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Resumen

El género de liquenes Hypogymnia presenta dos endemismos para la Macaronesia: H.
tavaresii e H. madeirensis, cuya presencia se encuentra ligada a los bosques de laurisilva
de estos archipiélagos. Debido a su distribucion restringida y al grado de amenaza de su
habitat, dichas especies han sido consideradas como candidatas a entrar en la Lista Roja
de Liquenes de Espafia y Portugal y se procede a su revision. Ambas especies son
morfolégicamente muy similares y los limites entre ambas no estan claros. Hasta el
momento, la principal forma de diferenciarlas es a través de su composicion quimica,
siendo la presencia del acido fisodalico el compuesto que tradicionalmente se ha
empleado para distinguirlas. Se ha demostrado que la composicion quimica de algunas
especies del género Hypogymnia puede variar en funcion de condiciones climaticas,
geogréficas o incluso dependiendo de las caracteristicas fisico/quimicas de las cortezas
de sus hospedadores. A ello se suma el hecho de que dentro del género hay descritas
especies que presentan varios quimiotipos. Los estudios moleculares en el género son
escasos y ninguno se ha centrado en estos taxones. Con el objetivo de dilucidar la
identidad de ambas especies y comprobar si se trata de taxones diferentes 0 meros
quimiotipos de una misma especie se realiza el presente estudio desde un enfoque
integrativo, empleando técnicas morfoldgicas, quimicas y filogenéticas. Los resultados
obtenidos no apoyan la independencia de estos dos taxones por lo que se propone
considerarlas quimiotipos de la misma especie y su sinonimizacién. Siguiendo el
principio de preferencia que dicta el codigo internacional de nomenclatura para algas,
hongos y plantas (Cédigo de Shenzhen) el nombre que prevaleceria seria Hypogymnia

madeirensis.

Palabras clave: Hypogymnia madeirensis, Hypogymnia tavaresii, liquenes,

Macaronesia, taxonomia integrativa.



Abstract

The lichen genus Hypogymna includes two endemics for Macaronesia: H. tavaresii and
H. madeirensis, whose distribution is restricted to the laurel forests of these archipelagos.
Due to their restricted geographical range and the degree of threat to their habitat, these
species have been considered as candidates for inclusion in the Red List of Lichens of
Spain and Portugal, and a review is underway. Both species are morphologically very
similar, and the boundaries between them are not clear. So far, the main way to
differentiate them is through their chemical composition, with the presence of physodic
acid being the compound traditionally used to distinguish them. It has been demonstrated
that the chemical composition of some species in the Hypogymnia genus can vary
depending on climatic and geographic conditions or even depending on the
physical/chemical features of their host tree bark. Additionally, there are described
species within the genus that present various chemotypes. Molecular studies in the genus
are scarce, and none have focused on these taxa. In order to elucidate the identity of both
species and determine whether they are different taxa or just chemotypes of the same
species, the present study is conducted using an integrative approach, employing
morphological, chemical, and phylogenetic techniques. The results obtained do not
support the independence of these two taxa, so it is proposed to consider them as
chemotypes of the same species and their synonimyzation. Following the principle of
priority dictated by the International Code of Nomenclature for algae, fungi and plants

(Shenzhen Code), the prevailing name would be Hypogymnia madeirensis.

Keywords: Hypogymnia madeirensis, Hypogymnia tavaresii, integrative taxonomy,

lichens, Macaronesia.



Introduccion

La region biogeografica macaronésica abarca los archipiélagos de Azores, Madeira,
Salvajes, Canarias y Cabo Verde, localizados en la parte oriental del Atlantico Norte, y
una zona del litoral noroccidental africano (Figura 1) (Santaolalla Fragero, 1997,
Castanho et al., 2021). Todos estos conjuntos de islas son de origen volcanico y oceanico.
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Figura 1. Localizacion de la regién macaronésica. Fuente: Castanho et al. (2021).

La flora y vegetacién de la Macaronesia comparten un origen comdn que data del
Mioceno, época en la que las diasporas de los diferentes taxones migraron desde los
territorios continentales e insulares adyacentes, es decir, Africa, Europa y las islas
atlanticas macaronésicas mas antiguas, hasta las islas actuales (Rivas-Martinez, 2009).
Los archipiélagos que presentan mayor similitud en su flora y vegetacion son Canarias y

Madeira que, junto con Azores, forman la llamada Laurimacaronesia (Kunkel, 1993).

Actualmente, el concepto Macaronesia esta en discusion. Segun Rivas-Martinez (2009),
no es posible definir una region comun debido a las condiciones bioclimaticas, floristicas
y vegetacionales actuales y que han existido durante milenios. Asi, existe una variable
afinidad bidtica entre los archipiélagos, que es mas clara en el medio terrestre que en el

marino (Fernandez-Palacios, 2019).

Las islas Canarias son el archipiélago macaronésico situado a menor distancia del

continente mas proximo, siendo 94 km los que separan la isla mas cercana al continente
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(Fuerteventura) de la costa africana. Esta formado por ocho islas (El Hierro, La Palma,
La Gomera, Tenerife, Gran Canaria, Fuerteventura, Lanzarote y La Graciosa), cinco
islotes (Montafa Clara, Alegranza, Roque del Este, Roque del Oeste y Lobos) y siete
roques (los de Salmor, Fasnia, Bonanza, Garachico, Anaga, Gando y el Farallon de
Sardina). En su conjunto tiene una superficie de 7492 km? y una poblacion aproximada
de 2 millones de habitantes, concentrados especialmente en las islas capitalinas (Tenerife
y Gran Canaria) (ISTAC, 2023).

La Region Macaronésica se caracteriza por sus elevados indices de biodiversidad y
endemicidad en una gran variedad de organismos (Juan et al., 2000). En este sentido,
Canarias cuenta con 16 124 especies descritas, de las cuales 4354 son endémicas (~ 27%).
Dentro de estas ultimas, el 16% son endemismos de una sola isla y el 11%, endemismos
pluriinsulares (Gobierno de Canarias, 2023). Debido a esta elevada diversidad bioldgica
y su alto grado de amenaza, Canarias pertenece al punto caliente o hotspot de
biodiversidad de la Cuenca del Mediterraneo. Concretamente en el archipiélago hay
catalogadas 101 especies en peligro critico (47 plantas y 57 animales) y 141 en peligro
(72 plantas y 69 animales) (IUCN, 2023).

En cuanto a la diversidad liquénica del archipiélago, segln las ultimas revisiones, en
Canarias hay citadas aproximadamente 1800 especies de liquenes (incluyendo hongos
liguenicolas) de las que en torno al 4% de las especies serian endémicas (Pérez-Vargas et

al., ined).

Los liquenes son, por definicidn, organismos simbidticos formados normalmente por un
hongo (el micobionte) y uno o mas organismos fotosintéticos (el fotobionte), que puede
ser un alga verde o una cianobacteria (Nash I, 2008; Honegger, 2008; Sanders y
Masumoto, 2021). Aunque la naturaleza dual de la mayoria de los liquenes esta
ampliamente reconocida existen algunas especies en las que en esta simbiosis participan
tres (liquenes tripartitos) o mas socios (Nash 111, 2008). Recientemente, se ha descubierto
la presencia de otras especies fungicas que podrian estar ligadas a la simbiosis (Spribille
et al., 2016). Ademas, se han hallado nhumerosas comunidades bacterianas que parecen
jugar un papel clave en la simbiosis (Grimm et al., 2021). Es por ello que algunos autores
(Lucking et al., 2021) han propuesto una nueva definicion de “liquen” identificandolo
como un microecosistema estable y autosuficiente de organismos que conviven alrededor

de un micobionte primario y un fotobionte primario (y, en ocasiones, secundario).



Tradicionalmente se ha creido que los liquenes eran organismos con amplios rangos de
distribucion, no siendo comun la existencia de especies endémicas si los comparamos con
otros grupos de organismos sésiles como las plantas vasculares (Galloway, 2008). Esto
se debe fundamentalmente al pequefio tamafio de sus diasporas, ya sean estas asexuales
o0 sexuales, que son transportadas facilmente a grandes distancias por las corrientes de los
vientos (Werth et al., 2006; Damialis et al., 2007; Scheidegger y Werth, 2009; Golan y
Pringle, 2017). En contraposicion, Frahm (2007) afirma que las criptbgamas, entre las
que se encuentran los liquenes, pueden estar altamente restringidas por factores como la
competicion, la preferencia por habitats especializados y la incapacidad para acceder y/o
sobrevivir a las corrientes atmosféricas. El uso de técnicas moleculares ha revelado en
los ultimos afios que el patron de endemicidad en este tipo de organismos es mas comun
de lo que se pensaba (Serusiaux et al., 2011; Moncada et al., 2014; Lucking et al., 2014;
Pérez-Vargas y Péerez Ortega; 2014; Simon et al., 2018, Garrido-Benavent et al., 2023;
Licking et al., 2023). Ademas, ciertas regiones como algunos archipiélagos insulares
(entre los que se encuentra Macaronesia) parecen tener tasas de endemicidad mas
elevadas que otras areas (Nash 111, 2008). En nuestras islas, la mayor riqueza y diversidad
de liquenes aparece en el monteverde (Pérez-Vargas et al., 2017), uno de los habitats
naturales citados en el anexo | de la Directiva de Habitats y que cuenta con una superficie
de 7052,6 Ha (Gobierno de Canarias, s.f.).

El término monteverde incluye la laurisilva y el fayal-brezal. La laurisilva es la
comunidad maés rica de Canarias y constituye un relicto de la flora que pobl6 los margenes
del mar de Tetis, precursor del Mediterraneo, durante el Terciario (66-2,6 Ma)
(Fernandez-Palacios y Martin-Esquivel, 2001). Se le considera la representacion del

mundo tropical en las islas Canarias (Fernandez-Palacios et al., 2017).

El monteverde se sitla en las laderas orientadas a barlovento en las islas de La Palma, El
Hierro, La Gomera, Tenerife y Gran Canaria, a altitudes comprendidas entre los 600 y los
1400 m s.n.m. (Santolalla Fragero, 1997). La precipitacion horizontal puede triplicar la

precipitacion vertical debido a la influencia de las nieblas del alisio (Marzol-Jaén, 2013).

El monteverde ha sufrido un retroceso muy acusado desde el asentamiento de poblaciones
humanas en las islas Canarias, estimandose que actualmente solo se conserva el 12% de
su extension original (del Arco et al., 2006; 2010). Los aborigenes canarios, a través del
uso del fuego y al introducir y asilvestrar ganado, tuvieron un efecto importante sobre los
territorios dominados por este bosque, y a partir de la conquista castellana se produce una
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desaparicion progresiva de la laurisilva (Fernandez-Palacios et al., 2017). Sin embargo,
hoy en dia en muchos lugares se puede observar una regeneracion espontanea de este
bosque, debido fundamentalmente al cambio en el modelo de desarrollo econdémico (de
agricola a turismo de masas), que tuvo lugar a partir de los afios setenta del siglo pasado,
y a la aplicacion de politicas de proteccién activa del medio natural (Fernandez-Palacios
et al., 2004; 2010).

La familia Parmeliaceae es la mas numerosa dentro no sélo del orden Lecanorales
(Miadlikowska et al., 2006), sino de todos los hongos liquenizados. Los estudios
moleculares de Crespo et al., (2007) dividen la familia en seis clados (Parmelioide,
Alectorioide, Psiloparmelioide, Cetrarioide, Hypogymnioide y Letharoide). El clado
Hypogymnioide lo conforman los géneros Arctoparmelia, Brodoa, Hypogymnia y
Pseudevernia, todos ellos monofiléticos (Divakar et al., 2019). De ellos Hypogymnia es
el género mas diverso. Los caracteres morfoldgicos son importantes dentro de estos
clados, cuya Unica caracteristica morfolgica comun es la presencia de una médula laxa
0 hueca (Crespo et al., 2007). La filogenia refleja un patron biogeografico
estadisticamente significativo, donde los taxones endémicos a escala continental tienden,
mayoritariamente a ocurrir dentro de un mismo grupo filogenético (Miadlikowska et al.,
2011).

Hypogymnia (Nyl.) Nyl. es un género de liquenes que cuenta con aproximadamente un
centenar de especies a nivel mundial (Miadlikowska et al., 2011; Nimis, 2022). Aparece
en todos los continentes, a excepcion de la Antartida, y se desarrolla en areas desde
templadas hasta subpolares, alcanzando su mayor diversidad en climas oceanicos y
suboceanicos del Hemisferio Norte (Miadlikowska et al., 2011; Elvebakk, 2011; Nimis,
2022).

El estudio de los liquenes actualmente incluidos en este género fue muy temprano,
existiendo trabajos en Europa de mediados del siglo XVIII (McFarlin, 1991). En los afios
60 dos influyentes liquenologos, Poelt y Hale, empezaron a considerar Hypogymnia como
un género separado de Parmelia, tal y como Nylander habia propuesto a finales del siglo
XIX (McFarlin, 1991).

En cuanto a sus caracteristicas generales, estos liquenes se caracterizan por presentar talos
foliaceos de color gris verdoso a gris parduzco (Brodo et al., 2001). Estan formados por

I6bulos hinchados y huecos que por su cara inferior son de color negro y en muy pocas



especies aparecen rizinas (Calatayud y Sanz, 2000; Wei et al., 2015). Sus fotobiontes son
algas verdes del género Trebouxia (Brodo et al., 2001). Presentan apotecios lecanorinos,
con ascos que contienen ocho esporas simples, hialinas y de forma elipsoide a subesférica
(Nimis, 2022). Las sustancias liquénicas que se encuentran comunmente en las especies
de Hypogymnia son dépsidos (atranorina y cloroartranorina) y depsidonas del B-orcinol
(&cidos fisddico, isofisddico, fisodalico, protocetrarico, 3-hidroxifisodico, 2-O-
metilfisddico, vitatolico, alectorénico y apinatico), dos categorias principales de
sustancias liquénicas (Elix, 1979; Wei y Wei, 2005; Elvebakk, 2011; McCune et al.,
2011; Goward et al., 2012; Rodriguez-Pérez et al., 2016; McCune y Conway, 2022).
Otras sustancias no tan comunes en las especies de este género son los acidos alectorénio,
usnico, barbatico, norbarbatico, olivetorico, virénsico, escuamatico, diffractaico,

elatinico e hipotamnolico y el 1'-metilhipotamnolato (McCune y Wang, 2014).

Se han llevado a cabo diversas revisiones del género Hypogymnia en regiones diferentes,
como en Australasia (Elix, 1979), Groenlandia (Steen-Hansen y McCune, 2010), Chile
(Elvebakk, 2011), Himalaya (McCune et al., 2012) o el suroeste de China (McCune y

Wang, 2014), sin embargo, no existe ninguna revisién en Macaronesia ni en Europa.

En Macaronesia, las especies de Hypogymnia estan restringidas a los archipiélagos de
Madeira y Canarias, de forma que las Gltimas listas de especies de Azores y Cabo Verde
no citan ninguna especie de este género (Hafellner, 1999; Hafellner, 2002; Sanchez-Pinto
y Rodriguez, 2005; Hafellner, 2005; Hafellner, 2008).

En el archipiélago de Madeira aparecen cuatro especies, con una distribucién restringida

a la isla de Madeira (Carvalho et al., 2008). Estas son:

e Hypogymnia madeirensis (Tav.) D. Hawksw.
e Hypogymnia physodes (L.) Nyl.

e Hypogymnia tubulosa (Schaer.) Hav.

e Hypogymnia vittata (Ach.) Parrique.

Por su parte, en Canarias hay citadas seis especies del género Hypogymnia, distribuidas
por las islas occidentales (Tenerife, La Gomera, La Palmay El Hierro) y Gran Canaria:
e Hypogymnia laminisorediata D. Hawks. & Poelt.
e Hypogymnia madeirensis (Tav.) D. Hawksw.

e Hypogymnia physodes (L.) Nyl.



e Hypogymnia tavaresii D. Hawksw. & P. James.
e Hypogymnia tubulosa (Schaer.) Hav.
e Hypogymnia vittata (Ach.) Parrique.

Tabla 1. Especies de liquenes del género Hypogymnia presentes en Canarias. H: El Hierro, P: La
Palma, G: La Gomera, T: Tenerife, C: Gran Canaria. Fuente: Gobierno de Canarias (2023).

Especie Islas
Hypogymnia laminisorediata P,G
Hypogymnia madeirensis G
Hypogymnia physodes HPGT
Hypogymnia tavaresii H PG T

Hypogymnia tubulosa HP GTC
Hypogymnia vittata PG.T

De ellas, Hypogymnia madeirensis e Hypogymnia tavaresii son endemismos
macaronésicos (Tavares, 1952; Hawksworth, 1973). H. madeirensis esta citada para
Madeira y La Gomera (Figura 2) e H. tavaresii, para El Hierro, La Palma, La Gomera y
Tenerife (Figura 3) (Gobierno de Canarias, 2023).

Aunque la actual crisis de biodiversidad provocada por el hombre no pueda ser calificada
aun de extincion masiva en términos de porcentaje de especies extinguidas, los indices
actuales de pérdida de biodiversidad se sitGan dentro del rango de las cinco grandes

extinciones masivas del Fanerozoico (Rull, 2022).




Figura 2. Distribucion de Hypogymnia madeirensis en Canarias y Madeira (arriba) y fotografia
de la especie (abajo). Las islas sefialadas en gris son aquellas en las que se distribuye la especie.

Figura 3. Distribucion de Hypogymnia tavaresii en Canarias (arriba) y fotografia de la especie
(abajo). Las islas sefialadas en gris son aquellas en las que se encuentra la especie.
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El reconocimiento de los taxones, sus descripciones y las claves para su determinacion
son esenciales para, en primer lugar, distinguir la existencia de un grupo de seres vivos y,
después, llevar a cabo acciones para su conservacion (lriondo, 2000). Toda la
conservacion se basa en la taxonomia, de forma que no se pueden conservar aquellos
organismos que no se conocen 0 no se pueden identificar y ninguna accién de
conservacion puede proteger especies que no han sido descritas (Mace, 2004; Morrison
et al., 2009; Raposo et al., 2017; Vogel Ely et al., 2017). La taxonomia proporciona
elementos importantes para la cuantificacion y evaluacion de la biodiversidad en la toma
de decisiones de conservacion (Iriondo, 2000), de tal manera que la relacion entre ambas
es muy clara. Asi, la preocupacion sobre el estado de conservacion de un taxén puede
motivar que se lleven a cabo estudios sistematicos sobre él (Funk et al., 2002). A su vez,
un conocimiento mas amplio sobre la sistematica de los organismos puede proporcionar
informacidn relevante para la conservacion y gestion de la biodiversidad (Funk et al.,
2002). Esta relacién cobra especial relevancia en la época actual, en la que uno de los
mayores problemas a los que se enfrentan los seres humanos es la crisis de la
biodiversidad (Dubois, 2003). De esta manera, los intentos por comprender las
consecuencias de los cambios ambientales y la degradacién se ven comprometidos ante
la incapacidad de reconocer y describir los diferentes componentes que interacttan en los
ecosistemas (Mace, 2004).

Ante esta problematica surge un nuevo concepto de taxonomia, la denominada taxonomia
integrativa. El objetivo de esta ciencia es delimitar las unidades de la biodiversidad desde
maltiples perspectivas complementarias, como son la filogeografia, la morfologia
comparada, la genética de poblaciones o la ecologia, entre otras (Dayrat, 2005). El aporte
de la taxonomia integrativa sera llenar el vacio de la taxonomia tradicional, utilizando
otros enfoques y anélisis (Martinez-Lopez, 2015). No significa que vaya a reemplazar la
taxonomia tradicional; lo que se propone es que se aunen y coordinen los hallazgos de
distintas disciplinas, que llevara al mejor conocimiento cientifico de las especies y de la
biodiversidad (Schlick-Steiner et al., 2010).

Entre los distintos retos a los que se debe enfrentar la taxonomia hoy en dia estan la
ausencia de criterios universales para asignar rangos taxonomicos, como especie 0
subespecie, o0 para establecer limites entre los diferentes taxones (Morrison et al., 2009).
Segun estos autores, la inestabilidad de esta ciencia radica, principalmente, en el caracter

subjetivo de la clasificacion y circunscripcion, la mejora continua en el conocimiento de
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las relaciones filogenéticas, la mayor comprension del flujo de genes y el reconocimiento
de errores nomenclaturales llevados a cabo en el pasado. Diversos autores abogan por los
conceptos de Unidad Evolutiva Significativa (ESU, del inglés Evolutionarily Significant
Unit) y Unidad de Gestion (MU, del inglés Management Unit) como unidades basicas
para la gestion de la biodiversidad (Iriondo, 2000; Hey et al., 2003). Estos fueron
desarrollados para priorizar las especies en los esfuerzos de conservacion, debido a la
limitacion de recursos y a que la taxonomia actual puede no reflejar de manera adecuada
la diversidad genética subyacente (Moritz, 1994). Sin embargo, estos conceptos han sido
también criticados, fundamentalmente por su vaguedad al no existir una definicién

universal de ellos (Iriondo, 2000).

Garnett y Christidis (2017) defienden que la IUBS (International Union of Biological
Sciences) deberia restringir la libertad de la accion taxondmica, creando limites para las
especies (y otras unidades taxondmicas) que se puedan aplicar consistentemente a traves
de las diferentes formas de vida. Se basan en que la comunidad cientifica ha fracasado a
la hora de gobernar la taxonomia y esto constituye una amenaza para la efectividad de los
esfuerzos globales para frenar la pérdida de biodiversidad. En contraposicién, otros
autores argumentan que un mejor entendimiento del mundo natural siempre impactara
positivamente en las politicas de conservacion (Raposo et al., 2017). De esta forma,
errores de identificacién pueden generar malentendidos al elegir areas prioritarias para la
conservacion o pueden dafiar especies en alto riesgo de extincion para beneficiar a
aquellas en categorias de menor preocupacién (Vogel Ely et al., 2017). La ausencia de un
paradigma taxonomico solido basado en la ciencia afectaria a los esfuerzos de
conservacion, lo que podria generar impactos devastadores e irreversibles en la
biodiversidad (Thomson et al., 2018).

La nueva taxonomia tiende a impactar de forma positiva en los esfuerzos de conservacion.
De forma general, aquellas poblaciones valiosas para los humanos, ya sea por su carisma,
belleza o valor econdmico, son protegidas independientemente de su rango taxonémico
(Morrison et al., 2009). De esta manera, los efectos positivos y negativos del cambio

taxonomico en los esfuerzos de conservacion podrian equilibrarse entre si.

Los hongos rara vez se han considerado dentro de la biologia de la conservacion, hecho
que estd cambiando a medida que esta disciplina modifica su enfoque de problemas de
especies individuales hacia una estrategia basada en los ecosistemas, en los que los
hongos cumplen funciones esenciales (Heilman-Clausen et al., 2014). Asi, en los ultimos

12



afios se comienza a hablar de la denominada micologia de la conservacion, una ciencia
multidisciplinar que se apoya en innovaciones e iniciativas recientes en la forma en la que

se consideran y estudian estos organismos (May et al., 2018).

Los hongos en general, y los liquenes en particular, comparten amenazas con el resto de
la biodiversidad, como son la degradacion, sobreexplotacion, pérdida y fragmentacion de
sus héabitats naturales, especies invasoras, el cambio climéatico y la contaminacion
atmosfeérica, la cual les afecta en mayor medida al tratarse de organismos poiquilohidricos
(Scheidegger y Werth, 2009; Heilman-Clausen et al., 2014). En el caso concreto de los
liquenes, una amenaza importante es la perdida o modificacion del sustrato sobre el que
se desarrollan. Asi los liquenes epifitos dependen de los arboles huésped (forofitos) sobre
los que se asientan y su pérdida o modificacion supone cambios importantes en las
comunidades liquénicas (Allen et al., 2019; Gonzalez-Montelongo y Pérez-Vargas, 2019;
2021).

En el Gltimo siglo se ha documentado una disminucion en la abundancia y diversidad de
los liquenes alrededor del mundo. Sin embargo, estos organismos estan, en general,
infrarrepresentados en las medidas de conservacion en comparacién con otros grupos
fundamentalmente debido a que la atencion en la conservacion estd directamente
relacionada con la apelacién publica (Allen et al., 2019). Una aproximacion ecosistémica
de la conservacion no suele ser efectiva en el caso de los liquenes, debido principalmente
a que estos presentan requerimientos especiales de habitat y a que no suelen considerarse
cuando se disefian las reservas (Scheidegger y Werth, 2009).

La biologia de la conservacion en liquenes solo resultard exitosa si se consideran las
especies como parte de una comunidad que es el resultado de interacciones complejas
entre las condiciones ambientales, la calidad ambiental y el manejo antropico
(Scheidegger y Werth, 2009).
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Objetivos

Las especies Hypogymnia tavaresii e Hypogymnia madeirensis son endemismos
macaronésicos cuya distribucion se restringe a los bosques de laurisilva de alguno de
estos archipiélagos. Ambas especies han sido consideradas como candidatas a entrar en
la Lista Roja de Liquenes de Espafia y Portugal que en la actualidad esté elaborando la
Sociedad Esparfiola de Liquenologia (Pérez-Vargas, com. pers). Ambas especies son
morfolégicamente muy similares y los limites entre ambas no estan claros. Hasta el
momento, la principal forma de diferenciarlas es a través de su composicion quimica. No
existen estudios moleculares que hayan estudiado la identidad de ambos taxones. Se ha
demostrado que la composicion quimica de algunas especies del género Hypogymnia
puede variar en funcién de condiciones climaticas, geogréaficas o incluso dependiendo de
las caracteristicas fisico/quimicas de las cortezas de sus hospedadores (McCune et al.,
2011; Latkowska et al., 2019). Ademas, dentro del género hay descritas especies que
presentan varios quimiotipos (Elvebakk, 2011; McCune y Wang, 2014). Por todo ello, el
objetivo principal de este trabajo es dilucidar la identidad de ambas especies y comprobar
si se trata de dos taxones diferentes 0 meros quimiotipos de una misma especie. El estudio
se realizara con un enfoque integrativo (Pante et al., 2015), utilizando técnicas
morfolégicas, quimicas y filogenéticas. Se sentaran asi las bases sobre las que seguir

trabajando en la conservacion del género Hypogymnia en la region Macaronésica.
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Metodologia

Muestras estudiadas

Para la realizacién de este estudio se reviso todo el material de Hypogymnia tavaresii e
H. madeiresis existente en el Herbario TFC-Lich. de la Universidad de La Laguna.
Ademas, se realizaron muestreos en diversas localidades de Tenerife y en la isla de El
Hierro, La Palma y Madeira. En el proceso de identificacion se han empleado claves
generales (Brodo et al., 2001) asi como algunas centradas en nuestro territorio, como
Sicilia (2007) y Schumm (2008).

Los datos relativos a las muestras analizadas se recogen en el Anexo A.

Andlisis morfométrico

Se han seguido las técnicas habituales en liquenologia. En primer lugar, se ha procedido
a la observacion de caracteres macroscopicos de interés para lo cual se ha utilizado un
estereomicroscopio Leica EZ4. Para el estudio de las caracteristicas fisico-quimicas de
interés taxondmico se han empleado los reactivos usuales en liquenologia: K (solucion al
10% de hidroxido de potasio — KOH —en agua), C (hipoclorito sédico, lejia comercial sin
diluir), KC (combinacion de los dos anteriores) y PD (solucion saturada de cristales de

parafenilendiamina disueltos en etanol).

Las medidas de las lacinias y los apotecios (Figura 4) se realizaron bajo lupa empleando
papel milimetrado. Para las lacinias se midi6 el largo, el ancho de la base y el ancho
maximo y para los apotecios, el didmetro méaximo, el didmetro minimo y la altura. Para

cada muestra se midieron cinco lacinias y todos los apotecios presentes.

Posteriormente se estudiaron las estructuras microscépicas. Para ello se realizaron cortes
a mano alzada de las lacinias, apotecios y de los picnidi6foros de las diferentes muestras
que fueron montadas en agua. Se procedio a la medida del ancho del cortex y del ancho
total de las lacinias (Figura 5), el largo y ancho de los ascos y el largo y ancho de las
esporas (Figura 6). Ademas, se tomaron medidas del largo y el ancho de los picnidios
(Figura 7). Las medidas fueron llevadas a cabo con los objetivos de 40x, para las de las
lacinias, y de 100x para el resto, empleando aceite de inmersion y con la ayuda de un
ocular micrométrico OSM. Las medidas de las esporas se realizaron siempre que estas
estuvieran fuera de los ascos. En cada muestra se midieron tres lacinias, cinco ascos,

veinticinco esporas y veinticinco picnidios.
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Figura 4. Esquema de las medidas tomadas para las lacinias (izquierda) y apotecios (derecha)
de las muestras. a: largo total de la lacinia, b: ancho de la base de la lacinia, ¢: ancho méaximo de
la lacinia, d: diametro maximo del apotecio, e: didmetro minimo del apotecio, f: altura del

apotecio.

Figura 5. Vista al microscopio (40x) de corte de lacinia de Hypogymnia madeirensis. Se aprecia
el cortex (pardo) y parte de la médula (gris).
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Figura 6. Vista al microscopio (100x) de un corte de apotecio de Hypogymnia madeirensis
(izquierda) y esporas libres (derecha). Las flechas sefialan varios ascos con esporas en su
interior.

Figura 7. Vista al microscopio (100x) de un corte de picnidiéforo de Hypogymnia madeirensis.
Se observan los picnidios.

A partir de los datos obtenidos del analisis morfométrico, macro y microscopico, se ha
realizado un diagrama de cajas y bigotes para cada uno de los caracteres estudiados,
comparando los dos taxones (H. madeirensis e H. tavaresii), ademas, se ha llevado a cabo
un PCA general, utilizando todas las variables analizadas. Para ello se ha utilizado el
programa Past4.03 y Microsoft® Excel® para Microsoft 365 MSO (version 2306).
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Cromatografia en capa fina

Se han realizado cromatografias en capa fina (TLC) para comprobar la composicion
quimica de las muestras estudiadas. Para ello se ha seguido la metodologia clésica
(Culberson, 1972; Elix y Ernst-Russell, 1993; Orange et al., 2001) y se han empleado los
solventes A (tolueno/dioxano/acido acético) y C (tolueno/acido acético) (Orange et al.,
2001). Para la interpretacion de los resultados se ha seguido a Colberson y Kristinsson
(1970), Orange et al. (2001) y Elix (2018).

Andlisis genético

Para el andlisis genético se seleccionaron quince muestras de Hypogymnia previamente
identificadas como H. madeirensis o H. tavaresii (Tabla 2) intentando cubrir la maxima
variabilidad morfoldgica y geogréafica. De cada una de las muestras se separa un pequefio
fragmento (aprox. 1 cm?) de la zona apical donde no haya muestra de hongos liquenicolas
ni algas epifitas. Dichos fragmentos se sumergen en acetona durante un minimo de dos
horas, para extraer los metabolitos secundarios (Divakar et al., 2016). De esta manera se
consigue, por una parte, eliminar sustancias que puedan interferir en el proceso de PCR
y por otra se puede utilizar dicho extracto para hacer los analisis por cromatografia en
capa fina. Las muestras de liquenes se dejan secar a temperatura ambiente para evaporar

la acetona un minimo de 6 h.

Las fases posteriores de extraccion y purificacion de ADN, Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR), purificacion directa del amplicon, reaccién de secuenciacion y
electroforesis capilar fueron realizados en el Servicio de Gendémica de los Servicios
Generales de Apoyo a la Investigacion (SEGAI) de la Universidad de la Laguna. Los
responsables del servicio permitieron estar presente y colaborar en el trabajo de

laboratorio.
Extraccion de ADN, PCR y Secuenciacion

Los viales que contienen las muestras seleccionadas se introdujeron en nitrégeno liquido
(Figura 8A). Posteriormente con la ayuda de una mano de mortero se rompieron y
homogeneizaron los tejidos. EI ADN genomico fue extraido empleando E.Z.N.A.® Plant
DNA Kit y purificado utilizando el E.Z.N.A.® Tissue DNA Purification Kit, ambos de
Omega Bio-Tek, siguiendo las instrucciones del fabricante. La muestra resultante de este

proceso se utiliza para la PCR.
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Tabla 2. Muestras de H. tavaresii e H. madeirensis empleadas para el andlisis genético.

Cadigo Especie Isla TFC-Lich
G14 H. tavaresii La Gomera 17 136

G16 H. madeirensis La Gomera 17 138
G17 H. madeirensis La Gomera 17 139

H10 H. tavaresii El Hierro 17 149
H11 H. tavaresii El Hierro 17 150
H14 H. tavaresii El Hierro 17 153

M1 H. madeirensis Madeira 17 111
M4 H. madeirensis Madeira 17 114

M6 H. madeirensis Madeira 17116
M7 H. madeirensis Madeira 17117
P1 H. tavaresii La Palma 17 157
P5 H. tavaresii La Palma 17 161
P7 H. madeirensis La Palma 17 163
T1 H. tavaresii Tenerife 17 118
T8 H. tavaresii Tenerife 17 125

Hemos amplificado el marcador ITS (Internal Transcribed Spacer, incluyendo ITS1,
5.8S e ITS2) ya que es la region que se ha considerado como codigo de barras para el
reino Fungi (Schoch et al., 2012), usando los primers ITS1 e ITS4 (White et al., 1990).
La reaccion de PCR fue llevada a cabo en un volumen total de 25 pl, conteniendo 1 pL
de ADN molde, 2,5 pL de solucion tampén, 2,5 pL de trifosfatos desoxinucledtidos
trifosfatos (ANTP’s), 1,5 uL de cada primer utilizado (ITS1 e 1TS4), 16,85 pL de agua
miliQ y 0,15 pL de VWR Taq DNA Polymerase.

Se utilizo el termociclador iCycler BioRad (Figura 8B). El programa de amplificacion
consistio en una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 3 min 30 s, 35 ciclos de 95 °C
durante 30 s, 53 °C durante 30 s y 72 °C durante 1 min, con una extension final de 72 °C
durante 10 min. Con la finalidad de comprobar si la PCR ha sido exitosa, y antes de
realizar la secuenciacion, se llevo a cabo una electroforesis en gel de agarosa (Agarose

I™ VVWR) (Figura 8C) y se observo la existencia de banda en un transiluminador.
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Purificacion directa del amplicdn y reaccion de secuenciacion

Para la purificacion del amplicon resultante de la PCR se utiliza el kit “ExoSAP-IT™
Express PCR Product Cleanup” de AppliedBiosystems (Figura 8D). La reaccion de

secuenciacion se lleva a cabo en 3500 Genetic Analyzer Applied Biosystems (Figura 8E).

A B C

Figura 8. Equipos empleados en el analisis genético. A: bafio de nitrégeno liquido, B:
termociclador iCycler BioRad, C: bafio de hielo del producto de PCR, D: Gel de electroforesis
capilar, E: secuenciador 3500 Genetic Analyzer.

Ademas de las nuevas secuencias generadas, hemos descargado de GenBank las
secuencias de las especies que han resultado ser filogenéticamente mas proximas a
Hypogymnia tavaresii e H. madeirensis (Miadlikowska et al., 2011; Divakar et al., 2019;
McCune y Conway 2022) (Anexo B): H. farinacea Zopf, H. fujisanensis (Asahina)
Kurok., H. lugubris (Pers.) Krog, H. physodes (L.) Nyl., H. subfarinacea X.L. Wei & J.C.
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Wei, H. tubulosa (Schaer.) Hav. e H. wilfiana Goward, T. Sprib. & Ahti. Ademaés, hemos
descargado las secuencias disponibles de nuestras especies objetivo que estuvieran
almacenadas en GenBank. Las secuencias obtenidas junto con las descargadas se han
alineado empleando MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform) v.7.490
tal y como se encuentra implementado en el programa Geneious Prime v.2023.1.1 (Katoh
et al., 2002; Katoh y Standley, 2013). descargadas se han alineado empleando MAFFT
(Multiple Alignment using Fast Fourier Transform) v.7.490 tal y como se encuentra
implementado en el programa Geneious Prime v.2023.1.1 (Katoh et al., 2002; Katoh y
Standley, 2013). Se ha seleccionado una matriz de puntuacion 200PAM / k = 2, un valor
de offset de 0,123, una penalizacion por hueco abierto de 1,53 con un algoritmo
automatico. Se ha empleado el programa GBlocks 0.91b para eliminar posiciones
ambiguas en el alineamiento empleando ajustes relajados (Talavera y Castresana, 2007).
Para inferir las relaciones filogenéticas se utilizd un enfoque de méaxima verosimilitud
(ML) y bayesiano. El arbol de ML fue calculado utilizando RAXML (Randomized
Axelerated Maximum Likelihood) 8.2.11 (Stamatakis, 2014). Para el arbol RAXML se
utiliza el modelo de sustitucién nucleotidica GTR GAMMA | con 10 000 pseudorréplicas
para evaluar el soporte de los nodos. El analisis de inferencia bayesiana se realizo con el
método de Markov Chain Monte Carlo en MrBayes 3.2.6 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001;
Ronquist y Huelsenbeck, 2003). Partiendo de un arbol aleatorio se llevaron 4x106 y se
tomaron muestras cada 1000 generaciones, ejecutandose cuatro cadenas de Markov de
forma simultanea. El primer 25% de los datos fue eliminado como burn-in. Los arboles
restantes de las dos ejecuciones se agruparon y se utilizaron para generar un arbol
consenso Yy para calcular las probabilidades posteriores (PP) con la finalidad de estimar
el soporte de los clados. Los clados que recibieron un apoyo de bootstrap > 70% (ML) y
0.95 (B) son considerados fuertemente apoyados. El arbol filogenético fue dibujado

utilizando el programa FigTree 1.4.2. (Rambaut, 2009).
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Resultados y discusion

Tras la revision de los especimenes del género Hypogymnia depositados en el Herbario
TFC-Lich. de la Universidad de La Laguna y de las campafias de muestreo recientes se
han identificado 34 muestras de Hypogymnia madeirensis y 45 de Hypogymnia tavaresii,
cuya distribucion por islas se recoge en la Tabla 3.

Tabla 3. Distribucion por islas de las muestras estudiadas.

N° de muestras Hypogymnia madeirensis Hypogymnia tavaresii
Madeira 16 0
Tenerife 0 18
La Palma 1 6
La Gomera 13 3
El Hierro 4 18
TOTAL 34 45

La especie Hypogymnia madeirensis en Canarias estaba citada Uinicamente para la isla de
La Gomera (Gobierno de Canarias, 2023). En este estudio ha sido encontrada también en
las islas de La Palmay EI Hierro, con lo que serian novedades corol6gicas para esas dos

islas (Anexo A).

Caracterizacion morfoldgica

Para la caracterizacion morfoldgica se han tenido en cuenta 14 caracteres: largo, ancho
de la base y ancho maximo de las lacinias, didmetro maximo, diametro minimo y altura
de los apotecios, ancho del cortex, ancho de las lacinias medido a microscopio, ancho y
largo de los ascos, ancho y largo de las esporas sexuales (ascosporas) y ancho y largo de

los picnidios, obteniendo los valores mostrados en la Tabla 4.

Con el fin de buscar nuevos caracteres morfoldgicos que sustenten la separacion de los
dos taxones, se ha ampliado el nimero de caracteres a analizar respecto a la descripcion
original de H. tavaresii (Hawksworth, 1973) (Tabla 5). Se han medido tres nuevos
caracteres morfoldgicos no tenidos en cuenta hasta el momento: largo de las lacinias,
ancho del cortex y ancho de las lacinias medido a microscopio. Hawksworth (1973)
realizd una sola medida para el ancho de las lacinias y midié sélo uno de los diametros
de los apotecios. En el presente estudio se realizaron dos medidas para el ancho de las
lacinias (ancho de la base y ancho méximo) y dos medidas para los apotecios (diametro
maximo y didmetro minimo). El elevado nimero de medidas y ejemplares analizados ha

permitido ampliar los rangos de los valores de los caracteres medidos con respecto a la
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descripcion de Hawksworth (1973), a excepcion del ancho de los picnidios, ya que

nuestras medidas coinciden con valores descritos por el autor.

Tabla 4. Valores de los caracteres morfolégicos estudiados en las muestras de Hypogymnia
madeirensis e H. tavaresii. Se recogen los valores minimos, medios y maximos de cada caracter.

Caracter morfoldgico

Hypogymnia madeirensis

Hypogymnia tavaresii

Largo lacinias

(2)-5,5-(11) mm

(3) - 6,2 - (13,5) mm

Ancho base lacinias

(0,5 -1,3-(3)ymm

(0,5 -1,3-(3)mm

Ancho maximo lacinias

(1) -3,8-(9,5 mm

(1) -3,9-(9) mm

Diametro maximo
apotecios

(1,5) - 4,6 - (12) mm

(1,5) - 4,2 - (11) mm

Diametro minimo
apotecios

(1,5)-4,0-(11) mm

(1,5 -39-(11) mm

Altura apotecios

(1,5) - 4,3-(10) mm

(1,5) - 4,2 - (10) mm

Ancho cortex lacinias

(7,5) - 13,2 - (17,5) um

(7,5) - 12,7 - (17,5) um

Ancho lacinias
(microscopio)

(61) - 121,9 - (175) um

(95) - 130,8 - (170) um

Largo ascos

(24,2) - 33,7 - (44,2) um

(22,1) - 31,9 - (45,3) um

Ancho ascos

(10,5) - 15,6 - (21,1) um

(10,5) - 15,5 - (28,4) um

Largo esporas

(6,3) - 9,2 - (15,8) um

(6,3) - 9,0 - (11,6) um

Ancho esporas

(5,0) - 7,2 - (9,5) pm

(4,2) - 7,0 - (10,5) um

Largo picnidios

(3,2) - 5,3 - (8,4) um

(3,2) - 5,0 - (8,4) um

Ancho picnidios

1,1 pum

1,1 pum
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Tabla 5. Comparacion de los valores de la descripcion original de Hypogymnia tavaresii de

algunos de los caracteres estudiados. Fuente: Hawksworth (1973).

Caracter Descripcion Presente estudio
original
Largo lacinias - 3)-6,2-(13,5 mm
. ) Ancho base: (0,5) - 1,3 - (3) mm
Ancho lacinas 1-3mm Ancho maximo: (1-) 3,9 (-9) mm
Diametro 9.6 mm Diametro maximo: (1,5) - 4,2 - (11) mm
apotecios Didmetro minimo: (1,5) - 3,9 - (11) mm
Altura apotecios 2-5 mm (1,5) - 4,2 - (10) mm
Ancho cortex - (7,5) - 12,7 - (17,5) pm
Ancho lacinias
(microscopio) ] (95) - 130,8 - (170) pm
Largo ascos 25-35 um (22,1) - 31,9 - (45,3) um
Ancho ascos 15-20 um (10,5) - 15,5 - (28,4) um
Largo esporas 5-7 um (6,3)-9,0-(11,6) um
Ancho esporas 3,5-4,5 um (4,2)-7,0-(10,5) um
Largo picnidios 2,5-5 um (3,2)-5,0-(8,4) um
Ancho picnidios 1-2 um 1,1 um

Con la misma finalidad mencionada anteriormente se han realizado medidas de H.

madeirensis de caracteres no tenidos en cuenta hasta el presente: el largo, ancho de la

base y ancho méximo de las lacinias, la altura de los apotecios y el ancho de las lacinias

medido a microscopio (Tabla 6). La descripcion original de este taxon (Tavares, 1952) da

una sola medida para el ancho de los apotecios y en el presente estudio se han realizado

dos (diametro méaximo y diametro minimo). También se ha ampliado el rango de los

valores de los caracteres medidos con respecto a los dados por Tavares (1952), excepto

para el ancho de los picnidios, donde se ha obtenido un valor mayor.
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Tabla 6. Comparacién de los valores de la descripcion original y de la actual de Hypogymnia
madeirensis de algunos de los caracteres estudiados. Fuente: Tavares (1952).

Caracter Descripcion Presente estudio
original
Largo lacinias - (2)-5,5-(11) mm
Ancho base: (0,5) - 1,3 - (3) mm
Ancho maximo: (1) - 3,8 - (9,5) mm
Diadmetro maximo: (1,5) - 4,6 - (12) mm

Ancho lacinias -

Ancho apotecios 8 mm Diametro minimo: (1,5) - 4,0 - (11) mm
Altura apotecios 4 mm (1,5 -4,3-(10) mm
Ancho cortex superior 10-18 pm (7,5) - 13,2 - (17,5) pm

Ancho lacinias

; . - (61) - 121,9 - (175) um
(microscopio)

Largo ascos 40-45 um (24,2) - 33,7 - (44,2) um
Ancho ascos 10-12 pm (10,5) - 15,6 - (21,1) um
Largo esporas 7-9 um (6,3) - 9,2 - (15,8) um

Ancho esporas 5-8 um (5,0)-7,2-(9,5) um
Largo picnidios 5-6 um (3,2)-5,3-(8,4) um
Ancho picnidios 0,8 um 1,1 um

Con la finalidad de analizar las posibles diferencias en los caracteres morfologicos
estudiados, hemos realizado diagramas de cajas y bigotes para cada uno de los caracteres
morfoldgicos en las dos especies. No existen diferencias para ninguno de los caracteres
analizados, por lo que no es posible distinguir ambas especies en base a su morfologia
(Figura 9). En la descripcion original de H. tavaresii se indica, como diferencia, que H.
madeirensis presenta un talo mas pequefio y unos lébulos més estrechos (Hawksworth,
1973), aungue no indican el rango de medidas definitorio. En este trabajo se ha
comprobado que no existe tal diferencia y que, por tanto, no son caracteres que permitan

distinguir las especies.
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Figura 9. Diagramas de cajas y bigotes para cada uno de los caracteres analizados en las dos especies,
H. madeirensis y H. tavaresii.

Por ultimo, y para estudiar los posibles caracteres que establezcan las diferencias entre
los dos taxones analizados, se realizé un Analisis de Componentes Principales (PCA). El
primer componente principal explica el 34,5% de la varianza y el segundo, el 22,0%. El
primer componente principal parece estar relacionado con el ancho de las lacinias, pero
hemos visto que esta medida no permite clasificar ambas especies en dos grupos
diferentes. En el grafico de dispersion (Figura 10) se observa un solapamiento entre las
muestras pertenecientes a H. tavaresii e H. madeirensis. Ninguno de los caracteres

morfoldgicos estudiados permite realizar una distincion significativa de las especies.

754
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H. tavaresii H. madeirensis

Figura 10. Gréfico de dispersion PCA.
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Caracterizacion quimica

En cuanto a la quimiotaxonomia, se realizaron los test quimicos de K, C, KC, PD y UV
en el cortex y en lamédula (Tabla 7). La Unica diferencia que se observa entre H. tavaresii
e H. madeirensis es la reaccion frente a PD, positivo para la primera y negativo para la

ultima.

En la descripcion de H. madeirensis, aunque Schumm (2008) se indica que la médula da
un resultado KC-, en este trabajo se ha obtenido un resultado KC+ rosa, al igual que en
las muestras de H. tavaresii. Esta coloracion se debe a la presencia de &cido fisodico (Elix,
2018).

Tabla 7. Resultados de los test quimicos realizados en las muestras de Hypogymnia madeirensis

e H. tavaresii.
Prueba quimica  Hypogymnia madeirensis Hypogymnia tavaresii

K + amarillo + amarillo
C - -

Cortex KC - -
PD - -
uv - -
K - -
C - -

Médula KC + rosa + rosa
PD - + amarillo-naranja
uv + blanco + blanco
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Estudios previos sobre la composicién quimica de Hypogymnia tavaresii indican la
existencia de atranorina (incluyendo cloratranorina), acido fisddico, 2’-O-metil-fisodona
(o acido 2’-O-metil-fisodico) y &cido fisodalico (Hawksworth, 1973; Rodriguez-Pérez et
al., 2016). En las cromatografias en capa fina realizadas se ha podido comprobar la

presencia de dichas sustancias (Figura 11ay 11b).

El acido fisodalico es el compuesto quimico que tradicionalmente se ha empleado para
diferenciar ambas especies (presente en H. tavaresii y ausente en H. madeirensis), siendo
el responsable del resultado del test quimico PD (PD+ en H. tavaresii y PD- en H.

madeirensis).

Existen pocos estudios que hablen especificamente acerca de la composicion quimica de
Hypogymnia madeirensis pero la bibliografia indica la presencia de atranorina, acido
fisédico y oxifisédico (Schumm, 2008). Estas sustancias han sido comprobadas en las
cromatografias realizadas. Cabe destacar, sin embargo, que en todas las muestras de esta
especie procedentes de Madeira se observa la existencia de una sustancia con clase 4 en
el solvente Ay clase 5 en el C que, tras el revelado (sulfdrico més calor), toma un color
anaranjado. Podria tratarse del &cido alectordnico, presente en otras especies del género
Hypogymnia (McCune y Wang, 2014). Esta sustancia no ha sido identificada previamente
y no figura en la bibliografia. Se necesitan pruebas mas eficientes (cromatografia liquida
de alta eficiencia HPLC) para confirmar la naturaleza de este metabolito. Se trataria en

cualquier caso, de un nuevo quimiotipo no descrito con anterioridad.

En todas las muestras de este analisis se observa la presencia de acido fisodico, el cual es

el responsable de la reaccion UV+ blanco en la médula de ambas especies (Elix, 2018).

Todas las muestras analizadas, tanto de H. tavaresii como de H. madeirensis, contienen
atranorina (responsable de la reaccién K+ amarillo del cértex). Este compuesto,
quimicamente un dépsido del B-orcinol, es muy comin no sélo en las especies de este
este género, sino que se trata de uno de los metabolitos secundarios mas ampliamente
distribuidos dentro de los liquenes (Studzinska-Sroka et al., 2017). Existen varias
hipétesis sobre su funcién en el talo liquénico: ayudar a aumentar la capacidad de las
algas para utilizar la luz de longitudes de ondas mas pequefias permitiendo asi el maximo
aprovechamiento de las bajas intensidades luminicas (Rao y Lebranc, 1965); funcionar

como un aleloguimico controlando la divisién celular algal y regulando asi el equilibrio
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entre los fotobiontes (Backor et al., 2013) o proteger al talo liquénico de la excesiva

irradiacion ultravioleta (Nash 111, 2008).

Figura 11a. Resultado de la cromatografia en capa fina en el solvente A. PA: patrdn atranorina,
PN: patron norestictico, atr: atranorina, fda: acido fisodalico; fis: acido fisodico, ale*:

probablemente &cido alectordnico (por confirmar).

Figura 11b. Resultado de la cromatografia en capa fina en el solvente C. PA: patrdn atranorina,
PN: patr6n norestictico, atr: atranorina, fda: acido fisodalico; fis: acido fisodico, ale*:
probablemente acido alectordnico (por confirmar).
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La existencia de especies con diferente composicion quimica o quimiotipos es
relativamente frecuente dentro del género Hypogymnia. La especie Hypogymnia
antarctica (Bitter) Dodge,tiene dos quimiotipos, uno que contiene los acidos fisodalico y
protocetrarico y otro que carece de ambas sustancias (Elvebakk, 2011). Lo mismo ocurre
con H. tubulosa, que presenta un quimiotipo PD+ y otro PD-, es decir, uno que contiene
los &cidos fisodalico y protocetrarico y otro en el que estan ausentes (McCune y Wang,
2014). Hypogymnia imshaugii Krog tiene seis quimiotipos distintos, uno con los &cido
difractaico, fisodico y fisodalico, otro con los &cidos difractaico y fisodalico, un tercero
con acido fisédico, 3-hidroxifisodico y fisodalico, otro con &cido fisodico y fisodico y 3-
hidroxifisddico, un quinto con los acidos fisédico y fisodalico y otro que solo presenta
acido fisodico (McCune et al., 2011). Por tanto, no es infrecuente la existencia de especies
con variaciones quimicas dentro del género. En algunas especies de Hypogymnia se ha
descrito una relacion entre estas variaciones quimicas y factores medioambientales

(McCune et al., 2011) o incluso relacionados con el forofito (Latkowska et al., 2019).

Andlisis filogenético

Se han generado 15 secuencias nuevas, 8 de Hypogymnia tavaresii y 7 de H. madeirensis,

siendo la primera vez que se ha conseguido amplificar la region ITS de H. tavaresii.

El analisis filogenético molecular, tanto por el método de méaxima verosimilitud (ML)
como por la inferencia bayesiana (B), arrojo la misma topologia. Se muestra, por tanto,
el arbol consenso de ML vy se afiaden los apoyos de probabilidad posterior en los clados
(Figura 12). Sobre la filogenia mas completa publicada hasta el momento (Divakar et al.,
2019) se ha reconstruido el clado B1 donde se sitlan las especies objeto de estudio; se
han tenido en cuenta ademéas los clados hermanos B2 (H. physodes) y algunos
representantes del clado B3 (H. lugubris e H. subphysodes). Dichos clados coinciden con
los obtenidos por McCune et al. (2022). Los grupos externos fueron seleccionados de
acuerdo con Divakar et al. (2019) y McCune et al. (2022). Las especies del clado principal
se recuperan como monofiléticas con fuertes soportes en ambos analisis (bootstraps > 70
y PP >0.95, a excepcion del par Hypogymnia tavaresii/Hypogymnia madeirensis. En este
sentido ninguna de las dos especies forma grupos monofiléticos sino que se agrupan en
un clado altamente apoyado (bootstrap 80.1 y pp 0.96) con especimenes de ambas
especies mezclados. Dentro de este gran grupo se resuelve algun pequefio subclado con

apoyo (Figura 12), pero igualmente presenta individuos de ambas especies mezclados.
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Existen pocos estudios sobre la filogenia de Hypogymnia. Miadlikowska et al. (2011)

realizaron una revision del género y Divakar et al. (2019) estudiaron las relaciones

filogenéticas entre las especies del clado Hypogymnioide (que incluye Hypogymnia) con

un enfoque biogeogréafico, destacando la importancia de reevaluar los limites entre las

especies pertenecientes a dicho

clado.

Los resultados obtenidos desde el punto de vista morfologico y filogenético no apoyan la

independencia de estos dos taxones por lo que se propone considerarlos quimiotipos de

la misma especie y su sinonimizacién. Siguiendo el principio de preferencia que dicta el

cddigo internacional de nomenclatura para algas, hongos y plantas (Codigo de Shenzhen)

(Turland et al., 2018), el nombre que prevaleceria seria Hypogymnia madeirensis.
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Figura 12. Arbol filogenético de maxima verosimilitud basado en la region ITS. Sobre cada
nodo se incluye el valor de bootstraps y, bajo él, el de probabilidad posterior (PP). Las lineas
gruesas representan nodos fuertemente apoyados (bootstraps > 70 y PP > 95). El asterisco junto
al valor de apoyo representa que el nodo s6lo se apoya con uno de los dos métodos
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Conclusiones

1.

Se ha llevado a cabo la revision de las especies Hypogymnia madeirensis e
Hypogymnia tavaresii en la Region Macaronésica desde un enfoque integrado,

empleando técnicas morfoldgicas, quimicas y moleculares.

Se han ampliado el nimero de caracteres morfologicos analizados con respecto a
sus descripciones originales. Los analisis realizados revelan el solapamiento de
todos ellos, no pudiendo diferenciar ambas especies en base a la morfologia, ni

siquiera utilizando los caracteres de las descripciones originales.

Los andlisis cromatograficos confirman las diferencias en cuanto a la composicion
quimica recogidas en la bibliografia. Se ha revelado la existencia de una sustancia
no descrita hasta el momento para los ejemplares de H. madeirensis del
archipiélago de Madeira, que ha sido identificada provisionalmente como el &cido

alectoronico.

Los andlisis filogenéticos por maxima versosimilitud y bayesianos no soportan la
independencia de ambos taxones, apareciendo ambas especies mezcladas en un

clado con alto soporte.

Debido a la inexistencia de caracteres morfoldgicos y moleculares que permitan
distinguir ambas especies se propone su sinonimizacion, considerando las
diferencias en cuanto a la composicion en metabolitos secundarios meros

quimiotipos.

De acuerdo con el Codigo Internacional de Nomenclatura para algas, hongos y
plantas (Codigo de Shenzhen), y el principio de prioridad, el nombre correcto de
un taxon es el mas antiguo validamente publicado dentro de una misma categoria

taxondmica, en este caso Hypogymnia madeirensis (Tav.) D. Hawksw.
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Anexo A. Listado de las muestras de Hypogymnia madeirensis e

Hypogymnia tavaresii analizadas en el estudio.

Hypogymnia madeirensis (Tav.) D. Hawksw.

M1: Portugal, Madeira, Ribeiro Frio — Levada, . Pérez-Vargas, 01-2023. TFC-Lich.
17111.

M2: Portugal, Madeira, Ribeiro Frio — Levada, I. Pérez-Vargas, 01-2023. TFC-Lich.
17112.

M3: Portugal, Madeira, Ribeiro Frio — Levada, I. Pérez-Vargas, 01-2023. TFC-Lich.
17113.

M4: Portugal, Madeira, Ribeiro Frio — Levada, I. Pérez-Vargas, 01-2023. TFC-Lich.
17114.

M5: Portugal, Madeira, Porto Moniz, Lagoa do Fanal, 01-2023, I. Pérez-Vargas, TFC-
Lich. 17115.

M6: Portugal, Madeira, Porto Moniz, Lagoa do Fanal, 01-2023, |. Pérez-Vargas, TFC-
Lich. 17116.

M7: Portugal, Madeira, Porto Moniz, Lagoa do Fanal, 01-2023, |. Pérez-Vargas, TFC-
Lich. 17117.

M8: Portugal, Madeira, de Queimadas a Caldeirao Verde, 07-2011. I. Pérez-Vargas,
TFC-Lich. 10814a.

M9: Portugal, Madeira, de Queimadas a Caldeirao Verde, 07-2011. I. Pérez-Vargas,
TFC-Lich. 10824b.

M10: Portugal, Madeira, de Queimadas a Caldeirao Verde, 07-2011. I. Pérez-Vargas,
TFC-Lich. 10825a.

M11: Portugal, Madeira, de Queimadas a Caldeirao Verde, 07-2011. |. Pérez-Vargas,
TFC-Lich. 1 830a.

M12: Portugal, Madeira, de Queimadas a Caldeirao Verde, 07-2011. I. Pérez-Vargas,
TFC-Lich. 10832b.

M13: Portugal, Madeira, de Queimadas a Caldeirao Verde, 07-2011. |. Pérez-Vargas,
TFC-Lich. 14819.

M14: Portugal, Madeira, de Queimadas a Caldeirao Verde, 07-2011. |. Pérez-Vargas,
TFC-Lich. 14822.

M15: Portugal, Madeira, de Queimadas a Caldeirao Verde, 07-2011. |. Pérez-Vargas,
TFC-Lich. 14823a.

M16: Portugal, Madeira, de Queimadas a Caldeirao Verde, 07-2011. |. Pérez-Vargas,
TFC-Lich. 14 824a.

G1: Espafia, islas Canarias, La Gomera, Laguna Grande, 02-2018. |. Pérez-Vargas. TFC-
Lich. 17 126.

G3: Espafia, islas Canarias, La Gomera, Laguna Grande, 02-2018. |. Pérez-Vargas. TFC-
Lich. 17 127.

Gb5: Espafia, islas Canarias, La Gomera, Laguna Grande, 02-2018. |. Pérez-Vargas. TFC-
Lich. 17 128.

G6: Espania, islas Canarias, La Gomera, Laguna Grande, 02-2018. I. Pérez-Vargas. TFC-
Lich. 17 129.

G7: Espaia, islas Canarias, La Gomera, Laguna Grande, 02-2018. I. Pérez-Vargas. TFC-
Lich. 17 130.

G9: Espaiia, islas Canarias, La Gomera, recorrido Pajarito-Mirador Tajaque, N 28° 06'
22" N, W 17° 14' 17", 02-2018. I. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 131.
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G11: Espaiia, islas Canarias, La Gomera, recorrido Pajarito-Mirador Tajaque, N 28° 06'
22" N, W 17° 14' 17", 02-2018. I. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 133.

G12: Espanfia, islas Canarias, La Gomera, recorrido Pajarito-Mirador Tajaque, N 28° 06'
22" N, W 17°14' 177, 02-2018. . Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 134.

G13: Espafia, islas Canarias, La Gomera, recorrido Pajarito-Mirador Tajaque, N 28° 06'
22" N, W 17° 14' 17", 02-2018. I. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 135.

G15: Espafia, islas Canarias, La Gomera, recorrido Pajarito-Mirador Tajaque, N 28° 06'
22" N, W 17° 14' 17", 02-2018. I. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 137.

G16: Espafia, islas Canarias, La Gomera, recorrido Pajarito-Mirador Tajaque, N 28° 06'
22"N. W 17° 14' 17", 02-2018. I. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 138.

G17: Espafia, islas Canarias, La Gomera, recorrido Pajarito-Mirador Tajaque, N 28° 06'
22" N, W 17° 14' 17", 02-2018. I. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 139.

H4: Espafa, islas Canarias, EI Hierro, ruta circular La Llania, N 27° 44" 11", W 17° 59'
27", 300 m s.n.m., 09-2022. |. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 143.

H9: Espafia, islas Canarias, ElI Hierro, hacia Cruz de Los Reyes, 09-2022. I. Pérez-
Vargas, TFC-Lich. 17 148.

H10: Espafia, islas Canarias, El Hierro, hacia Cruz de Los Reyes, 09-2022. |. Pérez-
Vargas, TFC-Lich. 17 149.

H14: Espafa, islas Canarias, EI Hierro, hacia Cruz de Los Reyes,09-2022. |. Pérez-
Vargas, TFC-Lich. 17 150.

P7: Espafia, islas Canarias, La Palma, sendero de Los Puertos, N 28° 40' 40", W 17° 48'
01", 1100 m s.n.m., 09-2022. I. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 163.

Hypogymnia tavaresii D. Hawksw. & P. James

T1: Espafa, Islas Canarias, Tenerife, El Bailadero, carretera direccion El Pijaral, N 28°
33'02", W 16° 11' 23", 750 m s.n.m.,09-2022. |I. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 118.

T2: Espafa, Islas Canarias, Tenerife, El Bailadero, carretera direccion El Pijaral, N 28°
33'02", W 16° 11' 23", 750 m s.n.m.,09-2022. |I. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 119.

T3: Espafa, Islas Canarias, Tenerife, El Bailadero, carretera direccion El Pijaral, N 28°
33'02", W 16° 11' 23", 750 m s.n.m.,09-2022. |I. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 120.

T4: Espafa, Islas Canarias, Tenerife, El Bailadero, carretera direccion El Pijaral, N 28°
33'02", W 16° 11' 23", 750 m s.n.m.,09-2022. |I. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 121.

T5: Espafa, Islas Canarias, Tenerife, El Bailadero, carretera direccion El Pijaral, N 28°
33'02", W 16° 11' 23", 750 m s.n.m.,09-2022. |I. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 122.

T6: Espafa, Islas Canarias, Tenerife, El Bailadero, carretera direccion El Pijaral, N 28°
33'02", W 16° 11' 23", 750 m s.n.m.,09-2022. |I. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 123.

T7: Espafa, Islas Canarias, Tenerife, El Bailadero, carretera direccion El Pijaral, N 28°
33'02", W 16° 11' 23", 750 m s.n.m., 09-2022. |. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 124.

T8: Espafia, Islas Canarias, Tenerife, camino de Abicore, N 28° 32" 32", W 16° 13' 24",
880 m s.n.m., 09-2022. |. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 125.

T9: Espaiia, Islas Canarias, Tenerife, Anaga, Cueva del Guanche, 02-2014, I. Pérez-
Vargas y C. Gonzélez-Montelongo, TFC-Lich. 14 242c.

T10: Espafa, Islas Canarias, Tenerife, Los Realejos, Chanajiga, 03-2014, C. Gonzélez-
Montelongo, TFC-Lich. 14 326.

T11: Espafia, Islas Canarias, Tenerife, Anaga, Vueltas de Taganana, 04-1982, E. Beltran,
TFC-Lich. 590.

T12: Espaiia, Islas Canarias, Tenerife, Anaga, Chinobre, 03-1977, M.C. Leon-Arencibia
y J.R. Acebes Ginovés, TFC—-Lich. 264.

T13: Espafia, Islas Canarias, Tenerife, Anaga, Vueltas de Taganana, 1983, M.C. Leon-
Arencibiay M. Gil, TFC-Lich. 940.
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T14: Espafa, Islas Canarias, Tenerife, Anaga, Carretera Cruz del Carmen, 10-1989, C.
Hernandez-Padron y P.L. Pérez de Paz, TFC-Lich. 1872,

T15: Espafia, Islas Canarias, Tenerife, Anaga, Vueltas de Taganana, 03-1978, P.L. Pérez
de Paz, TFC-Lich 48.

T16: Esparfia, Islas Canarias, Tenerife, Anaga, Carretera Cruz del Carmen, 1995, J.M.
Gonzélez, TFC-Lich. 2313.

T17: Espafia, Islas Canarias, Tenerife, Cruz del Carmen, 01-2001, C. Hernandez-Padrén
y D. Sicilia-Martin. TFC-Lich. 2530.

T18: Espania, Islas Canarias, Tenerife, Anaga, Cruz del Carmen, 09-1998. C. Herandez-
Padrony P.L. Pérez de Paz, TFC-Lich. 2332.

G10: Espafia, islas Canarias, La Gomera, recorrido Pajarito-Mirador Tajaque, N 28° 06'
22" N, W 17° 14' 17", 02-2018. I. Pérez-Vargas. TFC-Lich. 17 132.

G14: Espafia, islas Canarias, La Gomera, recorrido Pajarito-Mirador Tajaque, N 28° 06'
22"N, W 17°14' 17", 02-2018 I. Pérez-Vargas. TFC-Lich. 17 136.

G18: Espafia, Islas Canarias, La Gomera, Agando, La Zarcita, 11-1987, P.L. Pérez de
Paz, C. Hernandez-Padron y M. Gil Gonzélez, TFC-Lich. 248.

G19: Esparia, Islas Canarias, La Gomera, Epina, 11-1987, C. Hernandez-Padrén, P.L.
Pérez de Paz, y M. Gil Gonzéalez, TFC-Lich. 1825.

H1: Espafa, islas Canarias, EI Hierro, ruta circular La Llania, N 27° 44' 11", W 17° 59'
27", 300 m s.n.m., 09-2022. |. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 140.

H2: Espafia, islas Canarias, EI Hierro, ruta circular La Llania, N 27° 44" 11", W 17° 59'
27", 300 m s.n.m., 09-2022. |. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 141.

H3: Espafia, islas Canarias, EI Hierro, ruta circular La Llania, N 27° 44" 11", W 17° 59'
27", 300 m s.n.m., 09-2022. |. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 142.

H5: Espafia, islas Canarias, EI Hierro, ruta circular La Llania, N 27° 44" 11", W 17° 59'
27", 300 m s.n.m., 09-2022. |. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 144.

H6: Espafa, islas Canarias, EI Hierro, ruta circular La Llania, N 27° 44" 11", W 17° 59'
27", 300 m s.n.m.,09-2022. I. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 145.

H7: Espafa, islas Canarias, EI Hierro, ruta circular La Llania, N 27° 44' 11", W 17° 59'
27", 300 m s.n.m., 09-2022. |. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 146.

H8: Espafia, islas Canarias, EI Hierro, ruta circular La Llania, N 27° 44" 11", W 17° 59'
27", 300 m s.n.m., 09-2022. |. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17 147.

H9: Espafia, islas Canarias, El Hierro, hacia Cruz de Los Reyes, 09-2022. I. Pérez-
Vargas, TFC-Lich. 17 148.

H10: Espafa, islas Canarias, El Hierro, hacia Cruz de Los Reyes,09-2022. |. Pérez-
Vargas, TFC-Lich. 17 149.

H11: Espafia, islas Canarias, El Hierro, hacia Cruz de Los Reyes, 09-2022. |. Pérez-
Vargas, TFC-Lich. 17 150.

H12: Espafia, islas Canarias, El Hierro, hacia Cruz de Los Reyes, 09-2022. |. Pérez-
Vargas, TFC-Lich. 17 151.

H13: Espafia, islas Canarias, El Hierro, hacia Cruz de Los Reyes, 09-2022. |. Pérez-
Vargas, TFC-Lich. 17 152.

H14: Espafia, islas Canarias, El Hierro, hacia Cruz de Los Reyes, 09-2022. |. Pérez-
Vargas, TFC-Lich. 17 153.

H15: Espafia, islas Canarias, El Hierro, hacia Mirador El Paso, 09-2022. |. Pérez-Vargas,
TFC-Lich. 17 154.

H16: Espafia, islas Canarias, El Hierro, hacia Mirador El Paso, 09-2022. |. Pérez-Vargas,
TFC-Lich. 17 155.

H17: Espafia, islas Canarias, El Hierro, hacia Mirador El Paso, 09-2022. |. Pérez-Vargas,
TFC-Lich. 17 156.
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H18: Espafia, Islas Canarias, EI Hierro, Frontera, 1977, C. Hernandez-Padrén y P.L.
Pérez de Paz, TFC-Lich. 853.

H19: Espafia, Islas Canarias, El Hierro, Apartacaminos, 03-1977, I. La Serna Ramos,
TFC-Lich 342.

P1: Espafia, islas Canarias, La Palma, sendero de Los Puertos, N 28° 40" 40", W 17° 48'
01", 1100 m s.n.m., 09-2022. I. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17157.

P2: Espafia, islas Canarias, La Palma, sendero de Los Puertos, N 28° 40" 40", W 17° 48'
01", 1100 m s.n.m., 09-2022. I. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17158.

P3: Espafia, islas Canarias, La Palma, sendero de Los Puertos, N 28° 40" 40", W 17° 48'
01", 1100 m s.n.m., 09-2022. I. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17159.

P4: Espafia, islas Canarias, La Palma, sendero de Los Puertos, N 28° 40" 40", W 17° 48'
01", 1100 m s.n.m.,09-2022. I. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17160.

P5: Espafia, islas Canarias, La Palma, sendero de Los Puertos, N 28° 40" 40", W 17° 48'
01", 1100 m s.n.m.,09-2022. I. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17161.

P6: Espafia, islas Canarias, La Palma, sendero de Los Puertos, N 28° 40' 40", W 17° 48'
01", 1100 m s.n.m.,09-2022. I. Pérez-Vargas, TFC-Lich. 17162.
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Anexo B. Secuencias de Hypogymnia obtenidas de Genbank y utilizadas

para el analisis genético.

Cadigo secuencia Especie
AF141368 H. physodes
MG692836 H. physodes
MG692827 H. lugubris
MG692828 H. lugubris
KY 859520 H. subfarinacea
MG692845 H. subfarinacea
MG692823 H. farinacea
MK811676 H. farinacea
ONb511166 H. tubulosa
MG692851 H. tubulosa
MG692832 H. madeirensis
MG692833 H. madeirensis
MG692834 H. madeirensis
HQ725079 H. fujisanensis
MG692825 H. fujisanensis
MG692858 H. wilfiana
ONb511173 H. wilfiana
AY340873 Brodoa intestiniformis
AY451768 Pseudervernia furfuracea
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