conducted in one step by
saving al trees as soon as TBR swapping was initiated. Internode confidence
was assessed by bootstrap analyses (Felsenstein, 1985) with full heuristic
searches, 10000 parsimony bootstrap replicates, using two RAS per bootstrap
replicate and by saving no more than 10 trees per bootstrap replicate.

Maximumt+likelihood (ML) analyses—Selection of the nucleotide substitu-
tion model and the estimation of most parameters were done with hierarchical
likelihood ratio testing (HLRTSs) using the program Modeltest 3.04 PPC (Po-
sada and Crandall, 1998). The ML search was performed using the HKY
substitution model (Hasegawa-Kishino-Yano, 1985) with base frequencies (A
= 0.1539, C = 0.2704, G = 0.2263, T = 0.3494), ti/tv ratio = 3.2956, and
unequal rates among sites. Rates for variable sites assumed to follow agamma
distribution with shape parameter = 1.9549 for an optimal number of rate
categories equal to 3. The ML heuristic search was conducted on the same
data set subjected to the MP1 search, with 1000 RAS, number of rearrange-
ments limited to 20000/RAS, TBR branch swapping, Multrees option in ef-
fect, and collapsing branches with maximum branch length equal to zero. The
ML analysis was divided in three separate searches (300, 300, and 400 RAS,
respectively).

We used a Bayesian Markov chain Monte Carlo (B/MCMC) method (Lar-
get and Simon, 1999) to assess the level of confidence for relationships re-
vealed by our ML search. The same model and number of rate categories as
used in the ML search was used for the B/MCMC analyses. The tree sampling
using this approach was done with MrBayes 1.11 (Huelsenbeck, 2000). The
MCMC algorithm ran for 2000000 generations with four incrementally heat-
ed chains, starting from random trees and sampling one out of every 100"
generation with DNA substitution parameters updated during the search. A
majority-rule consensus tree was calculated with PAUP* from the last 15000
out of the 20000 trees sampled. The first 5000 trees (burnin) were excluded
to avoid trees that might have been sampled prior to convergence of the
Markov chains.

We repeated the BIMCMC tree sampling as described to confirm the result
from the first Bayesian analysis. The final majority-rule consensus tree was
obtained by pooling all trees selected from both runs (30000 trees). The pos-
terior probability of each topological bipartition was estimated by the fre-
quency of these bipartitions across all 30000 trees sampled. Internodes with
posterior probabilities =95% were considered statistically significant.

RESULTS

The size of the ITS final data matrix for this study of the
Teloschistaceae was 62 sequences by 674 sites. A total of 16
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ambiguously aligned regions were delimited, resulting in the
exclusion of 438 nucleotide sites. Constant sites (170) were
excluded as well. Of the remaining 66 characters that were
subjected to ML and B/MCMC analyses, 47 were parsimony-
informative in MP1 analyses. The eight characters used in the
MP2 analysis were derived from the eight ambiguous regions
coded with INAASE. These eight characters were combined
with the 66 characters of MP1 for a total of 74 nonconstant
characters for MP3, 55 of which were parsimony-informative.

The unequally weighted MP1 search revealed 575 equally
most parsimonious trees of 288.19 steps (Fig. 1). The unequal-
ly weighted MP2 search revealed 5712 equaly most parsi-
monious trees in two islands. One island of 4032 trees was hit
101 times and the second island of 1680 trees was hit 49 times.
The score of the best tree was 173.00 steps (Fig. 2).

The MP2 search, based on only the eight INAASE char-
acters, was performed to determine the amount of phyloge-
netic signal that could be recovered from ambiguously aligned
regions and to ensure that this signal was not incongruent with
the unambiguously aligned portion of the data matrix. The
phylogenetic signal recovered with INAASE provided a sur-
prisingly high level of resolution and support for these eight
characters. The phylogenetic signal retrieved from ambigu-
oudly aligned regions was most often complementary to the
signal provided by nonambiguous sites. Of the 21 internodes
with support =50% generated by the MP2 bootstrap analysis,
11 internodes had bootstrap values increased by an increment
of at least 10% when compared to the MP1 bootstrap values,
and six of these bootstrap values went from <70% to =70%
(Fig. 2). Although topologies obtained from the separate anal-
yses of unambiguous sites and INAASE characters were con-
siderably different, no conflict was detected using the recip-
rocal 70% bootstrap criterion (see Materials and Methods),
and, therefore, the two data sets were combined.

A total of 12 equally most parsimonious trees was found
in one island that was hit 1000 times with the MP3 search
based on combined unambiguously aligned sites and INAA-
SE characters (Fig. 3). The score of the best tree was 473.70
steps. The inclusion of the eight ambiguously aligned regions
as coded characters explains the increase in resolution from
575 to 12 equally most parsimonious trees and the faster
computing time when the analysis was performed on the
combined data set. The number of internodes with bootstrap
support =70% went from 13, when the analysis was restrict-
ed to unambiguously aligned sites (MP1), to 25 when the
eight INAASE characters were added to these unambiguous
sites (Figs. 1 and 3).

Five equally most likely trees (—In 874.90079), hit 183
times out of 1000 RAS, resulted from the ML search. The ML
analysis generated a more resolved consensus tree with only
five equally optimal trees compared to 12 for MP3. However,
only 13 internodes have high support values (posterior prob-
ability [PP] = 94%) with BIMCMC (Fig. 4) compared to 25
(bootstrap proportion [BP] = 70%) for MP3 (Fig. 3). This
extra level of support comes from the phylogenetic signal that
was recovered with the eight INAASE characters from ambig-
uously aligned portions of the alignment (Fig. 2). When the
MP bootstrap analysis was performed on the same data set
that was used for the B/IMCMC analysis, i.e., without the eight
INAASE characters, internodes with high support were vir-
tually the same (compare Fig. 1 with Fig. 4). The BMCMC
approach did provide significant support for two internodes
that never received bootstrap support =70% (Fig. 4).
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Letharia columbiana
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Caloplaca thallincola
Caloplaca demissa 1
Caloplaca demissa 3
Caloplaca demissa 2
Caloplaca chlorina
Caloplaca aurantia
Caloplaca cerina 2
Caloplaca cerina 1
Fulgensia australis 2
Fulgensia australis 1
Caloplaca dolomiticola
Caloplaca alpigena
Caloplaca gloriae 1
Caloplaca gloriae 2
Fulgensia fulgida 5
Fulgensia fulgida 6
Fulgensia fulgida 1
Fulgensia fulgida 2
Fulgensia fulgida 3
Fulgensia fulgida 4
Fulgensia subbracteata 1
Fulgensia subbracteata 2
Fulgensia fulgens 1
Fulgensia fulgens 3
Fulgensia fulgens 2
Fulgensia fulgens 4
Fulgensia pruinosa 1
Fulgensia pruinosa 2
Fulgensia bracteata ssp. deformis
Fulgensia bracteata var. alpina
Fulgensia bracteata
"Fulgensia desertorum 1"
"Fulgensia desertorum 2"
Caloplaca flavorubescens
Caloplaca flavovirescens
Caloplaca crenularia
Caloplaca variabilis 1
Caloplaca variabilis 2
Caloplaca ignea
Caloplaca lithophila
Xanthoria elegans 3
Xanthoria elegans 2
Xanthoria sorediata
Caloplaca pyracea
Xanthoria parietina 1
Xanthoria parietina 2
Xanthoria resendei
Caloplaca marina ssp. marina
Caloplaca marina ssp. ameticana
Caloplaca maritima
Fulgensia schistidii 3
Fulgensia schistidii 1
Fulgensia schistidii 2
Caloplaca biatorina
Caloplaca arnoldii
“Xanthoria elegans 1"
Caloplaca saxicola
Xanthoria fallax

Relationships among Fulgensia species and selected members of Caloplaca and Xanthoria, based on internal transcribed spacer (ITS) unambiguously

aligned sites only. Magjority-rule consensus tree of 575 equally most parsimonious trees generated by the maximum parsimony (MP1) analysis. Tree length =
288.19 steps. Numbers above each internode represent the percentage of these 575 trees that share these specific topological bipartitions. Numbers in boldface
type below internodes are the percentages (=50%) of 10000 bootstrap replicates supporting specific topological bipartitions. Bootstrap values with one asterisk

are =70% and bootstrap values with two asterisks are =90%.
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100 Caloplaca lithophila
95** 100 Xanthoria elegans 3
(i00] IT: Xanthoria elegans 2
(62 ] L Xanthoria sorediata
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Fig. 2. Relationships among Fulgensia species and selected members of Caloplaca and Xanthoria, based only on eight INAASE characters derived from
internal transcribed spacer (ITS) ambiguously aligned regions. Majority-rule consensus tree of 5712 equally most parsimonious trees generated by the maximum
parsmony (MP2) analysis. Tree length = 173.00 steps. Numbers above each internode represent the percentage of these 5712 trees that share these specific
topological bipartitions. Numbers in boldface type below internodes are the percentages (=50%) of 10000 bootstrap replicates supporting specific topological
bipartitions. Bootstrap values with one asterisk are =70%, and bootstrap values with two asterisks are =90%. Boxes indicate 11 internodes with bootstrap
values that increased by an increment of 10% or more compared to MP1 bootstrap values. Double boxes show six of these 11 internodes with bootstrap values

=70% that were <70% in the MP1 analysis.

The outgroup rooted the ingroup always at the same inter-
node, except for MP2 which was based strictly on the eight
INAASE characters and lacked support. Even if our taxon
sampling for the outgroup and ingroup was different from
Arup and Grube (1999), our rooting of the ingroup is in total
agreement with the result shown in their Fig. 4.

Phylogenetic relationships—QOur results suggest that Cal-
oplaca, Xanthoria, and Fulgensia are part of two main line-
ages within the Theloschistaceae: lineage 1 (PP = 99%, Fig.
4) and lineage 2 (BP = 89%, Fig. 3). Because Xanthoria and
most lobate Caloplaca species are restricted to lineage 1, this
lineage seems to include fewer species and to be more ho-
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Fig. 3. Relationships among Fulgensia species and selected members of Caloplaca and Xanthoria, based on internal transcribed spacer (ITS) unambiguously
aligned sites combined with eight INAASE characters. Strict consensus tree of 12 equally most parsimonious trees generated by the maximum parsimony (MP3)

andlysis. Tree length =

473.70 steps. Numbers above each internode represent the percentages (=50%) of 10000 bootstrap replicates supporting specific

topological bipartitions. Bootstrap values with one asterisk are =70%, and bootstrap values with two asterisks are =90%. Boxes indicate all internodes with
bootstrap support =70% that were <70% in the MP1 analysis, and double boxes show internodes with bootstrap support =70% that were <70% in the MP1

or MP2 analysis.

mogeneous than lineage 2. By including most members of
Fulgensia and several representatives of at least five groups
of Caloplaca (sensu Clauzade and Roux, 1985), lineage 2 is
the most phenotypically diverse.

Fulgensia has three independent origins, confirming the po-

lyphyly of this genus by Kasalicky et al. (2000). One of these
origins gave rise to the largest group of Fulgensia species
(BP = 95%, Fig. 3; PP = 98%, Fig. 4) and corresponds to

the Fulgensia sensu stricto (s.s.) group proposed by Kasalicky

et al. (2000). Fulgensia s.s. and F. australis are part of lineage
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Fig. 4. Relationships among Fulgensia species and selected members of Caloplaca and Xanthoria, based on internal transcribed spacer (ITS) unambiguously
aligned sites only. One of the five equally most likely trees generated by the maximum likelihood search (—In likelihood = 874.90079). All internodes present
in the strict consensus of these five trees are highlighted with thicker branches. Numbers above each internode represent posterior probabilities >50%. One
asterisk indicates scores =95%, and two asterisks show scores =99%. Posterior probalities in boxes indicate two internodes with high support that never

received bootstrap support =70% in MP1-MP3 analyses.

2 of the Teloschistaceae, whereas F. schistidii is part of lineage
1 of this family.

Our B/IMCMC analysis shows that Fulgensia s.s. is nested
within a subgroup of Caloplaca part of lineage 2. Exact re-
lationships among the main species groups within lineage 2
remain uncertain with ITS. However, a closer (monophyletic)
relationship of Fulgensia s.s. to Caloplaca gloriae Llimona &

Werner, C. flavovirescens (Wulfen) DT. & Sarnth, and C. fla-
vorubescens was found to be statistically significant (PP =
98%, Fig. 4).

The phylogenetic position of Fulgensia australis within lin-
eage 2 is aso uncertain. Both the MP and the ML analyses
suggest a close relationship with C. dolomiticola (Hue) Zahlbr.
and C. alpigena Poelt ined. (current name: C. macrocarpa
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(Anzi) Zahlbr.), but virtually without any support (Figs. 3 and
4). Caloplaca variabilis (Pers.) Mull. Arg. was aways at the
base of lineage 2 in the combined analyses, but did not receive
statistical support.

In general, the level of uncertainty is also high for relation-
ships among main groups within lineage 1, except for the Xan-
thoria fallax group, which was constantly found to be part of
the first divergence that took place within this lineage (PP =
94%, Fig. 4, BP = 72%, Fig. 3). This result is in agreement
with the ITS tree from Arup and Grube (1999).

Fulgensia schistidii is most likely to form a monophyletic
group with members of the Caloplaca saxicola group (BP =
73%, Fig. 3), rather than being nested within Fulgensia where
it has been classified traditionally (Poelt, 1965) or being sister
to Xanthoria parietina according to Kasalicky et al. (2000).
In agreement with Arup and Grube (1999), C. marina (Wedd.)
Zahlbr. and C. maritima B. de Lesd. are sister species with
strong support. However, by adding Fulgensia species (Kas-
aicky et al., 2000) to the data set of Arup and Grube (1999),
we lost the high support for the sister relationship of C. lith-
ophila H. Magn. to the C. marina group.

Our study revealed a sister relationship between X. sore-
diata (Vain.) Poelt and X. elegans (Link) Th. Fr. (BP = 71%,
Fig. 3), as well as between X. parietina and X. resendei Poelt
& Tav. (BP = 79%, Fig. 3). However, one specimen of ““X.
elegans”’ (individual 1) was always found to be sister to C.
arnoldii (BP = 63%, Fig. 3; PP = 95%, Fig. 4). This spec-
imen of “X. elegans’ with **compact thalli’’ was collected
in eastern Antarctica and was part of a phylogenetic study
by Dyer and Murtagh (2001). Based on their Figs. 2 and 4,
this *“ Xanthoria elegans”’ with compact thalli is very likely
a misidentified member of the C. saxicola group (GenBank
AF278753). Even if we reassign ‘‘ Xanthoria elegans 1" to
Caloplaca saxicola sensu lato, our results clearly show that
Xanthoria and Caloplaca do not form monophyletic groups
(Figs. 3 and 4).

DISCUSSION

When comparing trees resulting from MP (with and without
INAASE characters) and ML, we find few differences. The
most obvious topological discrepancies were unsupported by
BP or PP We regard the analyses with MP3 (Fig. 3) and ML
(Fig. 4) as being the most accurate reconstruction of the un-
derlying phylogeny.

Adequacy of ITS in resolving relationships within the Te-
loschistaceae—One important finding to emerge from this
study is that in spite of the small number (eight) of ambiguous
regions that we were able to convert to characters with INAA-
SE, these eight characters alone were able to generate a high
level of resolution. However, the highest level of confidence
with MP was obtained when these eight INAASE characters
were added to the data matrix containing the nonambiguously
aligned sites. Doing so, the number of internodes with boot-
strap support =70% was more than doubled compared to the
MP1 analysis.

It is clear that large I TS data sets within the Tel oschistaceae
will greatly benefit from methods like INAASE that are de-
signed to recover phylogenetic signal from these ambiguously
aligned regions. In this particular case, using B/MCMC, which
seems to be a more statistically powerful method to assess the
level of phylogenetic uncertainty (Alfaro et a., 2002; Kauff
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and Lutzoni, 2002), is not superior to using parsimony boot-
strap with INAASE characters. This is likely to be true for
alignments with high percentages of sites that are ambiguously
aligned, until B/MCMC methods and ML searches can accom-
modate multiple models simultaneously, including models for
characters with character states other than the usual four nu-
cleotides (e.g., INAASE or morphological characters). It is
possible that ITS aone could provide sufficient phylogenetic
information to fully resolve relationships within the Teloschis-
taceae and provide high support values for most internodes, if
a new method could capture phylogenetic signal from all am-
biguously aligned regions instead of being restricted to eight
of the 16 regions we delimited for this study.

Phylogenetic relationships of Fulgensia species within the
Teloschistaceae—Fulgensia pruinosa had been included in
subgenus Candelariopsis with F. australis, F. chanousiae, and
F. schistidii by Poelt (1965). Westberg and Karnefelt (1998),
Kasalicky et a. (2000), and this study demonstrate that F.
pruinosa belongs to the subgenus Fulgensia, corresponding to
Fulgensia s.s. This group is characterized by a homogeneous
cortical layer and abundant pruina

As for Kasalicky et a. (2000), our analyses could not dis-
tinguish “‘F. desertorum” from F. bracteata. The high simi-
larity of the ITS and LSU sequences suggest that more char-
acters are needed to resolve this relationship. We believe that
because of the overall phenotypic similarity of ““F. deserto-
rum”’ to F. fulgens, this odd result may also be explained by
misidentification of the two specimens used by Kasalicky et
al. to represent “‘F. desertorum.” Typical F. desertorum is
xerophilous and of irano-turanian distribution (X. Llimona,
personal communication), whereas specimens used by Kasal-
icky et al. (2000) have a very different ecology and were col-
lected in Norway and northern Italy.

We confirm the conclusion by Westberg and Karnefelt
(1998) and Kasdlicky et al. (2000) that Fulgensia australis
does not belong to Fulgensia s.s. However, its phylogenetic
placement is still unknown. This might be resolved by includ-
ing more related taxa. For example, species from the Calopla-
ca aurea group share several morphological similarities with
F. australis, i.e., lack of pruina, presence of septate spores,
and saxicolous habit. Additional molecular characters might
also be necessary to resolve the phylogenetic relationship of
this problematic species.

Because of its placement in lineage 1, F. schistidii appears
to be the most distantly related species to Fulgensia s.s. West-
berg and Karnefelt (1998) already pointed out the particularity
of this species, creating a monospecific group for it. Our study
revealed a tight relationship between F. schistidii and species
of the C. saxicola group. The yellow-orange color, the septate
spores, the compact cortex and medulla, as well as the pres-
ence of lobes (though sometimes highly reduced) corroborate
in part this relationship.

Taxonomic conclusions—The type species of Caloplaca
(C. cerina) is nested within lineage 2, together with Fulgensia
s.s. and severa morphologically diverse Caloplaca groups.
Hence, lineage 2 forms a heterogenous group for which it is
not yet possible to determine the taxonomic rank without a
more extensive taxon sampling and more characters. However,
we can conclude that this taxonomic unit contains both Cal-
oplaca s.s. and Fulgensia s.s. We can aso conclude that Ful-
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gensia australis (Arnold) Poelt should revert to Caloplaca
australis (Arnold) Zahlbr.

Lineage 1 is mostly formed by yellowish-orange lobed spe-
cies that seem to be centered around subgenus Gasparrinia
(Torn.) Th. Fr. (sensu Clauzade and Roux, 1985). Some of the
most extreme forms in this lineage are represented by Xan-
thoria species, Fulgensia schistidii, and Caloplaca pyracea
(Ach.) Th. Fr. Therefore, lineage 1 forms a fairly homoge-
neous group, especially when compared to lineage 2. In this
context, the generic rank could be interpreted as being the
most appropriate for lineage 1. Given that Xanthoria parietina,
the type of Xanthoria, is part of this lineage, the name Xan-
thoria is available for lineage 1. This would mean that all
Caloplaca species in this lineage and Fulgensia schistidii
would have to be transferred to Xanthoria.
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APPENDIX. Voucher information and GenBank accession numbers for 62 ITS sequences included

in the study.

Taxon

Voucher

GenBank
accession no.

Caloplaca alpigena Poelt ined.
C. arnoldii (Wedd.) Zahlbr.
C. aurantia (Pers.) Hellb.

C. biatorina (A. Massal.) J. Steiner
C. cerina (Ehrh. ex Hedw.) Th. Fr. 1
C. cerina 2

C. chlorina (Flot.) Sandst.

C. crenularia (With.) Laundon

C. demissa (Korb.) Arup & Grube 1
C. demissa 2

C. demissa 3

C. dolomiticola (Hue) Zahlbr.

C. flavorubescens (Huds.) Laundon
C. flavovirescens (Wulfen) DT. & Sarnth
C. gloriae Llimona & Werner 1

C. gloriae 2

C. ignea Arup

C. lithophila H. Magn.

C. marina ssp. americana Arup

C. marina ssp. marina (Wedd.) Zahlbr.
C. maritima B. de Lesd.

C. pyracea (Ach.) Th. Fr.

C. saxicola (Hoffm.) Nordin

C. thallincola (Wedd.) Du Rietz

C. variabilis (Pers.) Miill. Arg. 1

C. variabilis 2
Fulgensia australis (Arnold) Poelt 1
F. australis 2

F. bracteata (Hoffm.) Résdnen

F. bracteata ssp. deformis (Erichs.) Poelt
F. bracteata var. alpina (Th. Fr.) Ridsdnen
“F. desertorum 1”

“F. desertorum 2”

F. fulgens (Sw.) Elenkin 1

F. fulgens 2

F. fulgens 3

F. fulgens 4

U. Arup and M. Grube®

U. Arup and M. Grube®

Catalonia (Spain), E. Gaya et al.
(BCC-lich. 13681)°

U. Arup and M. Grube®

Germany, H. Schwaiger et al. 5839 (M)*
U. Arup and M. Grube®

U. Arup and M. Grube®

U. Arup and M. Grube®

Europe, U. Arup and M. Grube®
North America, U. Arup and M. Grube®
Europe, U. Arup and M. Grube®

U. Arup and M. Grube®

Sweden, M. Wedin 6140 (BM)*

U. Arup and M. Grube®

Canary Islands, X. Llimona
(BCC-lich. 13177)"

Canary Islands, A. Gémez et al.
(BCC-lich. 13793)°

U. Arup and M. Grube®

U. Arup and M. Grube®

U. Arup and M. Grube®

U. Arup and M. Grube®

U. Arup and M. Grube®

U. Arup and M. Grube®

U. Arup and M. Grube®

Almeria (Spain), U. Sochting
(BCC-lich. 13796)"°

Catalonia (Spain), P. Navarro-Rosinés
and N. Hladtn (BCC-lich. 10054)°
U. Arup and M. Grube®

Austria, J. Poelt (BM)*

Catalonia (Spain), E. Gaya and A. Gomez 239

(BCC-lich.)®

Greece, U. Trinkaus 320 (GZU)*
Greenland, E. S. Hansen (BM)°
Austria, W. Obermayer 7158 (GZU)*
Italy, P. L. Nimis and J. Poelt (GZU)*

Norway, R. Haugan and E. Timdal 8123 (O)*

Great Britain, J. M. Gray (BM)°

Italy, F. Ceni and A. Vezda (BM)*
Slovakia, Z. Palice (Hb. Palice)®
Sweden, S. Rui and E. Timdal 8151 (O)*

AF353956
AF353952

AY233219
AF353953
AF279885
AF353958
AF353959
AF353965
AF353960
AF353961
AF353962
AF353957
AF279887
AF353966

AF101281

AY233220
AF353950
AF353945
AF353947
AF353946
AF353948
AF353949
AF353951

AY233218

AY233224
AF353963
AF277663

AY233223
AF277665
AF277669
AF277664
AF277671
AF277672
AF278769
AF278770
AF278771
AF278773
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F. fulgida (Nyl.) Szatala 1 Italy, P.L. Nimis and M. Tretiach 22131 (TSB)° AF278774
F. fulgida 2 Greece, U. Trinkaus and M. Grube (GZU)* AF278776
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APPENDIX. Continued

Genbank

Taxon Voucher accession no.
F. fulgida 3 France, G. Rambold and D. Triebel 6254 (M)°  AF279875
F. fulgida 4 France, G. Rambold and D. Triebel 6254 (M)°  AF279876
F. fulgida 5 Catalonia (Spain), E. Gaya (BCC-lich. 13792)°  AY233221
F. fulgida 6 France, P. Navarro-Rosinés (BCC-lich. 13791)°  AY233222
F. pruinosa (Korb.) Poelt 1 Austria, A. Wilfling and M. Mosinger (GZU)® AF279879
F. pruinosa 2 Austria, A. Wilfling and M. Mdsinger

(Hb. Wilfling)* AF279880
F. schistidii (Anzi) Poelt 1 Italy, P. L. Nimis and M. Tretiach 24042 (TSB)° AF279881
F. schistidii 2 Romania, M. Zamfir 125981 (UPS)* AF279882
F. schistidii 3 Catalonia (Spain), E. Gaya and X. Llimona

(BCC-lich. 13794)" AY?233225
F. subbracteata (Nyl.) Poelt 1 Greece, U. Trinkaus and M. Grube (GZU)* AF279883
F. subbracteata 2 Greece, U. Trinkaus and M. Grube (GZU)* AF279763
“Xanthoria elegans 1” Antarctica, P. S. Dyer and G.J.Murtagh® AF279768
X elegans (Link) Th. Fr. 2 Great Britain, P. S. Dyer and G.J.Murtagh® AF279763
X elegans 3 Wyoming (USA), P. S. Dyer and G.J.Murtagh®  AF279768
X fallax (Hepp) Arnold U. Arup and M. Grube® AF353955
X parietina 1 (L.) Th. Fr. U. Arup and M. Grube® AF353943
X. parietina ssp. calcicola (Oxner) Clauz. & Roux 2U. Arup and M. Grube® AF353944
X. resendei Poelt & Tav. Canary Islands, X. Llimona (BCC-lich. 13175)!  AF101283
X sorediata (Vain.) Poelt Sweden, A. Tehler 7883 (S) AF224348
Letharia columbiana (Nutt.) J. W. Thomson British Columbia, Thell and Veer BC 96245 (LD)®AF115762
L. vulpina (L.) Hue British Columbia, Y. Yamamoto BC1(UC)" AF228470
Protoparmelia badia (Hoffm.) Haf. U. Arup and M. Grube® _ AF070023
Usnea arizonica Mot. Napa Co., California (USA), Kroken, S.' AF297732

* Sequences published by Arup and Grube (1999). Neither locality nor voucher information are mentioned in this

publication.

® Sequences generated in this study.
“Sequences published by Kasalicky et al. (2000).

4 Sequences published by Martin and Winka (2000).
¢ Sequences published by Dyer and Murtagh (2001). (Authors note: Voucher specimens have been deposited at
CABI Bioscience [UK Centre] and have been assigned the following IMI number: IMI 384688.)

Sequences published by Lohtander et al. (2000).
€ Direct submission to GenBank by A. Thell.

" Sequences published by Kroken and Taylor (2001).

" Direct submission to GenBank by S. Kroken.






