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ABSTRACT. — Gregorella humida, a new lichen for Belgium, and notes on the Belgian sta-
tus of two other cyanolichens, Fuscopannaria nebulosa and Protopannaria pezizoides.
During surveys of abandoned quarries in Entre-Sambre-et-Meuse in recent years, two super-
ficially similar cyanolichens considered extinct or absent from Belgium were collected. The
first, Gregorella humida (Arctomiaceae), is reported for the first time from Belgium. The
species colonizes the soil of a kaolin sand quarry in Oret. It was only collected once in 2004,
so this pioneer lichen could already have disappeared due to forest recolonization and back-
filling of the quarry. The second, Fuscopannaria nebulosa (Pannariaceae), was rediscovered
in Belgium after more than a century of absence. The species colonizes schistose sandstone
walls of two abandoned quarries, as well as a schistose slope in ditch by the roadside. The re-
cent record (2006) of Protopannaria pezizoides in Belgium (Villers-sur-Lesse) is erroneous.
The herbarium specimen is shown to belong to F. nebulosa on the basis of morphological
characters (asci and spore type) and ITS gene sequencing. Protopannaria pezizoides must
therefore be considered extinct in Belgium, the last observations dating from before 1867.

SAMENVATTING. — Gregorella humida, een nieuw licheen voor Belgié, en notities over de
Belgische status van twee andere cyanolichenen, Fuscopannaria nebulosa en Protopan-
naria pezizoides. Tijdens onderzoeken van verlaten steengroeven in Entre-Sambre-et-Meuse
in de afgelopen jaren, werden twee oppervlakkig gelijkaardige cyanolichenen verzameld die
als uitgestorven of afwezig werden beschouwd in Belgi€. De eerste, Gregorella humida (Arc-
tomiaceae), wordt voor het eerst in Belgié gerapporteerd. De soort koloniseert de bodem van
een kaolienzandgroeve in Oret. Ze werd slechts eenmaal verzameld, in 2004, en dus zou dit
pionierkorstmos al verdwenen kunnen zijn als een gevolg van herkolonisatic door bomen en
opvulling van de steengroeve. De tweede, Fuscopannaria nebulosa (Pannariaceae), werd in
Belgi€ herontdekt na meer dan een eeuw afwezigheid. Deze soort koloniseert de leisteenzand-
stenen muren van twee verlaten steengroeven, evenals een schaliedijk langs de weg. De re-
cente vermelding (2006) van Protopannaria pezizoides in Belgié (Villers-sur-Lesse) is onjuist.
Het herbariumspecimen blijkt te behoren tot F. nebulosa op basis van morfologische kenmer-
ken (asci- en sporentype) en ITS-gene sequencing. Protopannaria pezizoides moet daarom in
Belgi€ als uitgestorven worden beschouwd; de laatste waarnemingen dateren van voor 1867.

REsuME. — Lors de prospections de carriéres abandonnées en Entre-Sambre-et-Meuse ces
derniéres années, deux cyanolichens superficiellement similaires et considérés comme éteint
ou absent de Belgique ont été récoltés. Le premier, Gregorella humida (Arctomiaceae), est
signalé pour la premiere fois de Belgique. L’espéce colonise les sols d’une carriére de sable
kaolinique a Oret. Elle n’a été récoltée qu’une fois en 2004 si bien que ce lichen pionnier
pourrait déja avoir disparu a cause de la recolonisation forestiére et du remblaiement de la
carriere. Le second, Fuscopannaria nebulosa (Pannariaceae), a été redécouvert en Belgique
apres plus d’un siecle d’absence. L’espéce colonise des parois de gres schisteux de deux car-
rieres abandonnées, ainsi qu’un talus schisteux en bord de route. La mention récente (2006)
de Protopannaria pezizoides en Belgique (Villers-sur-Lesse) est erronée. Le spécimen
d’herbier est démontré appartenir a F. nebulosa sur base de caractéres morphologiques (type
d’asque et de spores) et du séquengage du gene ITS. Protopannaria pezizoides doit donc étre
considéré comme éteint en Belgique, les dernicres observations datant d’avant 1867.
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Introduction

Des prospections par les auteurs dans le sud-ouest de
la Belgique ont permis d’améliorer la connaissance de
la diversité des lichens de la région de 1’Entre-Sambre-
et-Meuse. Plusieurs espéces trés rares ou nouvelle pour
le pays y ont été découvertes (Ertz & Duvivier 2004,
2006; Duvivier et al. 2011), mais d’autres données iné-
dites restent a publier. L’examen du matériel récent de
certains cyanolichens a révélé deux espéces particulicre-
ment intéressantes pour la Belgique : Gregorella humida
(Kullh.) Lumbsch est nouveau pour le pays, et Fusco-
pannaria nebulosa (Hoffm.) E. Tripp & Lendemer n’y
avait plus été mentionné depuis 120 ans (Diederich et
al. 2022). Ces deux espeéces de lichens partagent beau-
coup de caractéristiques morphologiques si bien qu’elles
étaient placées dans le genre Moelleropsis Gyeln. (Pan-
nariaceae) avant ’avénement des données de la phylogé-
nie moléculaire (Purvis et al. 1993). Ainsi, Moelleropsis
nebulosa (Hoffm.) Gyeln. a été placé dans le genre Fus-
copannaria par Tripp & Lendemer (2019) sur base des
résultats d’analyses phylogénétiques publiés par Ekman
et al. (2014). Moelleropsis humida (Kullh.) Coppins &
PM. Jorg. a méme été placé dans une autre famille, les
Arctomiaceae, et a ét¢ combiné dans le genre Gregorella
(Lumbsch et al. 2005).

Les espéces de Pannariaceae ou qui ont longtemps été
incluses dans cette famille ont fait I’objet d’une révision
pour nos régions (Belgique, Grand-Duché de Luxembourg
et régions voisines) par Sérusiaux (1984). A cette époque,
toutes les especes traitées étaient déja considérées comme
extrémement rares ou éteintes depuis longtemps de la di-
tion. La régression spectaculaire était imputée a I’impact
de la pollution atmosphérique comme les pluies acides
et a la dégradation des écosystémes forestiers. A ces fac-
teurs, s’ajoute maintenant le réchauffement climatique.
L’objet du présent article est de signaler la découverte de
nouvelles populations de ces cyanolichens rarissimes en
Belgique.

Méthodologie

Les coupes et préparations microscopiques ont été réali-
sées a main levée et observées dans 1’eau, une solution
de potasse a 5 %, le lugol (1 g de I, 3 g de KI et 100
ml d’eau) sans ou apres (KI) prétraitement par KOH a
5%, avec un microscope photonique Olympus BX51. Les
mesures ont été effectuées sur du matériel monté dans
I’eau. Les photos macroscopiques ont été prises avec un
microscope Keyence VHX-5000 Digital et une lentille
VH-Z20R/W/T.

Pour les analyses moléculaires, des coupes d’ascomes
ont été utilisées pour la PCR directe, comme décrite dans
Ertz et al. (2015). Un fragment ciblé d’environ 0,6 kb du
géne ITS (ITS1-5.8s-ITS2) a été amplifié en utilisant
les amorces ITS1F et ITS4 (White et al. 1990). Les deux
brins ont été séquencés par Macrogen® en utilisant les
amorces d’amplification. Les fragments de séquence ont

été assemblés avec Sequencher v. 5.4 (Gene Codes Cor-
poration, Ann Arbor, Michigan). Les séquences ITS du
clade 2a de la phylogénie des Pannariaceaec de Ekman et
al. (2014) disponibles sur GenBank ont été téléchargées.
D’autres séquences ont été sélectionnées, principalement
d’aprés Lendemer et al. (2017), de facon a compléter
I’arbre phylogénétique. Pannaria isabellina (Vain.) Elve-
bakk & Bjerke a été choisi pour enraciner ’arbre. Les
séquences ont été alignées a 1’aide de MAFFT v. 7.471
(Katoh et al. 2002) sur CIPRES (Miller et al. 2010) et
améliorées manuellement a ’aide de Mesquite 3.04
(Maddison & Maddison 2015). Une analyse au maximum
de vraisemblance (ML) a été réalisée en utilisant RAXML
— HPC2 v. 8.2.12 (Stamatakis 2014) avec 1000 itérations
bootstrap et le modéle GTRGAMMA (Figure 1). Les
branches internes soutenues par des valeurs de bootstrap
> 70 sont considérées comme significatives. L’arbre phy-
logénétique a été visualisé a 1’aide de FigTree v. 1.4.2
(Rambaut 2012).

Résultats et discussion
® Gregorella humida (Kullh.) Lumbsch (Figure 2)

Gregorella humida est une espéce nouvelle pour la Bel-
gique. L’espece a été récoltée a Oret sur le sol dans une
carricre de sable kaolinique en 2004. C’est un lichen pion-
nier des sols argileux ou sableux récemment perturbés
qui peut passer facilement inaper¢u. En Europe centrale,
I’espéce trouve ses conditions optimales dans les carriéres
(Cezanne et al. 2003), mais elle s’observe aussi sur les
talus de chemin de fer ou de route. Elle est considérée par
Poelt J. & Vézda (1990) comme ayant un cycle de vie tres
éphémeére, mais les thalles pourraient se maintenir sur plu-
sieurs années au moins sous forme stérile si I’habitat reste
favorable (Cezanne ef al. 2003). L’espéce a été longtemps
considérée comme une endémique européenne avant
d’étre signalée de Turquie (Kinalioglu & Aptroot 2011),
de Russie (Oural) (Vondrak et al. 2013) puis d’ Amérique
du Nord (McCune & Stone 2020). Cependant, la mention
de Turquie est trés douteuse car I’espece y est signalée sur
rocher siliceux et non sur sol. De plus, le spécimen publié
et déposé dans I’herbier BR présente un thalle saxicole
aréolé épais et des apothécies = immergée munies d’un
rebord thallin. Il ne s’agit pas de Gregorella, mais trés
probablement d’une espéce du genre Psorotichia. Son
identité nécessite des études supplémentaires.

En Europe, Gregorella humida est largement répandu.
L’espéce est mentionnée notamment de Fennoscandie et
du Danemark (Jorgensen 2007), d’Allemagne (par ex.
Cezanne et al. 2003), d’Autriche (Berger & Priemetzho-
fer 2000), de France (Roux ef coll. 2020), des Pays-Bas
(van den Boom 2000), des iles britanniques (Woods
2009), de Lettonie (Motiejunaité ef al. 2016), de Lituanie
(Motiejunaité & Skridlaite 2017), de Pologne (Czarnota
2003) et de la république tchéque (Vondrak ef al. 2013).

Gregorella humida ressemble a Fuscopannaria nebu-
losa, mais elle se distingue de cette dernicre espéce notam-
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Figure 1. Phylogénie des Pannariaceae-clade 2a d’Ekman et al. (2014) résultant d 'une analyse en maximum de vraisemblance effec-
tuée avec RAxML a partir de séquences ITS. Les valeurs de bootstrap sont indiquées pres des branches. Les branches en gras sont
considérées comme supportées de facon significative (valeurs bootstrap supérieures ou égales a 70). Les échantillons nouvellement
séquenceés pour cette étude sont indiqués en caracteres gras, démontrant leur appartenance a Fuscopannaria nebulosa.

ment par des apothécies nettement plus petites (jusqu’a 100% avec AF429263 de Suéde, 3 nucléotides différents

0,5 mm diam.) et des asques sans structure amyloide dans
la paroi (Figure 2E). Une comparaison détaillée entre ces
deux espéces a été publi¢e par Vondrak et al. (2013). Une
séquence ITS (GenBank ON400792) confirme I’identité
de notre spécimen (99 a 100% de similitude avec les sé-
quences de Gregorella humida disponible sur GenBank:

avec KC806067 de la République tchéque et 3 autres dif-
férents avec MN737294 des USA).

Deux autres lichens terricoles trés rares en Belgique
ont été observés dans les carrieres de Oret: Epiphloea
byssina (Baumg.) Henssen & P.M. Jorg. et Steinia geo-
phana (Nyl.) Stein. Ces deux espéces sont également
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Figure 2. Gregorella humida (Ertz 5710). — A-B. Thalle et apothécies a [’état sec (4) et a [’état humide (B). C. Section transversale
d’une apothécie dans l'eau. D. Asque dans [’eau. E. Asque dans KI. F. Trois spores dans l’eau. G. Trois spores dans KI. Echelles :
A-B:500um; C:50 um; D-E : 10 um; F-G : 5 um.

signalées comme espéces compagnes de G. humida en
Allemagne (Cezanne et al. 2003). Epiphloea byssina pos-
séde un thalle et un photobionte similaire a G. humida,
mais se distingue facilement par ses spores muriformes.
Steinia geophana est trés différent par ses petites apothé-
cies noires convexes, des asques a 16 spores et des spores
sphériques.

Les carrieres fournissent un habitat de substitution
pour ces especes pionnieres qui profitent du sol remanié
récemment. Une fois abandonnée, ces milieux pionniers
se maintiennent un certains temps notamment par 1’éro-
sion des fortes pentes, mais la colonisation secondaire
par des taillis intervient rapidement et fait disparaitre ces
habitats en absence de gestion dirigée ou de la poursuite
des activités extractives. C’est actuellement le cas du site
a Gregorella humida qui est presque entierement reboisé.

Spécimen de Gregorella humida examiné : Belgique,
district mosan, Mettet, sabliéres a 1-1,5 km au SE du
centre d’Oret, 230-260 m alt., IFBL H5.32.21-23, sur
sable kaolinique, 25 janv. 2004, D. Ertz 5710 (BR).

® Fuscopannaria nebulosa (Hoffm.) E. Tripp & Len-
demer (Figure 3) et Protopannaria pezizoides (Weber)
P. M. Jorg. & S. Ekman

Protopannaria pezizoides était considéré comme éteint
en Belgique (Sérusiaux 1984, sub Pannaria pezizoides),

jusqu’a sa redécouverte en 2001 a Villers-sur-Lesse par
P. & B. van den Boom apres plus de 134 ans d’absence
(Sérusiaux et al. 2003). Nous avions revisité cette loca-
lité en 2006 ou I’espéce était toujours présente en petite
quantité sur un talus de roche schisteuse. Cependant,
I’examen morphologique détaillé de notre spécimen nous
avait conduit a I’identifier comme Fuscopannaria nebu-
losa, un autre lichen considéré comme éteint depuis plus
d’un siécle en Belgique (Sérusiaux 1984, sub Moellerop-
sis nebulosa ; derniére observation a Lamorteau en 1902).
Avec la récolte de spécimens semblables dans deux autres
localités belges, a Olloy-sur-Viroin et Vierves-sur-Viroin,
nous avons décidé de réviser le matériel récent apparte-
nant a ces cyanolichens.

Fuscopannaria nebulosa est superficiellement sem-
blable a Protopannaria pezizoides mais s’en distingue
aisément par ses spores lisses dépourvues d’un périspore
verruqueux-ridé et par des asques avec un appareil apical
amyloide (par ex. Carballal Duran R. & Lopez de Silanes
Vazquez 2006, Vondrak et al. 2013, Cannon ef al. 2021).
Au contraire, P. pezizoides posséde des spores munies
d’un périspore verruqueux et ridé et la paroi des asques
ne présente pas d’appareil apical amyloide. Sur base de
ces caracteres (voir Figures 3E et 3H), le spécimen de P.
& B. van den Boom 26501 (LG) publi¢ comme P. pezi-
zoides de Villers-sur-Lesse a pu étre rapporté au genre
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Fuscopannaria et non Protopannaria. 11 est similaire aux
autres spécimens belges que nous avons récoltés récem-
ment a Olloy-sur-Viroin et Vierves-sur-Viroin et identifiés
comme F. nebulosa (voir liste des spécimens examings).
Les analyses moléculaires ont permi de confirmer I’iden-
tité de ce matériel (Figure 1).

Le thalle du matériel belge de F. nebulosa est assez
variable (Figure 3 A-D), formant parfois de petites squa-

mules ou apparaissant méme isidié comme signalé pour
le matériel de la péninsule ibérique (Carballal Duran R.
& Lopez de Silanes Véazquez 2006) alors que certains
auteurs considérent F. nebulosa comme ayant un thalle
pulvérulent-granuleux et non isidié¢ (par ex. Pérez-Vargas
et al. 2014, Cannon et al. 2021). Or Fuscopannaria ne-
bulosa peut étre confondu avec Vahliella atlantica (P.M.
Jorg. & P. James) P.M. Jorg. (par ex. Printzen et al. 2018),

Figure 3. Fuscopannaria nebulosa (A, E, H. : van den Boom 26501 ; B, D, F, 1. : Ertz 25886 ; C, G, J. : Duvivier s.n. — Revers de Grand
Mont). — A-D. Thalles et apothécies a [’état sec. E-G. Asques dans KI. H-J. Spores dans 1’eau (sauf H ou la spore en bas est dans
KOH). Echelles : A—C : 1 mm ; D : 500 um ; E-G : 10 um ; H-J : 5 um.
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une espece récemment décrite des régions atlantiques
d’Europe par Jorgensen (2005). D’apres cet auteur, Vah-
liella atlantica diftére de F. nebulosa par un thalle gris
foncé, non-pulvérulent, isidié, un cortex a deux ou trois
couches de cellules et des spores plus longues (15-25 pm
vs. 10-15 pm). Ces caractéristiques correspondent plu-
tot bien a notre matériel. Cependant, la description de F.
nebulosa par d’autres auteurs (par ex. Carballal Duran R.
& Lopez de Silanes Vazquez 2006, Vondrék et al. 2013)
englobe les caractéres utilisés par Jorgensen (2005) pour
distinguer les deux espéces. Les spores y sont décrites
comme ¢étant nettement plus longues: (12,5-)14.8-21.8(-
25.5) pm d’apres Vondrak et al. (2013) et (14-)18-23(-25)
um d’apres Carballal Duran R. & Loépez de Silanes Vaz-
quez (2006), ce qui correspond au matériel belge (spores

Figure 4. Site a Fuscopan-
naria nebulosa a Olloy-sur-
Viroin. Le peuplement a
Fuscopannaria nebulosa est
toujours présent a la base
de la paroi (fléche) depuis
sa découverte en 2010 (Pho-
to : 21 février 2021).

de 14-21 x 6-9 um). De plus, I’analyse phylogénétique
place les génes ITS des spécimens belges dans le méme
clade que ceux de Fuscopannaria nebulosa disponible sur
GenBank (similitude de 99 a 100%) (Figure 1), suggé-
rant qu’il s’agit de cette espéce et non de celles du genre
Vahliella. Ce dernier genre appartient a une famille diffé-
rente, les Vahliellaceae, et se caractérise notamment par
un type d’asque différent, avec la paroi de la partie apicale
se colorant de facon homogéne au lugol. Nos spécimens
ont des asques avec un appareil apical amyloide corres-
pondant a celui illustré par Vondrak et al. (2013) pour F.
nebulosa ce qui exclut une appartenance au genre Vah-
liella (Figure 3 E-G). Malheureusement aucune séquence
d’ADN n’est disponible pour Vahliella atlantica, ni pour
V. isidioidea Pérez-Vargas et al., une autre espece tres
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semblable décrite récemment des iles Canaries (Pérez-
Vargas et al. 2014). Leur appartenance aux Vahlicllaceae
reste donc a confirmer par des données moléculaires. En
attente de plus amples recherches sur la valeur des carac-
téres morphologiques actuellement utilisés pour distin-
guer ces especes tres semblables, nous préférons nommer
le matériel belge F. nebulosa qui est le nom le plus ancien
et supporté par les analyses phylogénétiques.

Fuscopannaria nebulosa était autrefois largement ré-
pandu en Belgique ayant été mentionné des districts phy-
togéographiques brabancon, mosan, ardennais et lorrain
dans un total de pres de dix localités (Sérusiaux 1984),
mais I’espéce n’y avait plus été mentionnée depuis plus
d’un siecle (Diederich et al. 2022). Nous ’avons trouvée
a Olloy-sur-Viroin dans la vallée du ruisseau de Nouée en
2010 a la base d’une paroi d’environ 25 m de haut d’une
carriere abandonnée de greés (Formation de Vireux) (Fi-
gure 4). Une localité supplémentaire a ét¢ découverte non
loin de 1a a Vierves-sur-Viroin en 2011 dans une petite
carricre de la méme formation géologique. Or I’espéce
était déja connue d’Olloy-sur-Viroin au 19 si¢cle ou
elle avait été récoltée sur la terre siliceuse par Aigret a
« Basse fréchot » en 1886 (Sérusiaux 1984 ; spécimen
de référence toujours présent dans I’herbier BR et mor-
phologiquement semblable aux spécimens récemment
récoltés). L’espéce s’est probablement maintenue dans
la région du Viroin depuis cette époque, mais est passée
inapergue faute de prospections lichénologiques dans les
milieux adéquats. Le lichen a été revu en 2021 dans la
carriere d’Olloy-sur-Viroin sur la méme paroi qu’en 2010,
mais semble disparu de sa localité de Vierves-sur-Viroin
probablement a cause du reboisement spontané de la
carriere abandonnée. Bien qu’abandonnée également, la
carriere d’Olloy-sur-Viroin sert encore aux dépdts tempo-
raires de gravier, pavés et autres matériaux d’entretien de
chemins forestiers ce qui limite fortement le reboisement
spontané devant la paroi ou est présent le Fuscopannaria
(Figure 4). Son maintien a long terme n’y est pas garanti
sans protection du site et une gestion dirigée pour limiter
le développement d’une végétation ligneuse. Une mise en
réserve naturelle du site devrait étre envisagée afin de pro-
téger ce lichen devenu rarissime en Belgique.

Spécimens récents de Fuscopannaria nebulosa exami-
nés (avec les numéros de GenBank pour les séquences
ITS générées pour cette étude) : Belgique, district arden-
nais, 2 km au SSO d’Olloy-sur-Viroin, rive gauche du
ruisseau de Nouée, carriére abandonnée au lieu-dit ‘Bois
Noé’, 50° 03° 19” N, 4° 35” 18” E, ca 240 m alt., IFBL
J5.41.44, base d’une grande paroi exposée a l’est, sur la
terre et les mousses des rochers, 18 aott 2010, D. Ertz
s.n. & J.-P. Duvivier s.n. (BR) ; méme localité, 21 février
2021, D. Ertz 25886 & J.-P. Duvivier s.n. (BR ; numéro
GB : ON400788) ; Vierves-sur-Viroin, 1,8 km au SE du
village sur le versant gauche du Ri de Wel, ancienne petite
carriere de gres au lieu-dit Revers de Grand Mont, 50° 04
10.5” N, 4°39° 11.9” E, ca 205 m, I[FBL J5.43.13, sur une
paroi de schistes gréseux, 20 septembre 2011, J.-P. Duvi-

vier s.n. (BR ; numéro GB : ON400789) ; N of Villers-sur-
Lesse, near Chateau Royal, IFBL J6.13, mossy slope in
ditch, 5.2001, P. & B. van den Boom 26501 (LG ; numéro
GB : ON400790) ; méme localité, 24 novembre 2006, D.
Ertz 10150 (BR ; numéro GB : ON400792).

Conclusion

Gregorella humida est signalé pour la premicre fois de
Belgique ou il a été récolté dans une carriere de sable kao-
linique a Oret en 2004. La mention récente de Protopan-
naria pezizoides en Belgique par Sérusiaux et al. (2003 ; a
Villers-sur-Lesse) est une confusion avec Fuscopannaria
nebulosa. Par conséquent, Protopannaria pezizoides doit
étre considéré comme éteint en Belgique n’étant connue
avec certitude que de quatre localités trés anciennes a
Aalter, Malmedy, Robertville et Louette-St-Pierre (Séru-
siaux 1984). Fuscopannaria nebulosa a été découvert
dans deux autres localités récentes en Belgique alors qu’il
n’avait plus été mentionné de ce pays depuis 120 ans. Son
habitat actuel est constitué de parois schisteuses moussues
de carrieres de gres (Formation de Vireux) abandonnées
et d’un talus de route. La variabilit¢é morphologique du
matériel belge de Fuscopannaria nebulosa souléve des
problémes pour distinguer cette espéce de deux autres
lichens trés similaires décrits récemment d’Europe dans
le genre Vahliella.
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