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SUMMARY

Morphological characters of seedlings were studied for 54 populations
representing 25 taxa of the genus Biscutells L. The size, shape and
indumentum of both the cotyledon and juvenile leaf could be used for
the identificaticn of most taxa. The consistency of these juvenile features
within each taxon confers a good degree of taxonomic importance on seedling
characters within the genus. A highly significant linear relationship was
cbserved between cotyledon length and width which justified the division
of the species into two groups that corresponded with the two subgenera
recognized within the genus. The presence of well-developed buds in the
axils of the cotyledons of some taxa are good identification features for
these taxa. A key for the identification of species is presented together with
diagrams made from silhouettes of pressed seedlings.

INTRODUCTION

Biscutella L. is a distinct genus of the family Cruciferae
(Brassicaceae) and can be easily recognised by its didymous
fruit which resemble a pair of spectacles. The species are found
mainly in the Mediterranean region except for one species, B. lae-
vigata L. sensu lato, which extends into central Europe (Fig. 37).
The genus is well known for its taxonomic complexity and since
its description the species have undergone varied taxonomic
treatments (CossoN, 1872; WiLLkoMM, 1880; MALINOWSKI, 1910;
MACHATSCHKI-LAURICH, 1926; GUINEA, 1963; GUINEA & HEYWOOD,
1964). The difficulties encountered within the genus are caused
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6 J. Dele Olowokudejo

by the relative uniformity of the floral and fruiting characters,
and the unreliability of those that do vary. The vegetative
features which have traditionally provided most of the characters
in previous taxonomic revisions are highly variable and little is
known about their range of plasticity (OLowWOKUDEJO & HEYWOOD,
1984). Consequently there is a general lack of reliable taxonomic
characters within the genus.

In the course of a systematic revision of the genus, it became
apparent that some species could be identified in the seedling
stage. Except for a single drawing and description of Biscutella
laevigata L. by MULLER (1978), seedlings of Biscutella species
have never been studied in detail. Seedling characters of most
genera are generally ignored by taxonomists for various reasons,
such as, the non-availability of viable seeds, incorreet identifi-
cation of available seeds, the absence of seedling in the wild
when mature plants are collected and the problems of growing
the seeds even when they are available. Yet, as BRAYSHAW (1959),
DUKE (1965, 1989), BURGER (1972) have shown for tree seedling,
CHANCELLOR (1966) for weed seedling and MuLLEr (1978) for
the seedlings of the North-Western European Lowlands, many
species can be identified in their seedling stage. The works of
GomeZ-CAMPO & TorTOoSA (1974) and NozzoLmLro (1976), on
the seedlings of Brassiceac and Vicia respectively, have shown
the taxonomic value of these largely unexplored juvenile features
which are known to be of immense value in the assessment of
relationship (Davis & HeEvYwoop, 1963). The recent work of
VoGeL (1980) on Malesian tree seedlings further revealed the
potential taxonomic value of seedling characters and also contain
some pertinent literature.

The present paper reports the results of studying 54 seedling
populations representing 25 taxa of the genus Biscutfella.

MATERIAL AND METHODS

Most of the seeds were collected by the author during his field
expedition to Spain while a number of samples, of wild origin,
were obtained from other individuals and botanic gardens. Species
used in the study and the origins of the seed samples are listed
according to their taxonomic groupings in Table 1.
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TAELE 1
Tesa Collector/source Locality

and reference no.

10.

. B. variegata Boiss. & Reuter

B. megacarpaeca Boiss. &

Reuter

B. foliosa Mach.-Laur,

B. laevigata L.
subsp. laevigaia

subsp. grecilis Mach.-Laur.
subsp. kerneri Mach.-Laur.

subsp. guestphalica Mach.-
Laur.

EB. frutescens Cosson

B. sempervirens L.

Var. sempervirens

var. brevifolia (Rouy)

Heywood

Olowokudejo 60
Olowokudejo 62

Olowckudejo 90

Olowokudejo 91
Olowokudejo 92

Olowokudejo 93

BG 780349

BG T80416
BG 187

BG T89348
BG 789423

BG T80311
BG T80544
BG T80418
Olowokudejo 187

Olowokudejo 188

Leadlay & al. 314

Olowokudejo 120

Olowokudejo 122

Olowokudejo 129

Spain: Granada, Barranco de
San Juan

Spain: Granada, Sierra Neva-
da/Guejar Sierra

Spain: Malaga, Antequerra-
El Torcal

Spain: Malaga, ElI Burgo-
Ronda

Spain: Malaga, between EIl
Burgo snd Ronda

Spain: Malaga, Serrania de
Ronda

Switzerland: WValais, Lac de
Salanfe

Austria: Karnten, Hohe Tauern

France: Dept. Nord, Valencien-
nes

Switzerland: WValais

Switzerland: Saint Gall,
Walensee

Switzerland: Unterwald,
Tribsee

Czechoslovakia: Montes Stra-
covska

Germany: Frankfurt

Spain: Granada, Sierra de Loja,
Cruz de Perigueta

Spain: Granada, Sierra de Loja,
Santa Cruz de Alhama

Spain: Malaga, Marbella-Ojen
road

Spain: Granada, Sierra de la
Yedra, N. of Alfacar

Spain: Granada, South of
Huerto Santillan

Spain: Granada, Guadix
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TABLE 1 (Continued)

Calle fa e
Lo and re':'::m ::-. L
Olowokudejo 232 Spain: Almeria, Sierra de
Gador, near Dalias
Olowokudejo 234 Spain: Almeria, Almeria-Enix
11. B. glacialis (Boiss. & Reuter)| Gomez-Campo Spain: Granada, Sierra Nevada
Jordan 53-2161-72
var. glacialis Olowokudejo 200 Spain: Granada, Sierra Neva-
da, Mulhacen
12. var. harana Olowo. Socorro 209 Spain: Granada, Sierra Hara-
na, Cortijo del Sotillo
13. B. intermedia Gouan Gomez-Campo Spain: Madrid, Sierra de Gua-
54-1199-68 darrama
14. B. valentina (L.) Heywood
var. valentina Olowokudejo T2 Spain: Jaen, Sierra del Pozo,
Pico de Cabanas
Olowokudejo T3 Spain: Jaen, Sierra de Cazorla
Olowokudejo 80 Spain: Jaen, Sierra de Segura
Olowokudejo 82 Spain: Jaen, Sierra de Cabrilla
15. var. leptophylla (Pau)
Olowo. | Olowokudejo 6 Spain: Cuenca, Madrid-Valen-
cia, near Alarcon
Olowokudejo 8 Spain: Cuenca, Motilla del Pa-
lancar
16. B. scaposa Sennen ex Mach.- | Olowokudejo 94 Spain: Madrid, El Escorial
Laur. Valle de los Caidos
Olowokudejo 96 Spain: Madrid, El Escorial
Olowokudejo 98 Spain: Madrid, Peguerimos
Olowokudejo 99 Spain: Madrid, Sierra de Ma-
lagon
Olowokudejo 100 Spain: Madrid, North of Las
; Herreras
| 17. B. gredensis Guinea Gomez-Campo 2295 | Spain: Avila, Circo de Gredos
' 18. B. coronopifolia L. GB 780336 France: Vaucluse, Mont Ven-
toux
19. B. polyclada Jordan BG T80429 France: Drome, Bourg-de-
Peage
20. B. sclerocarpa Revel BG 180 France: Aveyron, Firmy, Puy
de Woll
21. B. microcarpa DC. Heywood & al. 138 | Spain: Cadiz, El Colorado, near
Chiclana de la Frontera
22. B. didyma L. BG 7711425 Spain: Malaga, Ronda
BG 7800337 Egypt: Alexandria
. BG 7800339 Greece: Afttica, Athens
| 23. B. lyrata L. BG 771147 Italy: Sicilia, Siracusa
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TABLE 1 (Continued)

llector/soure
e n'r:v: r:fer:nie l:: Ly
BG 780185 Morocco: Melilla, Sidi Musa
BG 780356 Algeria: Bouchata Mahmoua
24. B. auriculata L. Olowckudejo 5 Spain: Cuenca, Alarcon
i Olowokudejo T Spain: Cuenca, Alarcon
Olowokudejo 9 Spain: Cuenca, Motilla del Pa-
lancar
Gomez-Campo Spain: Ciudad Real, Alhambra
1164-87
BG 781184 Portugal: Algarve, Castro-
Marim
25. B. cichoriifolia Lolsel. BG 780335 France: Hautes Pyrenees,
Bagneres de Luchon

Seeds were initially sown in 8cm plastic pots. One week
after germination the seedlings were transplanted to 10 cm pots,
one seedling per pot. All seedlings were raised in the greenhouses
of the Science Laboratories, University of Reading, England.

Fifty-four populations representing 25 taxa of the genus
Biscutella were studied. About 15-30 seedlings of each population
were observed daily immediately after germination but the
measurements presented were taken after the cotyledons attained
maximum size, which is usually about three to four weeks after
germination. For each seedling the shape, colour, margin, length,
maximum width and petiole length of the cotyledons and juvenile
leaves were observed and recorded. The corresponding mean values,
standard deviations and standard errors of the means were
computed. The degree of pubescence was examined under a
stereomicroscope.

Either one, two or three seedlings of each population, depen-
ding on the variability, were subsequently harvested, pressed and
dried. Silhouettes of these representative samples were prepared
and drawings made from them.

RESULTS AND DISCUSSION

Tables 2 and 3 contain some of the data concerning cotyledon
and juvenile leaf characters. Figures 1-34 are drawings made from
the silhouettes of representative specimens of 24 taxa. Two or
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three diagrams are shown for any taxon with noticeable intra-
or inter-populational variation. B. sclerocarpa Revel is the only
taxon not represented because most of the seedlings were des-
troyed just before harvesting and the remaining few were raised
to maturity for other studies.

Seed germination

Germination is phanerocotylar in all cultivated taxa, the
cotyledons appearing above the ground about 5-18 days after
sowing. Most of the seeds germinated easily without any pre-
treatment or other special requirements. The annual species, such
as B. didyma L., B. lyrata L., B. microcarpa DC. and B. auri-
culata L., usually germinate faster, within one week, and have
z higher percentage germination than the perennials. Seedlings
are generally vulnerable at the early stages of their development.
In Biscutella the threats to seedling establishment are damping
of disease and a molluscan slug which may destroy an entire
population of about 30 seedlings overnight.

Cotyledon characters

The cotyledons vary in shape from ovate, obovate, oblong
to orbiculate. In some taxa the shape is constant in all the popu-
lations examined while in others two or three types may be
found. B. glacialis (Boiss. & Reuter) Jordan, B. scaposa Sennen
ex Mach.-Laur. and B. sclerocarpa Revel have orbiculate cotyle-
dons while in B. frutescens Cosson, B. intermedia Gouan, B. valen-
tina (L.) Heywood, B. gredensis Guinea, B. coronopifolia L.,
B. polyclada Jordan and B. didyma L., the cotyledons are ovate.
In the remaining taxa the shape varies within each of the
populations (Table 2).

The length and width of the cotyledons vary very little
within each taxon but the variation between species is considerable.
Figure 35 shows the highly significant linear relationship between
this pair of characters, the width increasing steadily with increase
in length. On the basis of cotyledon size the 25 taxa studied can
be divided into three main groups: the first group conmsists of
B. microcarpa DC. (21), B. intermedia Gouan (13), B. glacialis
(Boiss. & Reuter) Jordan var. glacialis (11), and B. glacialis
(Boiss. & Reuter) Jordan var. harana Olowo. (12), which have
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the smallest cotyledons, usually less than 1cm long; most of
the taxa investigated fall within the second group (19 taxa) where
the cotyledons are always more than 1ecm long but less than
2 em. The third group consists of two species, B. auriculata L. (24)
and B. cichoriifolia Loisel. (25), which have cotyledons that are
more than 2 cm long. The length of the cotyledon petiole is also
positively correlated with the cotyledon size. Groups 1 and 2
correspond to subgenus Biscutella while group 3 includes the
cnly two species of subgenus londraba (Medik.) Cosson.

The colour of the cotyledons varies from dark-green to
light- or yellowish-green. There is variation both within and
between the populations examined. The cotyledons of most taxa
are usually densely pubescent except those of B. laevigata L.
subsp. kerneri Mach.-Laur., B. sclerocarpa Revel and B. cichoriifolia
Loisel. which are sparsely hairy and more importantly, those of
B. intermedia, B. microcarpa and B. auriculata L. which are totally
devoid of hairs. The glabrous nature of the cotyledons in these
species provides a key character for distinguishing them from
other species of the genus. VoGeL (1980) observed that indumentum
is almost always absent on the cotyledons of tropical primary
forest seedlings. This contrasts with the situation in Biscutella —
a mediterranean genus — in which about 80 % of the species
investigated are densely pubescent. The apex of the cotyledon is
usually rounded in most taxa except in B. coronopifolia L. and
B. polyclada Jordan which have obtuse apices. This differs sharply
from the apices of many genera of the tribe Brassiceae where
cotyledons are deeply notched (GomEzZ-CAMPO & TORTOSA, 1974).

Well-developed buds are found in the axils of the cotyledons
of all four subspecies of B. laevigata L. subsp. kerneri Mach.-Laur.
(Fig. 14), subsp. gracilis Mach.-Laur. (Fig. 15), subsp. laevigata
(Fig. 16, 17, 18), subsp. guestphalica Mach.-Laur. (Fig. 19) and
all specimens of B. coronopifolia (Fig. 3) and B. polyclada (Fig. 4).
This character represents a useful diagnostic feature for these
taxa and may account for the early formation of lateral branches
in these taxa. Two species, B. auriculata and B. cichoriifolia, have
distinetly red hypocotyl which indicates the presence of antho-
cyanin in these taxa. While the presence or absence of anthocyanin
is an interesting phenomenon to note, NOZZOLILLO (1977) has
observed that it is too subject to environmental influence to be
& useful key character.
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Juvenile leaf characters

The shape of the first pair of juvenile leaves varies consi-
derably both within and between taxa (Table 3). In most species
about two or even three different leaf-shapes occur. However
a few taxa can be readily identified by the shape of their leaves
and these include B. gredensis Guinea with cuneate leaves;
B. coronopifolia and B. polyclada which have deltoid leaves;
B. valentina and B. scaposa with their characteristic spathulate
leaves. The two varieties of B. glacialis may also be distinguished
by their linear leaves, although elliptic leaves also occur among
these taxa.

The length and width of the juvenile leaves vary little within
each species but the variation between species is taxonomically
significant (Table 3). Figure 36 shows that these two leaf
characters are roughly positively correlated and that three groups
can be recognized as in the cotyledon but with minor differences.
Within the first group are B. glacialis var. glacialis (11), B. gla-
cialis var. harana (12) and B. intermedia (13) which have the
shortest and narrowest leaves. Nineteen taxa fall within the
second group where the leaves range from 2-4 em and 0.8-1.6 cm
in length and width respectively. At the other extreme, group
three, are B. lyrata (23), B. auriculata (24) and B. cichoriifo-
lia (25). The leaf petioles are usually short, being about one
quarter or less, the length of the lamina. The general pattern
observed here is that seedling with long Jamina usually have
long petioles.

The incisions of the leaf margin vary both within and between
species. Some species have both entire and dentate leaves while
others are either dentate or entire. In a few cases the margin
may be lobed or even subpinnatifid. Species with characteristic
margins include B. valentina, B. scaposa, B. gredensis, B. coro-
nopifolia, B. polyclada and B. didyma. Subpinnatifid leaves which
resemble those found in the adult stage are found in some seedlings
of B. auriculata and B. cichoriifolia while in B. lyrata, the cha-
racteristic lyrate leaves may also make an early appearance.
Trichomes on the leaves are relatively very common. Most taxa
have densely pubescent leaves except B. lyrata, B. auriculata,
B. cichoriifolia and B. coronopifolia which have sparse indumen-
tum. It is worthy of note that some types of trichomes characte-
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ristic of some species at the mature stage can be noticed on their
seedlings. Notable examples include B. glacialis with the villous
hairs, B. valenting with rigid setiform hairs and B. frutescens
Cosson with its densely tomentose indumentum. These features
may indicate genetic differences which have found expression at
the early stage in the life-cycle of these species and, according
to Davis and HEYywoop (1963), may be of vital selective value.

As a’ general rule, taxa which are closely related produced
seedlings similar’' in morphology, e. g. B. variegata Boiss. &
Reuter, B. megacarpaca Boiss. & Reuter and B. foliosa Mach.-
Laur. are almost impossible to separate. The results of biometrical
snalyses and hybridization experiments have shown that these
three taxa are conspecific (OLowoKUDEJO & HEYWOOD, unpubl.).
The four subspecies of B. laevigata included in this study also
display striking similarity in their morphology. Moreover these
seedlings are very similar to those of the B. variegata group which
OLowoKUDEJO & HEYwooD (1984) suggested may have been
derived from crosses between diploid and tetraploid subspecies
of B. laevigata. The varieties of each of B. glacialis, B. valentina
and B. sempervirens are also very similar in their seedling mor-
phology. The seedlings of B. coronopifolia and B. polyclada,
which are regarded as one single variable species (OLOWOKUDEJO,
1980), are also difficult to distinguish. However there are excep-
tions to this rule, there are some cases of taxa which are not
closely related but producing morphologically similar seedlings.
For example, seedlings of B. gredemsis (Fig. 8) are similar to
those of B. scaposa (Fig. 7); seedlings of B. frutescens (Fig. 1, 2)
also resemble those of B. variegata group. On the other hand,
there are a few instances of related species producing quite
dissimilar seedlings, e.g. B. glacialis and B. sempervirens; B. di-
dyma and B. lyrata; B. sclerocarpa and B. coronopifolia.

CONCLUSION

This investigation has revealed that juvenile characters may
be used to separate Biscutella seedlings into groups of ome to
several taxa. In some cases, identification may be made with
confidence to species, while in others two or three taxa may be
difficult to separate. The data presented in tables 2 and 3 give
some indications of potential taxonomic usefulness of seedling
characters within the genus. Despite the differences in the geo-
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graphical localities of the populations intraspecific variability
of seedling morphology is very little within the genus and this
confers a good degree of taxonomic significance on seedling
characters.

The seedlings of the two species of subgenus Iondraba
(Medik.) Cosson, B. auriculata and B. cichoriifolia, differ from
other species of the other subgenus, Biscutella, by a number of
characters and occupy a well-defined region in the scatter diagrams
{Fig. 35 & 36). The two species can also be distinguished from
each other by at least four characters. The other subgenus,
Biscutella, is divisible into two sections: Biscutella with 5 species,
and section Laevigatae which consists of 27 species and other
intraspecific taxa. Of the 5 species in section Biscutella, the
seedlings of 3 have been studied: B. microcarpa, B. didyma and
B. lyrata, and they all have characteristic and recognizable
appearance which would make their identification possible by
a combination of characters. Although these 3 species cannot be
distinguished as a group from species of the other section,
Laevigatae, of the subgenus.

Section Laevigatae contains the largest number of taxa and
20 of these have been studied. Some species are readily recognised
by their peculiar morphological characteristics, e.g. B. glacialis,
B. valentina, B. scaposa and B. frutescens by their indumentum
type, B. valentina, B. scaposa, B. gredensis, B. coronopifolia and
B. polyclada by their leaf shape, B. intermedia by its glabrous
cotyledons, B. glacialis and B. intermedia by their relatively
small size and the buds present in the axils of the cotyledons
of all subspecies of B. laevigata (s. 1.) constitute useful key
characters.

KEY TO BISCUTELLA SEEDLINGS

1. Cotyledons more than 2.8 x 1.3 em in size
2. Juvenile leaf more than 7.5em long, cotyledon glabrous . . . . .
P I S P vl o i B ol o i ol R ot Bt e e A T T
2. Juvenile leaf less than 7em long, cotyledon pubescent . e
el B. cichoriifolia

1 Cotyledons less than 2 X 1.2 ¢cm in size
3. Buds present in the axil of the cotyledons
4. Juvenile leaf deltoid
5. Juvenile leaf sparsely pubescent . . . . . . . B. coronopifolia
5. Juvenile leaf densely pubescent . . . . . . . . B. polyclada
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4, Juvenile leaf ovate, ohovate or elliptie, never deltoid
6. Juvenile leaf more than Scm long
7. Cotyledon more than 1cm wide, leaf petiole more than 0.6 cm.

PoHg e ALk . . . B. laevigate subsp. laevigata
7. Cotyledon less than lcm wide, leaf petiole less than 0.5cm
g . .o . . . . B. laevigata subsp. gracilis

6. Juvenile leaf ]esa than 3em long
| 8. Cotyledon densely pubescent 1 P R B
» . . % . 4 + 4 w 4 . -« .« B laevigota subsp. guesiphalica
8. Cotyledon sparsely pubescent . . . B. laevigata subsp. kerneri
3. Buds absent in the axil of the cotyledons
9. Juvenile leaf spathulate, sectiform or hispid
10. Cotyledon orbiculate and more than 0.7 cm wide . . . B. scaposa
10. Cotyledon ovate and less than 0.7 em wide . . . . B. valentina
9. Juvenile leaf never spathulate, neither setiforn nor hispid
11. Cotyledon less than 1 0.85cm in size
12. Cotyledon densely pubescent and juvenile leaf densely villous
- S e e e w8 glaciolie; (8 L)
12. Cnty]edon glabmus and juvenile leaf densely pubescent, never
villous
13. Juvenile leaf ovate, less than Zem long . . . . . .
O e TR s el oGt HRtePmedin
13. Juvenile leaf lanceclate, more than 3cm long . . .

L, M Vi R S L0 A e i TGO DG
11. Cotyledon more than 1 X 0.65cm in size
14. Juvenile leaf more than 548c¢m long . . . . . . B. lyraia

14. Juvenile leaf less than 4 ¢m long
15. Juvenile leaf cuneate
16. Juvenile leaf dentate with one tooth on each side .

R o e T
16. Juvenile leaf dentate with 2, 3 or 4 teeth on each
siie it S Pl sl s ol spne B G

15. Juvenile leaf never ctmeate
17. Cotyledon petiole less than 0.3 cm long
18. Juvenile leaf peticle less than 1cm long
19. Cotyledon orbiculate and sparsely pubescent

+ 4 s . B. glerocarpc
19. Gutyle:dan uvate or c—blong and densely pubes-
cent . . . . . . B. megacarpaea, B. foliosa

18. Juvenile leaf petiole more than 1cm long
Sonaren e il ko aiSaheaBl sl ineriegat
17. Cotyledon peticle more than 0.3 cm long
20. Indumentum densely tomentose with soft hairs,
juvenile leaf petiole less than 1em long .
+ « &+« B, frutescens
20. I.ndurnentum densely pubescent with stiff hairs,
juvenile leaf petiole more than 1cm long
. .« . B. sempervirens (s. 1'}
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Figs. 1-12. — Seedlings of Biscutella species.

L —B.
2.—B.
3
4. —B,
5 —B.
6. —B.
7.—B.
8. —B.
9. —B.
10.—B.
11.—B.
12. — B.

frutescens (Olowokudejo 187).
frutescens (Olowokudejo 188).

.— B. coronopifolic (BG TB0336).

polyclade (BG T30429).

valentina var. valenting (Olowokudejo T2).
valenting var. leptophylla (Olowokudejo 6).
scaposa (Olowokudejo 94).

gredensis (Gémez-Campo 2295).

variegata (Olowokudejo €0).

variegata (Olowokudejo 90).

megacarpaes (Olowokudejo 91).
megacarpaea (Olowokudejo 92).

[0]







Figs. 13-24, — Seedlings of Biscutella species.

foliosa (Olowokudejo 93).

laevigata subsp. kerneri (BG T80544).
laevigata subsp. gracilis (BG T80311).
laevigata subsp. laevigeta (BG T80349).
laevigata subsp. loevigata (BG T80416).

. laevigata subsp. laevigata (BG T80423).
lazvigata subsp. guestphalica (BG T80419).
sempervirens var. sempervirens (Leadlay & al. 314).
sempervirens var. brevifolia (Olowokudejo 122).
glacialis var. glacialis (Olowokudejo 200).
glacialis var. harana (Socorro 209).
intermedia (Gomez-Campo 54-1199-68).










Figs. 25-30. — Seedlings of Biscutella species.

25. — B, didyma (BG T711425).

28. — B. didyma (BG T700337).
27. — B. lyrata (BG T71147).
28. — B. lyrata (BG T801835).
20, — B. lyrata (BG T80356).

30. — B. auriculata (Olowokudejo 5).







Figs. 31-34. — Seedlings of Biscutella species.

31. — B. auriculata (Olowokudejo T)
32. — B. microcarpe (Heywood & al. 138)
33. — B. auriculata (Olowokudejo 9).

34. — B. cichoriifolia (BG T80333).
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NOTAS SOBRE DAPHNE LAUREOLA L.
SUBSP. LAUREOLA NA SERRA DE SINTRA

por

CARLOS SOUTO CRUZ
Camara Municipal de Lisbon, Parque Florestal de Monsante, Lishoa

Recebido em 5 de Julho de 1985,

SUMMARY

Until 1982, the taxon Daphnc laureola L. subsp. laureola was not
reported in Portugal in spite of his relatively large dispersion in Africa
and Europe, particularly Spain, Morccco and Islands of Azores.

This taxon was detected on the westermost section of «Serra de
Sintras above 420 m high in a very small area of about 20 ha in the Cupressus
grove understory together with Hedera helix L. subsp. canariensis (Willd. )
Coutinho and Ruscus aculeatus L.

Apparently the Daphne laureola L. subsp. lawreola represents an
important vestige from the original vegetation, probably a semi-evergreen
forest with Quercus pyrencica Willd., Quercus faginea Lam., Laurus nobilis L.,
NMex aquifolium L., Myrica faya Aiton, Prunus lusifanice L. subsp. lusitanica
and Persea indica (L.) Sprengel in the dominant layer.

1. INTRODUCAO

NAS proximidades dos Pincaros Novos (Serra de Sintra - Fig. 1)
foi detectada em Novembro de 1982 uma espécie vegetal
nova para Portugal (continental), a Daphne laureola L. subsp.
laureola.

Esta espécie encontra-se, porém, ja referenciada para Espanha
e norte de Africa assim como para as ilhas dos Acores (FRANCO,
1971) acima dos 900 m de altitude nas ilhas de S. Miguel e Pico.

A sua Area de ocorréncia estende-se ainda pela Europa
Central, Meridional e Ocidental (TuTIN, 1968) e Asia Menor.

Em Portugal (continental) a sua presenca terd passado des-

X

percebida atendendo a reduzida area por ela ocupada e ainda

[ss]
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devido a sua grande semelhanca morfolégica (fora do periodo
da floracdo) com a Euphorbia characias L. subsp. characias e a
Euphorbia amygdaloides L. subsp. amygdaloides, ocorrendo mesmo
em situacbes ecologicas similares 4 deste filtimo taxon.

Esta semelhanga morfoldgica é inclusive revelada pela designa-
cdo «spurge laurel», como é conhecida em lingua inglesa a Daphne
laureola L. subsp. laureola.

2. DESCRICAO DA ESPECIE (Franco, 1971)

Nanofaneréfito perénifolio de 50-100 cm ou mais, com ramos
sub-erectos; rebentos esverdeados, glabros; folhas na maioria
fasciculadas no cimo dos ramos, com 30-120 em, obovado-oblan-
ceoladas, glabras; [lores amarelo-esverdeadas, dispostas em curtos
cachos axilares, 5-10-floros, inseridos no crescimento do ano
anterior; hipanto com 5-9 mm, cerca do triplo das sépalas ovado-
-agudas; drupa ovodide, negra.

3. OCORRENCIA EM PORTUGAL (CONTINENTAL)

A espécie foi detectada exclusivamente na parte ocidental
da Serra de Sintra, na zona delimitada pelos cumes de PICOTOS
(cota 475 m), PENINHA (cota 487 m) e PINCAROS NOVOS
(cota 485m), em estacdes situadas sempre acima da cota dos
420 m, num perimetro que cobre uma #rea de cerca de 20 ha
(Fig. 2).

4, CARACTERISTICAS GERAIS DA FITOCENOSE ENVOLVENTE

A ocorréncia da espécie encontra-se relacionada com cobertos
de porte arbéreo denso (em particular 4 base de Cupressus sp.)
e cujo sub-bosque apresenta quase que exclusivamente a forma
de um estrato sub-arbustivo baixo (0,3 a 1 m de altura) em que
2 Hedera helix L. subsp. canariensis (Willd.) Coutinho econstitui
0 elemento dominante, formando um denso manto. Pontualmente
ou em manchas de reduzida expressao associam-se-lhe, como ele-
mentos arbustivos, Ruscus aculeatus L. e Daphne lawreola L.
subsp. laureola.

De assinalar que este tipo de formacdo de sub-bosque é fre-
quente na Serra de Sintra, mas a presenca de Daphne laurcola L.
subsp. laureola apenas se verifica nas dreas assinaladas na Fig. 1.
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5. COBERTO VEGETAL ORIGINAL

A quase total destruicdo do coberto vegetal existente na zona
ocidental da Serra de Sintra, aliada a uma pressdo antrépica
continua e elevada, traduzida essencialmente por incéndios ndo
naturais, pastoreio e introducio de espécies vegetais exdticas,
nio permite grande seguranca quanto & estrutura original das
fitocenoses naturais.

A peculiaridade climatica dessa mesma zona, praticamente
sem situagOes similares susceptiveis de comparacio (& excepcdo,
talvez, das ocorrentes nas ilhas dos Acores), agrava sobre-
maneira o problema.

O préprio dominio do carvalhal pode inclusive ser sujeito
a contestacdo embora a Quercus pyrenaica Willd. constitua sem
divida um dos elementos codominantes das estruturas climax
nas estacOes mésicas em encostas N e NW, com presenca de
Quercus faginea Lam. em estacbes mais xéricas assim como as
cotas mais baixas da Serra de Sintra.

Nas encostas meridionais a Quercus faginea Lam. seria o
elemento mais representativo do carvalhal, substituido por car-
valhos parénifolios nas estacbes mais =xéricas .

Dominados pelo carvalhal ou com ele codominantes, ocorreriam
elementos de uma laurisilva finicola designadamente Laurus
nobilis L., Ilex aquifolium L. e Erica arborea L. (estes relativa-
mente comuns em Portugal e mesmo na Europa e Norte de Africa)
e ainda Myrica faya Aiton®, Prunus lusitanica L. subsp. lusi-
tanica® e Persea indica (L) Sprengel *.

A Myrica faya Aiton ocorreria nas encostas mésicas asso-
ciada & Quercus pyrenaica Willd., sendo gradualmente substituida

' Quercus suber L. em solos silicicsos e Quercus rotundifolia Lam.
nos de origem caledria. A Quercus coccifera L. constituiria um climax
litoral (aliado & Phillyrea latifolia L.) na transicio para matagais de Pis-
tacia lentiscus L. e Juniperus phoenicea L.

* Elemento ibero-macaronésico, considerado na Serra de Sintra como
de espontaneidade incerta onde é conhecido como medronheiro bravo.

' Elemento ao nivel da espécie ibero-mauritinico-macaronésico de
ccorréncia muito localizada.

* Elemento tido como exclusivamente macaronésico, apresenta pro-
vavelmente na Serra de Sintra uma estacfio reliquia no trogo superior da
Ribeira de Maceira onde é conhecido localmente pela designacdo de louro-régio.
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pelo Arbutus unedo L. & medida que a estagdo apresentasse carac-
teristicas mais =xéricas.

A Prunus lusitanica L. ssp. lusitanica e a Persea indica (L.)
Sprengel constituiriam elementos de uma ripissilva marginal e/ou
de linhas de agua torrenciais.

6. INDICES BIOCLIMATICOS

Nio obstante a dificuldade de aplicagdo do Coeficiente Plu-
viométrico de Emberger em estacOes onde a média das tempe-
raturas minimas de inverno apresenta valores relativamente
elevados, em especial no referente & delimitacdo dos andares ou
pisos de vegetacdo, o referido indice é susceptivel de fornecer
preciosas informacdes quanto as caracteristicas ambientais da
estacdo considerada.

A aplicacio do Coeficiente Pluviométrico de Emberger a
Serra de Sintra (S. E. A. —1982) revela que nas proximidades
da 4rea de ocorréncia de Daphne laureola L. subsp. laureola ocor-
rem valores do indice acima dos 440, valores estes que sdo os mais
elevados no conjunto da Serra de Sintra (Fig. 3).

7. NOTA FINAL

A espécie Daphne laureola L. subsp. laureola ocorre muito
provavelmente numa &rea extremamente restrita (as observagdes
existentes nao possibilitam concluir por um limite de ocupacao
superior a 20 ha ndo s6 na Serra de Sintra como no conjunto
do territério portugués continental).

Este dado e o facto da Serra de Sintra ter sido objecto desde
ha mais de um século de introducdes massicas de espécies exoéticas
fazem, numa primeira anélise, duvidar do caricter espontineo
da espécie.

No entanto, outros elementos concorrem para supor preci-
samente o contrario, como é o caso do reduzido interesse que
a planta em questdo tem suscitado em termos silvicolas e paisa-
gisticos e o facto da parte ocidental da Serra de Sintra apre-
sentar ndo sé caracteristicas bioclimaticas, como incluir no seu
cortejo floristico a presenca de determinadas espécies vegetais
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gue sugerem, no seu conjunto, um elevado paralelismo de ordem
ecologica com as ilhas dos Acores”.

Os elementos expostos revelam portanto que no conjunto da
Serra de Sintra, a zona ocidental, ndo obstante a acentuada
degradacdo do seu coberto vegetal e a sua infestacdo por espécies
exiticas, apresenta ainda um interesse fora do comum e as poucas
Adreas onde ainda ocorram elementos vegetais espontiineos ou
como tal supostos, devem ser objecto de estudos aprofundados
e como medida imediata, protegidas a todo o custo.
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SUMMARY

A strain (n° 742) of Coriolus versicolor was tlested for hydrolytic
enzymeg degrading insoluble (Avicel, Whatman and Cellulose azure — dyed
cotton cellulose) or soluble cellulose (carboxymethyleellulose — CMC). The
white-rot fungus, €. versicolor was able to produce clearing zones in Whatman
or Avicel cellulose agar and release the dye from the cotton blue cellulose
very slowly (after 15 days of culture). The cellulasic activity was also
tested with soluble cellulose by the following methods: 1) measurement of
discoloured zones (after staining with Congo red) induced by mycelia or
extracellular extracts as a function of time, pH and temperature; 2) loss of
viscosity of CMC solution; 3) increase in reducing sugars after 4 hours
incubation. The phenoloxidasic activity was tested by adding one of nine
phenclic compounds to the malt agar and given by colour intensity diameter
of the reaction and by the growth of the mycelia in that media.

INTRODUCTION

PinTo-LoPES (37) and other authors drew attention to the
damage of the woody tissues of trees and timber caused by fungi
of Polyporaceae family. Some work (1, 51) and a catalogue (42)
listing the different species of Polyporaceae found in Portugal
their hosts and geographical distribution, were published.

* BSome results were presented in the 15th FEBS Meeting, 1983,
Belgium.

[43]
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The collection of isolates maintained in our laboratory was
obtained from fruit-bodies growing on trees and timber later
identified by MELO (21-26) and MELo et al. (27, 28), according to
the DoNK system (5). Fifty-seven isolates of the different Poly-
poraceae (causing different types of white-rot or brown-rot,
alveolar, cubic or lamelar rot) were previously selected, and tested
as to preferred (cellulose or/and lignin) and cellulasic and phe-
noloxidasic activities.

MATERIAL AND METHODS

Material

'Whatman and Avicel standard grade cellulose powder for
chromatography and a cotton derivative (cellulose azure-Sigma
and also a soluble cellulose-carboxymethylcellulose, BDH) were
selected for the cellulosic substrates.

The organism selected was a strain of C. versicolor [= Poly-
porus wversicolor (L.) Fr. = Polystictus wversicolor (L.) Fr.],
sub-cultured on potato dextrose agar or on malt agar.

Standard carboxymethylcellulase of Trichoderma viride-Sigma.

Methods

I — Culture procedure — The mycelium was grown at 25°C.
In order to inoculate the same quantity of mycelium, discs were
cut out from agar medium growing cultures using a 12 mm cork
borer. One or two plugs were inoculated on media in Petri dishes,
Erlenmeyers flasks or tubes with: 1) insoluble cellulose (19%)
(30, 31, 35, 38-40, 46) treated or not by the Walseth method (54);
2) soluble cellulose (19%) in 250 ml Erlenmeyers flasks with
100 ml of the sterile liguid (34). The flasks were inoculated with
10 ml of an inoculum prepared from a macerate of 10 myeelial
plugs in 50 ml of sterile water and all were held at 25°C. The
fungal cultures were harvested at different dates and the growth
on agar media observed periodically; 3) soluble cellulose (0.1 %)
{10, 34, 41, 50) agar plates were inoculated with the extracellular
extracts (besides mycelia), placed in wells previously cut in the
agar; nine phenolic compounds were added separately to 2% malt
egar (3, 8, 15, 17, 32), Tables I and IL
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II — Assay procedures — Cellulase production was evaluated,
on agar media, by the extent of clearing zones around the inoculum
recorded as the diameter in mm, or by the blue colour diffusing
to the bottom of the agar medium (31, 35, 38, 46, 50).

Replicated culture flasks were harvested after 8, 15, 22, 30,
40 and 50 days incubation time. The suspensions were centrifuged
at 10,000 r.p.m. for 30 min., at 0° C to remove mycelia, substracte
and other insoluble constituents, and then stored at 4°C after
the addition of 0.029 of sodium azide and the mycelia was
stored frozen.

I — Cellulase assay procedures — The influence of pH, tem-
perature and age on activity of the supernatant were evaluated
(within the pH range 3.5-7.5; 37, 40, 50 and 55°C; 8, 15, 22,
30, 40 and 45 days old). The assay systems employed were
as follows:

1) Increase in reducing sugar values — The CMC solution
was prepared by adding 1 g of air dried CMC to 100 ml of phos-
phate citrate buffer at the indicated pH values. A magnetic
blender was used to dissolve the CMC.

2 ml of supernatant were added to 10 ml CMC solution and
then incubated at different temperatures for 4 hours. Controls
were set up using 10 ml CMC + 2 ml water, and 10 ml phosphate
citrate buffer + 2 ml supernatant, the later to determine the
amount of reducing substances already present in the centrifuged
and the former to serve as a blank for setting the spectrophometer.
The amount of reducing sugars present in 1ml of the mixture
was determined using the standard Somogy-Nelson method (29,
47-48) by measuring at 525 nm in a SP,, spectrophometer. Cel-
lulolytic activity (Cx) was expressed in O. D. of glucose equivalents
per culture, using a glucose standard curve (Fig. 1).

2) Loss of viscosity of corbozymethyleellulose solution — The
viscosity of CMC solution was determined with 26 ml of the
golution in an Ostwald viscosimeter at a pH and temperature
gelected previously. This soiution of CMC was used, also, to
measure reducing sugars.

The supernatants were assayed adding 6 ml of an extracellular
€xtract and 30 mi of 1% CMC in buffer, and noting the time
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of flow compared with a standard CMCsse of Trichoderma viride
and determining the time in minutes to reach the reading of
50 % loss of viscosity (ty) (9).

Cellulolytic activity (CMCase) was expressed in terms of
relative activity (RA — Table II) calculated by the formula
— 1/t X 100.

742-15"cay 742-80"c:1"C
Bt IT*CI1C
i AT C2TC
— T
— TN C

00 520 nm schitlons of reducing sugars from CMC

0D 820 nm sclulons of mducing sugsrs from CME

- 1 T
W0 45 S0 55 @60 &8 T0 TS pH uiuisiauanu:m-rsm

Fig. 1. — Cellulasic activity of extracellular extracts of C. versicolor
by conversion of CMC in reducing sugars.

Measurements were run for one hour, at least; the cellulo-
Jytic activity was thus determined at pH 5.0 and 50° C (Fig. 2).
The results are expressed as the percentage decrease in viscosity
mainly according to the formula P = —2='% X 100, where P is
the percentage decrease in viscosity, t, the initial flow time,
t,, the flow time after 60 min, and tw the flow time of water
(10.2 sec.) (34) (cf. Table II and Fig. 2).

3) Cleared zones on CMC agar plates — The CMCase activity
of extracellular extracts (or mycelia) obtained after centrifugation,
was also tested (50) in 29% agar, 0.1 9% CMC (34) medium. For
testing CMCase activity and to know the concentration of the
different aged extracellular extracts, 0.1 ml aliquots of the extracts
(or of CMCase of Trichoderma viride — solution — 10 mg/ml —
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were used as standard sample) were placed in wells cut in agar
plates containing the substrate. After inoculation, they were
maintained in the refrigerator for 30 min. followed by incubation
at 40° or 50° C for 24 hours and then, stained with Congo red (50).

IV) Protein assay — Protein concentration in the supernatant
was estimated by adding 1 ml of extracellular extract and 0.5 ml
of Folin-Ciocaulteau reagent (20) and the protein content was
expressed in pg of protein equivalents per 1 ml of culture, using
a bovine serum albumin as standard.

V) Phenoloxidasic activity assay — This was tested on malt
agar medium containing one of the following phenolic compounds:
cathecol, gallic acid, guaiacol, hydroquinone, naphtol, phloroglu-
cinol, resorcinol, tannic acid and tyrosine (3, 8, 15, 17, 32).

The micelium’s growth (inoculum = discs with 12 mm of dia-
meter) and the presence and extent of the coloured zone under
or around it, was recorded after 1-30 days incubation.

RESULTS
1) Enzymic hydrolysis of cellulose

TABLE 1

Effect of white-rot fungi, €. versicolor — 742, on insoluble
cellulose (a), (b)

A::Id Wh;:_';“n Cotton blue cellulose (Cellulose azure)
5.4 6.8 5.1 6.6 Change of medium colour
Depth of clearing (mm) R
— —- 18-32 14-20 e Reddish

(a) All values are average of six replicates after 5-30 days' growth.

(b) Degradation of insoluble cellulose 19 (Avicel, Whatman or
cellulose azure 1 9% ). The activities usually measured by formation of clearing
zones (mm) in cellulose agar or by release of the blue dye (R); = Slow
reaction after 15 days incubation.
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Table I shows that C. versicolor degrades cellulose powder
and releases the dye from cotton blue cellulose. Cellulolytic activity
is stronger from an extracellular extract from a 15 days old
culture in liguid medium, using CMC the maximum activity being
at pH 5.0 and at 50°C (see Table IT and Fig. 1).

TABLE II

Effect of white-rot fungi, €. versicolor — 742, on soluble cellulose
— carboxymethylecellulose

Mycelia (a) Extracellular extracts (b) 15 days eld culture
0 of ¥ of Reducing Proteins | Decresse of |  Relative CMC,,.
Reaction | Reactien | Growth sugars (ghml) viscasity (%) Activity GGt
(mm) | (mm) | (sghmi) | ©OF P (RA) (o) | FE
= 40 30 284,00 231,00 81,20 100,00 850
(15 days
| old)

(a) Al values are averages of six replicates after 5-30 days growth.

(b) The CMC,,,. activity was measured by formation of yellow zones
(after staining by Cecngo red) around the wells cut on the CMC agar.

(c) RA = 1/tb0 X 100 (9).

120} 8" cay of culture c—o

th
'!5 day cf cullure a—a |-=c’cs1’c

30th day of culture &—m7 —a pHS.0

w
(=

LDthdiy‘ of cullure e—o
Stancard cellulaseoc——a

T

Flow Time (sec.) after
()}
Q

mixture
(1)
(]

] i
Q 80 120 180
Reaction Time (min)

Fig. 2. — Cellulasic activity of extracellular extracts of C. versicolor
on CMC by loss viscosity. Ord.: The flow time of mixture CMC
different extracellular extracts. Absc.: Elapsed time reaction
of mixture in the viscosimeter.
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The CMCase activity of the mycelium or of the extracellular
extracts on solid medium was evaluated by appearance of yellow
or lilac zones around the inocula. That activity was quantified
using a direct relation between log enzyme concentration and
the diameter of the cleared zones around the wells. Thus the
coloured zones were measured in mm and the contents of CMC se
of the extracts plotted against a carboxymethylcellulase standard
curve (Table II).

The loss of viscosity recorded in an Ostwald viscosimeter
in the previously selected conditions, is shown in Fig. 2.

2) Enzymic reactions of phenolic compounds in malt agar

Table IIT shows, in reference to phenoloxidasic activity, C. ver-
sicolor growing well on malt agar with phenolic compounds. The
extent of the coloured zones vary with time after inoeculation
and concentration of the different substrates, and essentially on
the extracellular fungic phenoloxidases promoting oxidation of
phenolic compounds to quinones.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

It is generally accepted that cellulose is more readly degraded
by microorganisms after it has been modified either chemically
or physically. Often organisms which are unable to attack
native cellulose, e. g., in wood cell wall, are found to have cellu-
lolytic activities with substituted or modified cellulose, e. g., in
relatively accessible substracts (9). However, in C. versicolor,
cellulose appears to induce in abundance all the necessary enzymes
for breaking down the carbohydrate cell wall components of
both hardwoods and softwoods (13). St and REESE (45) have
suggested that cellulose would be degraded according to:

long g —1,4
BT anydroglucose C, B — glucosidase
Cellulose — . chains — _____, Cellobiose ——s Glucose
Extracellular Intracellular

i
> * =

In our assays the content of CMC ase activity (Cx) depends
on the age of cultures.
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Probably, under normal conditions accumulation of sugars
results in a feedback inhibition of cellulase enzyme, which are
more readly used instead cellulose. Sugar depletion would switch
off the feedback mechanism; extracellular enzyme can be secreted
by the fungus accompanied by an increase of reducing sugars
again (7).

Thus, in Figure 1 the change in Optical Density of solutions
of reducing sugars at different pH values temperature and culture
age could be attributed to the utilization of cellulose breakdown
products, since as these substances accumulate, inhibition of
cellulase occurs (9).

PETTERSSON et al. (35) found that high M. W. g8 — glucosidase
from P. versicolor was separable from other cellulolytic compo-
nents by gel filtration. PETTERSSON & PORATH (36) have isolated
four cellulolytic components from culture filtrates of P. versicolor
and determined the respective molecular weights. The occurrence
of multiple enzymes of varying cellulolytic activity provides syner-
gistic effects (19, 35, 49, 56) for erystalline cellulose, but not
for CMC.

We agree with SMiTH (46) that it is very difficult to visualize
the clearing zones on agar with powdered cellulose, although
CowLING (4) states that: «P. versicolor degraded the crystalline
and amorphus cellulose simultaneouslys. However, the use of
Congo red as indicator for g-D-glucan degradation in an agar
medium provided the basis for a rapid and sensitive screening
test for cellulolytic fungi (50).

Thus, there will be a strong correlation between the ability
of fungi isolates to degrade soluble g (1-4) D-glucans and their
ability to degrade cellulose. Some extracts gave yellow clearing
zones on CMC which became lilac after a short time (the standard
sample had the same shade). This was not mentioned by HANKIN
& ANAGNoOsTAKIS (10), Woop (57), VANDAMME et al. (53) or
TEATHER & Woop (50) nor did other authors refer to the
alteration of the blue colour of the dyed cotton cellulose occurring
with some of our strains. These colour changes are probably
consequence of the simultaneous presence of cellulases and oxidases
in the extracellular extracts.

Our data showing variation of aectivity (Cx) with age
suggests, in agreement with GREAVES (9), that more of the
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component Cx is bound to the white-rot fungi, because some
CMCase remains attached to the mycelium in P. versicolor.

HicHLEY (12, 13) found that C. versicolor readily degraded
insoluble cellulose and that cellulose and carboxymethylcellulose
were the best inducers of glycosidase and CMCase activities,
respectively.

The term phenoloxidase is used to refer to any enzymes
catalyzing oxidation of phenols with subsequent colour forma-
tion (17). We detected reactions between extracellular enzymes
and all the phenolic compounds tested, indicating that our strain
synthesizes different phenoloxidases since the colours obtained
and the phenolic compounds used belong to different chemical
groups. NORKRANS (33) states that «the white-rotting group is
a more heterogenous collection of organisms having in common
a capacity for decomposing lignin, and for producing enzymes
oxidizing phenolic compounds-probably related to lignin-a fact
which has been utilized in diagnostic colour tests for identifying
white-rotting fungi ever since it was first described by BAVEN-
DAMM (3)». Other authors (11, 14, 52) have shown that pheno-
loxidases cause demethylation of lignin and lignin phenols. KIRK
& CHANG (16) in previous studies, in which polymeric lignins
heavily degraded by C. versicolor, indicate that the degradative
reactions are largely oxidative, and that cleavages of ether
linkages and aromatic nuclei occur in the polymeric lignin. This
led to speculation that extracellular oxygenases play a central
role. An extracellular enzyme was reported from P. versicolor
catalyzing the oxidation of cellobiose and simultaneously the
reduction of quinones. As the enzyme utilizes a carbohydrate
derived from cellulose and an oxidized phenol derivable from
lignin, the suggestion was made that this enzyme may play an
important role both in lignin and in cellulose breakdown. The
enzyme has been called cellobiose-quinone-oxireductase, or cello-
biose dehydrogenase (55). ANDER & ERIKSSON (2) showed that
phenoloxidases may function in regulating the production of both
lignin and polysaccharide degrading enzymes by oxidation of
lignin and lignin-related phenols when the fungus is growing
on the wood. It was reported (18) that C. versicolor requires a
growth substrate with glucose or cellulose in order to metabolize
lignin to CO. and several culture parameters with pronounced
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effect on the ligninolytic activity of white-rot fungi, applicable
to white-rot fungi in general.

RYAN ef al. (43) in assays with polyphenoloxidases detected
that eathecol was rapidly oxidized whereas several other phenolic
substrates were either oxidized at much lower rates (guaiacol,
gallic acid and others) or remained unoxidized (phloroglucinol).

In the peroxidase assays all the substrates, except cathecol,
were oxidized more rapidly than in the polyphenoloxidase assays
but the guaiacol oxidation rates were higher and the phloroglucinol
which had not been oxidized in the polyphenoloxidase test, was
oxidized slowly in the peroxidase assay. Two laccases were isolated
from C. versicolor (44) dependent on culture medium, the amount
of these enzymes increases with age of culture. Secretion of
enzymes synthesized especially for extracellular action and the-
refore present in the mycelium remains almost constant. FAHRAEUS
& LIUNGGREEN (6) showed the pH (4-5) dependence of the laccase
reaction in Polyporus versicolor.

The results obtained, in vitro, with mycelia of €. versicolor
may be summarized as follows:

1 —The strain exhibits growth on agar or in liquid media
with insoluble cellulose or carboxymethylcellulose as the
sole source of carbon.

2—1TIt degrades the above mentioned substrates.

3 — It synthesized phenocloxidases oxidizing phenolic com-
pounds.

Therefore the strain studied synthesizes C, and Cx cellulases
and some phenoloxidases (e. g. laccases and others) which are
able to oxidize aromatie ring phenolic compounds found in the
polimeric lignin.

C. versicolor like other white-rotting fungi collected from
host trees or timber, must use, cellulose and lignin, and this led
us to presume that it would be able to degrade lignin in wviiro,
even though in the presence of another carbohydrates such as
cellulose, cellobiose or glucose.
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SUMMARY

Some taxa collected in the provinces of Leén and Zamora which show
corological or taxonomic interest, are comented. As a regard to nomen-
clature the following new combinations are proposed: Seseli libanotis (L.)
Koch subsp. pyrencicum (L.) Lainz fma. glabrum (Duvigneaud) C. Benedi
& J. Molero, Verbascum simplexr Hoffmanns. & Link var. compositum (Mariz)
C. Benedi & J. Molero and Vicie sative L. subsp. terana (Losa) C. Benedi
& J. Molero; Cota aligulatae Losa and Vicia terana Losa are lectotypified.

RESUMEN

Se comentan algunos tdxones herborizados en las provincias de Ledn
y Zamora, que presentan interés desde el punto de vista corolégico ¥
taxonémico. En lo nomenclatural se proponen tres nuevas combinaciones:
Seseli libenotis (L.) Koch subsp. pyrenaicum Lainz fma. glabrum (Duvigneaud)
C. Benedi & J. Molero, Verbascum simplex Hoffmanns. & Link var. compo-
situm (Mariz) C. Benedi & J. Molero y Vicia sativa L. subsp. terana (Losa)
C. Benedi & J. Molero; se lectotifican C'ola aligulatae Losa y Vicia terana Losa.

Adenocarpus complicatus (L.) Gay subsp. aureus (Cav.) Vicioso
Anal. Inst. Bot. Cavanilles 6 (2): 43 (1946).

ZAMORA: Rivadelago, 20TPG86, base del Barranco del For-
nillo, 18-VII-1984, C. Benedi & J. Molero, BCF 31854. Nuestra
indicacién viene a confirmar la de Losa (1949: 94), concretando
la subespecie.

[s]
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Anthemis triumfetti (L.) All. fma. flosculosa (Briq. & Cavill.)
R. Fernandes in Anu. Soc. Brot. 37: 62 (1972).

= Anthemis tinctoria L. subsp. triumfetti (L.) Briq. & Cavill.
fma. flosculosa Brig. & Cavill. in Burnat, Fl. Alpes Marit.
6: 162 (1916).

= Coto aligulatae Losa, Contr. Fl. Veg. Prov. Zamora: 127
(1949). Lectotypus BC 114326: «Cota aligulatae M. T.
Losa/Rivadelago (Zamora) Barranco del Fornillo/1400-
-1500 m, 20-6-48/M. Losa & P. M. Montserrats. Isotypi in
BCF': 5474, 5475, 31004; Syntypus in MA 127279.

= A. triumfetti (L.) DC. fma. aligulata (Losa) Talavera
in B. Valdés & al., Herb. Univ. Hisp. Fl. Selec. Cent. I:
30 (1982).

= A. triumfetti (L.) DC. var. aligulata (Losa) J. Sanchez
in B. Casaseca & al., Fl. Esp. 3* Cent.: 36 (1982).

De seguir el criterio actual predominante en el género
Anthemis L., de conferir rango de forma a los taxones aligulados
de una misma especie, el nombre correcto para la Cota aligulatae
Losa seria el que emplea R. FERNANDES (l. c.: 62), para denominar
por primera vez en Portugal lo que, tradicionalmente, se habia
citado de forma erronea como 4. montana L. var. discoidea J. Gay
[= A. alpestris (Hoffmanns. & Link) R. Fernandes].

Centaurium suffruticosum (Griseb.) Ronniger in Naturwiss. Verein
Steiermark 52: 321 (1916).

ZAMORA: Rivadelago, 20TPG86, base del Barranco del Fornillo,
18-VII-1984, C. Benedi & J. Molero, BCF 31857. No tenemos
constancia de cita anterior a la nuestra en la provincia.

Ortegia hispanica L., Sp. PL: 560 (1753).

zAMORA: Villarino de Manzanas, hacia Mahide, 20TQG04, en
barbechos, C. Benedi & J. Molero, BCF 31855. Citada con pro-
fusion de Galicia y regiones portuguesas limitrofes, no nos constan
indicaciones zamoranas.
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Seabiosa columbaria L. subsp. gramuntia (L.) Burnat, Fl. Alpes
Marit. 5: 243 (1915).

LEON: Ponferrada, Montes Aquilianos, hacia Pefialba de San-
tiago, 29TQG09, en pastos calcicolas, 1200 m, 29-IX-1984, J. Molero,
J. M* Montserrat & A. Romo, BCF 31866. De ser ajustada la coro-
logia "que expone DEVESA (1984: 163), nuestra indicacién viene
a ser la primera para el noroeste peninsular.

Seseli libanotis (L.) Koch subsp. pyrenaicum (L.) Lainz fma.
glabrum (Duvigneaud) C. Benedi & J. Molero, comb. nova.

= Libanotis pyrenwica (L.) Bourg. ex Nyman subsp. pyre-
naice fma. glabra Duvigneaud in Bull. Soc. Roy. Bot.
Belgique 98 (2): 226 (1965).

= Libanotis montana var. leiocarpa Heuffel, Enum. pl. Banat.:
79 {(1858), p. p.=Seseli libanotis subsp. leiocarpum
(Heuffel) Rouy & Camus, Fl. France 7: 276 (1901), p. p.

LEON: Coriscao, VII-1952, T. M. Losa & P. Montserrat, BCF
81988; Pefia Redonda, 26-VII-1950, T. M. Losa & P. Moniserral,
BCF 31989; Riafio, sin fecha, T. M. Losa, BCF 31990; pr. Pon-
ferrada, San Pedro de Montes, 20TPH90, en enclaves rocosos del
encinar de umbria, 29-IX-1984, J. Molero, J. M* Montserrat &
A. Romo, BCF 31922,

Tanto los materiales de LosA, que vienen a refrendar sus
antiguas citas (Losa, 1957: 330), como los nuestros, presentan
los frutos glabros en la madurez. Las formas con aquenios glabros
cel 8. libanotis, fueron descritos inicialmente como Libanotis mon-
tana var, leiocarpa. DUVIGNEAUD (Il. ¢.) tras un documentado
estudio, concluye que el caracter de la glabrescencia en los aguenios
debe considerarse secundario frente a los que parecen méas estables
del grado de divisién de las hojas y forma de los segmentos de
tltimo orden. Segiin este autor, formas con frutos glabros aparecen
conviendo junto a las formas, mas comunes, de frutos pubes-
centes, en el drea de distribucién de todo el complejo 8. libanotis
(subsp. libanotis, subsp. pyrenaicum y subsp. sibiricum), a veces
incluso intrapoblacionalmente. De ahi la complejidad nomencla-
tural que ha producido el considerar este caracter como priori-
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tario. Las poblaciones leonesas que hemos estudiado, parecen
responder con homogeneidad a este caracter de la glabrescencia
de los aquenios, por lo que creemos merecen algin valor
taxondmico.

En el aspecto corologico, nuestra cita representa uno de los
limites occidentales del area de distribucion del taxon, si se
exceptia la referencia bibliogrifica para los Montes de Courel
(Lugo), que se debe al P. MeErINO (1905: 591).

Verbascum simplex Hoffmanns. & Link, Fl. Port. 1: 216 (1800) —
non sensu Murbeck in Acta Univ. Lund. 29 (2): 113 (1933)
— var. compositum (Mariz) C. Benedi & J. Molero, comb.
nova.

= V. linckianum Mariz var. compositum Mariz, Bol. Soc.
Brot. 23: 34 (1907).

— V. henriquesii Lange ex Henriques in Bol. Soc. Geogr.
Lisboa, sec. bot.: 80 (1883), p. p.

ZAMORA: Villarino de Manzanas, hacia Mahide, 20TTG04, en
un barbecho, 18-VII-1984, C. Benedi & J. Molero, BCF 31856. Al
parecer, novedad provincial.

FERGUSON (1972: 211) incluye la especie que comentamos
dentro de la variablidad de V. thapsus L. utilizando un criterio,
a nuestro parecer, excesivamente amplio. Este aspecto ya fue
denunciado por Lainz (1974: 14) que, al citar como novedad
gallega V. thapsus puntualiza: «excliyase del concepto especifico
V. simplex, naturalmentes.

El monégrafo Mugrpeck (1933: 113) mantiene la especie
propuesta por HOFFMANNSEGG & LINK, si bien amplia su ambito
especifico al incluir en él V. giganteum Willk., tal vez inducido
por el hecho de que algunos materiales que estudié, atribuibles
a este Gltimo taxon, procedentes de las Sierras de Cazorla y
Magina, presentan el estigma poco capitado, asi como la inflo-
rescencia ocasionalmente ramificada; el abundante tomento blan-
quecino que presentan estos ejemplares, sin embargo, aproximan
estas formas al V. thapsus. NYmaN (1811: 257) ya supedité como
subespecie el V. giganteum al V. thapsus, tratamiento que es el
aceptado por FERGUSON (L c.) en Flora Europaea.
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En cuanto a V. henriquesii, la autoria correcta del binomen
es la empleada mas arriba. La descripeién de la especie de Lange
(in litt. a Julio Henriques, octubre 1882) fue publicada valida-
mente por JULIO HENRIQUES un afio después (cf. A. FERNANDES,
Anu. Boc. Brot. 45: 92-93. 1979).

MariZ (L. c.: 32) en un detallado estudio de los Verbascum
portugileses, concluye acertadamente que V. henriquesii y V. sim-
plex son en realidad la misma entidad especifica, para la cual,

Fig. 1. — Estigmas de (A) Verbascum phlomoides,
(B) V. thapsus, (C) V. simplex.

sin embargo (y segiin el autor para obviar graves inconvenientes
nomenclaturales), propone el nombre nuevo de V. linkianum.
Evidentemente el protélogo y el estudio de la fotografia del
material tipo de la nueva creacion de Mariz, corroboran su sino-
nimizacién con V. simplex, coincidiendo asi con lo apuntado por
MuURBECK (l. c.: 114) y en contra de la opinién de FERGUSON
(l. c.: 368), que sinonimiza, un tanto incomprensiblemente, el
V. linkianum con el V. densiflorum Bertol.

A continuacién proponemos una clave para las especies ibéricas
de Verbascum proximas a la que tratamos, todas ellas con las
hojas caulinares decurrentes y pertenecientes a la seccién Bothros-
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perma Murbeck subseccién Fasciculata Murbeck serie Heteran-

dra Frach.

la. — Filamentos estaminales glabros . . . . . . . V. litigiosum Samp.
1b. — Filamentos estaminales pilosos, al menos en su base . . . . . . 2
2a. — Corola de 12 a 30 mm &, estigma no decurrente en el estilo. . . 3
2b. — Corola de 25 a 50 mm O, estigma decurrente en el estilo . . . . 4

da.—Cdliz de 5 a 7Tmm, estilo filiforme, no claviforme bajo el estigma
4 e . V. simplex Hoffmanns. & Link

3h. —_c&uz de S a 14 mm, esmu filiforme y claviforme bajo el estigma
= . V. thapsus L.

4a. —Bracteas de 9 a 3‘5 mm de long‘itud hojas c&ulina:res poco decurrentes
V. phlomoides L.

4h. —Brécteas de 15 a «il}mm de lung‘itud ‘nojaa caulinares largamente
decurrentes . . . . . . +« 4+ & «.i « + o V. densiflorum Bertol.

Vicia sativa L. subsp, terana (Losa) C. Benedi & J. Molero, comb.
nova.

= Vicia terana Losa, Anal. Inst. Bot. Cavanilles, 9: 439
(1950).
= Vicie rivalagensis Losa, nomen in schedulis.

Lectotypus BCF 31751 (ejemplar de la izquierda): «Vicia
Rivalagensis nov./Rivadelago (Zamora) campos, margenes y en/
/los cultivos de centeno. 20-VI-1948, Legit M. Losa»s. Isotypi in
BCF 31751, 31752, 31753, 31754.

Dentro de la extrema variabilidad que caracteriza a la especie
V. sativa, el taxon descrito por LosSA presenta evidentes analogias
con la subespecie nigra (L.) Ehrh. (= V. angustifolic L.). Pero
algunos rasgos morfologicos parecen individualizarlo, en especial
sus flores, de hasta 22 mm, reunidas en racimos de (3)4-6 y
pedunculos acrescentes que alcanzan hasta los 22 mm en fruto.

En cuanto a la tipificacién, una primera dificultad surgié
al no poder localizar material tipo alguno, atribuible al binomen
V. terana, ni en el BCF ni en BC. Aparecieron, en cambio, varios
pliegos etiquetados como V. rivalagensis, cuya localidad y fecha
coincidian con las indicadas en el protdlogo de V. terana. El
estudio del material, a partir de la descripcién original y su
comparacion con el icon que acompaifia al trabajo de Losa, disipan
las dudas sobre su correcta identificacién: el material que, in
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schedulis, Losa designé como V. rivalagensis, fue el que utilizd
vosteriormente para la diagnosis de su V. terana.
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SUMMARY

The white-rot species Lenzites belulina (379) (L. ex Fr.) Fr. was
tested to their ability to produce clearing zones on agar medium containing
insoluble cellulose (Avicel, Whatmann-submitted to Walseth (1952) method
or not) or to release the blue dye, from a cotton cellulose, what diffuses
to the lower layer of medium. The carboxymethylcellulasic activity was
tested against a soluble cellulose (CMC = carboxymethylcellulose) and the
reducing sugars detected by reading at 525 mm the absorbance of solutions,
obtained after 4 hours incubation of 10 ml of a 19 of CMC (in phosphate
citrate buffer pH 3.5-7.5) with 2ml of extracellular extracts from 8, 15, 22,
30 and 40 days old cultures growing in a liquid medium containing CMC (1%)
as sole source of carbon.

That activity was also tested by loss of viscosity of CMC (1%) using
an Ostwald viscosimeter and the same extracellular extracts.

CMC (0.19%) agar medium and the extracellular extracts or mycelia
were tested and the clearing zones stained with Congo red and the contents
on CMC,,, evaluated using a standard sample of CMCgse of Trichoderma
viride (Sigma). The protein contents in the extracellular extracts was
also determined.

The phenoloxidasic activity was tested by adding one of the nine
phenolic compounds (cathecol, gallic acid, guaiacol, hydroquinone, naphtol,
phloroglucinel, resorcinol, tannic acid and tyrosine) to the malt agar
growth medium.

* Some results were presented in the 15th FEBS Meeting, 1983,
Brussels, Belgium and in the II Congresso Luso-Espaficl de Bioguimica,
September, Barcelona.
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INTRODUCTION

INCE 1981 that we have initiated a screening for cellulasic

and phenoloxidasic activities out of 38 fungi species of
Polyporaceae and fifty-seven strains were tested to their ability
to produce hydrolytic enzymes which degrade insoluble cellulose
(Avicel or Whatmann and dye cotton blue cellulose) and to
promote the oxidation of different phenolic compounds induced
by fungi phenoloxidases. Some results were already published
(RoDEIA, 1983; RODEIA et al., 1983a, b).

MATERIAL AND METHODS
Material

The culture of L. betulina (379) was isolated from a fruitbody
and it is maintained by sub-culture on potato dextrose agar
(PDA) or on malt agar (MA) or in mineral oil.

Media

Screening for cellulasic activity of fungi species occurred
on the synthetic media described by: 1) RAUTELA & COWLING
(1966) — source of carbon cellulose Avicel and Whatmann (0.25;
0.5 or 1% cellulose powder); 2) NiLsson (1974a) — source of
carbon like reference in RAUTELA & COWLING (1966) : 3) NORKRANS
& HAMMARSTROM (1963) — source of carbon carboxymethyl-
cellulose.,

Methods

Most methods have been described already in previous
publications (RopE1A, 1983; DoDEIA et al., 1983) ™.

So, there it is deseribed the cultural mycelia, the extract
preparations, the spectrophotometric and wviscosimeter assays,
the clarified growth on insoluble or soluble cellulose and the
release of the dye blue. There is also mentioned the evaluation
of the reactions with the phenolic compounds.

' RODEIA & GONCALVES, 1986.
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RESULTS
Enzymatic hydrolysis of cellulose

Table 1 shows that L. betulina is able to degrade cellulose
powder and can release the dye (altered from blue to a reddish
shade) from cotton blue cellulose and produced extracellular
carboxymethylcellulase what is clearly shown by the results
presented also in the Table 1.

Fig. 1 shows that L. betuling promoved the hydrolysis of
CMC with production of reducing sugars induced by extracellular
extracts from different ages cultures, pH and temperatures,
during 4 hours. In CMC liquid medium L. betulina has its best
CMCase from 30 days old culture, at pH 5.2 and 50°C of tem-
perature (see Fig. 1).

The decrease of viscosity of 1% CMC was stronger at
pH 5.2 and 40 days old cuitures as it is represented on Fig. 2.
Higher concentration of extracellular extracts in CMCgase was
produced by the cultures 20 days old as we refer in the Table 1
and as it can be visualizated by Fig. 2 observations.

Enzymatic reactions of phenolic compounds in malt agar media

L. betulina has a good growth on malt agar with or without

#a phenolic compounds and the phenoloxidasic activities exhibited

was sometimes very intense, what can be seen by the results
guantitatively registered in Table 2.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

Numerous methods have been used for assays of cellulotytic
activity among microorganisms. A list of various assays methods
used for determining cellulolytic activity was suggested by
ERIKSSON (1969) as it follows: 1) Loss in weight of insoluble
substracts; 2) decrease in mechanical properties of fibres or
fibers; 3) change in turbidity of cellulose suspension; 4) increase
in reducing sugars groups; 5) decrease of viscosity of cellulose
derivatives; 6) colorimetric determination of dissolved decom-
posed products of cellulose; 7) measurements of clearance zones
in cellulose agar. To this list, NiLssoN (1974a, b) added; 8) micros-
copic observations of morphological changes in a cellulosic
substract (like fibres or cellophane); 9) growth on cellulose agar.
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Fig. 1. — Cellulasic activity of extracellular extracts of L. betulina
by convertion of CMC in reducing sugars. Selection of best activity

depending of pH, temperature and age of culture
(four hours of incubation).
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Fig. 2.— Cellulasic activity of extracellular extracts of L. betulina
on CMC by loss of viscosity.

Some of those tests were realized in our laboratory using
mycelial cultures of Polyporaceae and presently of L. betulina.

All of our isolates were able to growth on agar insoluble
cellulose, but it is possible that these fungi are able to make
some growth in impurities containing earbon, which may be
present in the Avicel or Whatman that was used as cellulose
substrate, or using the PDA or malt agar contained in the plugs.
It is evident from the results published (Ropeia, 1983) that
clearing zones on Avicel or Whatman cellulose agar is a very
uncertain zones. It follows that all fungi which are able to
degrade wood must produce C, enzymes (NILssoN, 1974b) although
it was difficult to detect the synthesis of C, in vitro.

Some of our results are in line with those of RAUTELA
& CowLING (1966), NimssoN (1974), KRk & KeLMaN (1965),
KAARIK (1965), GILBERTON et al. (1975) and SmrtH (1977) but
the species used in this work aren’t been studied by them.




T e S L I e T T e A o I

74 N. Teizeira Rodeia & M. T. Martins

Among 25 white-rot and 13 brown-rot species of Polyporaceae
tested in our laboratory only 14 showed distinet clearing zones
on insoluble cellulose agar medium. Some results were already
published and these belong to an experimental assays realized
intented to characterize the cellulasic and phenoloxidasic activities
from the Polyporaceae collection maintained in our laboratory.

The visualization of clearing zones on agar with powder
cellulose was very difficult perhaps we used high concentration
of cellulose, but SmitH (1977) has had the same difficulty.
'When we tested CMC agar medium (0.19) similarly to HANKIN
& ANAGNOSTAKIS (1977), Woop (1980), VanpaMME et al (1982)
and TEATHER & Woop (1982) the clearing zones were well
visualizated (RoODEIA et al., 1983a, b), RODEIA & GONCALVES, 1986).

The extracellular extracts or a standard sample placed in
the wells cut out the agar, gave yellow zones (whose rapidly
become lilac). As TEaATHER & WooD (1982) suggested (and as
it common in the tests with antibiotics) it can be known the
contents of CMC,se in the extracellular extracts and exactly
we had obtained constants and reprodutible results with this
technique.

No references to the alteration of the blue colour of cotton
cellulose or to the lilac shades of cellulasic activity in agar
cellulose media was refered by other authors.

The reaction of the extracellular phenoloxidases with different
phenolic compounds suggested us that L. betulina like we have
concluded to Coriolus versicolor will have affinity to degrade
lignin in vitro (the white-rot growing in woods can degrade
cellulose and lignin).
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MUSGOS Y HEPATICAS DE DONANA
(HUELVA, ESPANA)

por

J. GUERRA * & E. C. WALLACE **

Recibido el 23 de Agosto de 1985.

RESUMEN

Se realiza el primer estudio de la flora briofitica de Dofiana (Huelva,
Espafia), mencionfindose 66 tixones, de los cuales Bryum gemmiferum Wilez.
& Demar., es novedad para la flora espafiola ¥y Ephemerum sessile (Bruch)
C. Miill.,, amplia considerablemente su areal en la Peninsula Ibérica.

RESUME

On réalise la premiére étude de la flore bryophytique de Dofiana
(Huelva, Espagne), en mentionnant 66 taxons, desquels Bryum gemmiferum
Wilcz. & Demar., est nouveau pour la flore espagnole et Ephemerum sessile
(Bruch) C. Miill. étend considerablement son aire dans la Péninsule Ibérique.

INTRODUCCION

L territorio conocido genéricamente como Dofiana, situado a

la derecha de la desembocadura del Rio Guadalquivir y com-
prendido en las provincias de Sevilla y Huelva, ha sido objeto
de amplios estudios boténicos, sobre todo de su flora y vegetacion
fanerogimica, entre los que cabe destacar los de GALIANO &
CaBezuDO (1976) y Rivas-MarTiNez & al. (1980). Las cripté-
gamas de esta area, sin embargo, son bastante desconocidas,
aunque existe una aportacién al conocimiento de los hongos de
este territorio (CALONGE & TELLERia, 1980).

*+ Departamento de Botdnica, Facultad de Ciencias, Universidad de
Milaga (Espafia).
2 2 Strathearn Road, Sutton, Surrey, England.
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Por lo que respecta a su flora briofitica, el desconocimiento
de la misma es total. Probablemente, las caracleristicas edaficas
y topogrificas de la zona han hecho poco atractivo su estudio a
otros bridlogos. Sin embargo, el resultado de nuestras recolecciones
eén varias campafias realizadas a Dofiana, ha mostrado que el
interés de su flora briofitica es superior al que podria esperarse
¥y por ello nos ha parecido oportuno dar a conocer esta lista,
suficientemente amplia — 66 tixones — que recoge una novedad
para la flora espafiola, Bryum gemmiferum Wilcz. & Demar. y
un importante hallazgo corolégico, Ephemerum sessile (Bruch)
C. Miill.

Para la ordenacién y nomenclatura de musgos y hepaticas
se han seguido, respectivamente, las obras de CorLEY & al. (1981)
v GROLLE (1984).

CATALOGO
HEPATICOPHYTINA

Phaeoceros bulbiculosus (Brotero) Prosk.

Encontrado en una sola localidad, La Rocina. En suelo
arenoso-arcilloso hiimedo en el dominio de Erico ciliaris-Ulicetum
lusitanici.

Targionia hypophylla L.
En un muro del jardin en el Palacio del Acebrén.
CLanularia cruciata (L.) Lindb.

Muy frecuente en suelos hlimedos, umbrios y algo nitrificados,
sobre todo formando parte de la asociacion Urtico dubiae-Anthris-
cetum caucalidis.

Exormotheca bulbosa (Link ex Lindenb.) K. Miili

Suelo arenoso seco en el camino de acceso a la Reserva
Biologica, ocupando bidtopos de Linario-Carduectum wmeonanthi,

Corsinia coriandrina (Spreng.) Lindb.

Solo encontrada en una localidad, La Rocina, en suelos are-
nosos himedos en el dominio de Erico ciliaris-Ulicetum lusitanici.



Musgos y hepdticas de Doiana (Huelva, Espafia) 79

Ricciocarpos natans (L.) Corda

Citada por Rivas-MARTINEZ & al. (1980, tabla 2) en la
Algaida. No ha sido encontrada por nosotros.

Riccia crystallina L. emend. Raddi

Suelos arenoso-arcillosos muy hiimedos, en comunidades de
Isoeto-Nanojuncetea. Relativamente frecuente en toda la zona.

Ricecia perennis Steph.

En suelos arenosos no excesivamente hiimedos. Resulta muy
frecuente en los dominios de alcornocales (Oleo-Quercetum
suberis) y matorrales de Asparago-Rhamnetum oleoidis.

Riccia fluitans L. emend. Lorbeer

Al igual que Ricciocarpos natans aparece citada por RiIvas-
MARTINEZ & al. (1. c.) en la Algaida.

Riccia beyrichiana Hampe ex Lehm,

Suelos arenosos no excesivamente hiimedos, casi siempre en
el dominio de alcornocales. Muy frecuente.

Riccia ciliata Hoffm.
Suelos arenoso-arcillosos, a veces nitrificados. Especie fre-
cuente en toda la zona.
Riecia gougetiana Durieu et Mont. var. erinacea Schiffn.
Suelos arenosos frescos. Frecuente en toda la zona.
Riccia lamellosa Raddi

Suelos nitrificados y pisoteados. Muy frecuente por toda la
zona al borde de caminos.

Riccia macrocarpa Levier

Aunque se trata de una especie relativamente frecuente en
Dofiana, tan solo la hemos visto ligada a la vegetacion de Erico
ciliaris-Ulicetum lusitanici, formando extensos céspedes al abrigo
de estas comunidades camefiticas.
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Riccia sorocarpa Bisch.

En protosuelos formados entre las piedras del patio en el
Palacio de Dofiana.

Fossombronia pusilla (L.) Nees var. decipiens Corb.

Taxon muy frecuente en la zona, aparece ligada con regu-
laridad a Riccia peremnis, con la cual forma una asociacion
propia del dominio de los alcornocales termomediterraneos
de Dofiana.

Fossombronia caespitiformis De Not. ex Rabenh.

Especie frecuentisima en Dofiana, prefiere suelos arenoso-
arcillosos secos en los claros de pastizales, sobre todo en el Trifolio
resupinati-Caricetum chaetophyllae.

Frullania dilatata (L.) Dum.

Epifita sobre Pistacia lentiscus en el Oleo-Quercetum suberis.
Frecuente en Dofiana y alcornocales del Preparque.

BRYOPHYTINA
Archidium alternifolinum (Hedw.) Schimp.

Especie solo frecuente en el Erico ciliaris-Ulicetum lusitanici.
Fissidens viridulus (Sw.) Wahlenb.

Suelos muy hiimedos en el dominio del Erico ciliaris-Ulicetum
lusitanici, encontrado en solo una localidad, El Acebron.

Dicranella howei Ren. & Card. .

Suelos temporalmente encharcados o humedos. Encontrada
siempre en los dominios de Erico ciliaris-Ulicetum lusitanici.

Pseudoephemerum nitidum (Hedw.) Reim.

Suelos arenosos mas o menos hamedos. Especie frecuente
en toda la zona en los dominios de Erico scopariae-Ulicetum
australis.
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Cheilothela chloropus (Brid.) Lindb.

Recolectada en una sola localidad, El Puntal, en los claros
de un pastizal de Trifolioc resupinati-Caricetum chaetophyllae.

Ditrichum subulatum Hampe

En un pequefio talud en el dominio de una sauceda (Viti
viniferae-Salicetum alrocinereae). La Rocina.

Pleuridium acuminatum Lindb.

Suelos arenoso-arcillosos hiimedos, muy frecuente en todo
Dofiana.

Tortula laevipila (Brid.) Schwaegr.

Epifito sobre Pistacia lentiscus en el alcornocal de la Rocina
y sobre palmeras en el patio del Palacio de Dofiana.

Tortula marginata (B. & S.) Spruce

En las paredes del pozo en el patio del Palacio de Dofiana.
Formando parte de un Eucladio-Adiantetum.

Tortula muralis Hedw.
Paredes de un muro en el Palacio del Acebron.

Aloina aloides (K. F. Schultz) Kindb.

Frecuente en los suelos arcilloso-arenosos secos de toda
Donana.

Aloina ambigua (B. & S.) Limpr.

Suelos arenoso-arcillosos y algo ruderalizados. Frecuente en
toda la zona.

Crossidium squamiferum (Viv.) Jur.

En las paredes de un muro en el Palacio del Acebrén.
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Pottia starckeana (Hedw.) C. Miill

En suelos salinos, arcillosos secos, encontrada en los dominios
de Inulo-Limonietum ferulacei y Polygono equisetiformis-Limo-
niastretum monopetali.

Pottia davalliana (Sm.) C. Jens.

Recolectada en dos localidades, La Rocina y cercanias a
Laguna de Santa Olalla. En ambas ocasiones en suelos arenosos
hiitmedos en los dominios de Erico ciliaris-Ulicetum lusitanici.

Pottia commutata Limpr.

En un suelo temporalmente encharcado por agua dulece, en
la asociacién Galio palustri-Juncetum maritimi. El Puntal de

Donana.
Barbula unguiculata Hedw.

Encontrada en dos localidades, El Puntal de Dofiana y Las
Marismillas. En los claros de pastizales de Trifolio-Caricetum
chaetophyllae.

Barbula convoluta Hedw.

En protosuelos entre las piedras del patio del Palacio de
Doifana. Formando parte de la asociacion Solivetum stoloniferae.

Didymodon acutus (Brid.) K. Saito

Suelos algo nitrificados en los jardines del Palacio del
Acebroén.

Didymodon luridus Hornsch. ex Spreng.

Frecuente en todo Dofana en suelos arenoso-limosos en los
claros de pastizales de Trifolio-Caricetum chaetophyllae.

Didymodon vinealis (Brid.) Zander

Frecuente en los claros de pastizales y gramales de los bordes
de las marismas (Centaureo exaratae-Armerietum gaditanae y
Trifolio-Caricetum chactophyliae).
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Eucladium verticillatum (Brid.) B, S. & G.
Recubriendo las paredes del pozo en el Palacio de Doiiana.
Gymnostomum luisieri (Sérgio) Sérgio ex Crundw,
En suelos arcillosos de los jardines del Palacio del Acebrén.
Tﬁchost:umum brachydontium Bruch |
En suelos arenoso-limosos. Frecuente en Dofiana.
Weissia controversa Hedw.

Suelos arenoso-arcillosos secos o ligeramente hiimedos. Especie
relativamente frecuente en Dofiana.

Pleurochaete squarrosa (Brid.) Lindb.

Suelos de textura arenosa y secos. Frecuente en Dofiana en
los sabinares de paleodunas (Rhamno-Juniperetum lyciae).

Tortella flavovirens (Bruch) Broth,

Especie frecuente en Dofiana en suelos arenosos secos.
Funaria hygrometrica Hedw.

Frecuente en suelos muy nitrificados y algo hiimedos.
Entosthodon obtusus (Hedw.) Lindb.

Frecuente en suelos arenoso-limosos hiimedos ocupados por
Erico scopariae-Ulicetum australis.

Ephemerum sessile (Bruch) C. Miill.

Conocida en Espafia de dos localidades catalanas (cf. SERsIO,
1682), resulta, por tanto, especialmente interesante el hallazgo de
esta especie en Dofiana. Es, sin embargo, relativamente abundante
en los dominios de Evico scopariae-Ulicetum australis.

Epipterigium tozeri (Grev.) Lindb.

Suelos arenosos mas o menos himedos. Relativamente fre-
cuente en Dofnana.
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Bryum torquescens B. & S.

En suelos arenosos ligeramente hiimedos, Dunas de Mata-
lascafias. En el dominio de Halimio halimifolii-Stauracanthetum
genistoidis.

Bryum argenteum Hedw.

En suelos arenoso-arcillosos algo nitrificados. Cercanias al
Palacio del Acebrén.

Bryum gemmiferum Wilcz. & Demar.

Suelos arcillosos y algo nitrificados en los jardines del Palacio
del Acebrén. Esta especie del grupo de Bryum bicolor, descrita
por WiLczZEK & DEMARET (1976), es novedad para la flora brio-
fitica espaifiola.

Bryum bicolor Dicks.

Especie muy frecuente en Dofiana. Abundante especialmente
en suelos arenosos occupados por Erico scopariac-Ulicetum australis.

Bryum dunense Smith & Whitehouse

Su existencia en Dofiana ya habia sido manifestada por
nosotros (GUERRA & PUCHE, 1984). Se confirma como especie muy
frecuente en los arenales cercanos al mar, encontrindose ligado
a la vegetacion de sabinares de paleodunas ( Rhamno-Junipe-
retum lyciae).

Bryum versicolor A. Braun ex B. & S.

En suelos arenosos més o menos hiimedos ocupados por Erico
scopariae-Ulicetum australis. Cercanias al Palacio de Dofiana.

Bryum mildeanum Jur.

Suelos arenoso-arcillosos bajo pinares de Pinus pinea. Los
Cabezudos.

Zygodon baumgartneri Malta f. mediterranea (Malta) Cros

Epifito sobre Pistacia lentiscus en el Oleo-Quercetum suberis.
Encontrado en dos localidades, Coto del Rey y Alcornocal del

Ajonjoli.
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Orthotrichum lyelii Hook. & Tayl.

Epifito sobre Quercus suber y Pistacia lentiscus. Frecuente
en los bosquetes de Oleo-Quercetum suberis.

Orthotrichum tenellum Bruch ex Brid,

Epifito sobre Pistacia lentiscus. Encontrado en una localidad,
Alcornocal del Ajonjoli en Asparago-Rhamnetum y Oleo-Quer-
cetum suberis.

Orthotrichum pallens Bruch ex Brid.

Epifito sobre Pistacia lentiscus, Alcornocal del Ajonjoli, en
Oleo-Quercetum suberis.

Orthotrichum diaphanum Brid.

Epifito sobre Pistacia lentiscus, La Rocina, en Oleo-Quercetum
suberis,

Habrodon perpusillus (De Not.) Lindb.

Epifito sobre Pistacia lentiscus en Oleo-Quecetum suberis.
Alcornocal del Ajonjoli.

Amblystegium riparium (Hedw.) B., S. & G.

En una pared junto al borde del agua en el Cafio Madre de
las Marismas.

Homalothecium sericeum (Hedw.) B., S. & G.

Epifito sobre Pistacia lentiscus en Asparago-Rhamnetum
oleoidis. Alcornocal del Ajonjoli,

Rhynchostegium megapolitanum (Web. & Mohr) B, S. & G.

En suelos arenosos con materia orginica bruta. Encontrado
en una sola localidad, El Puntal de Dofiana.

Eurhynchium praelongum (Hedw.) B., S. & G.

En un cauce de agua cercano al Palacio de Dofiana.
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RESUMO

Foram analisadas 25 espécies de liquens coletados no Brasil gquanto
a sua atividade antimicrobiana. Deles extraimos o(s) principio(s) ativo(s)
através de 5 solventes: metanol, benzeno, cloroférmio, acetona e solucéo
tampdo de dgua fosfatada pH 7,0, a cuja agio foram submetidos os seguintes
5 microorganismos: Becillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Mycobacterium smegmatis e Candida «lbicans. Dos testes realizados 12 %%
néio demonstraram atividade antimicrobiana, 20 % apresentaram amplo espectro
e 03 demais tiveram comportamentos variiveis frente a cada germe. As
bactérias mais sensiveis foram Bacillus subtilis e Mycobacterium smegmatis.
Escherichia coli fol a menos sensivel e a levedura Candida albicans apresentou
resisténcia a todos. O metanol liberou extratos liquénicos e, entre os solventes
utilizados, o metanol liberou principio(s) ativo(s) de 20 espécies das
25 testadas.

INTRODUCAO

CONFORME cita a literatura, remonta a milénios o0 emprego

dos liquens em medicina. L. MULLER apud RizziNi (1952) **
usou extrato de Evernia furfuracea no tratamento de doengas cau-
sadas por Staphylococcus aureus, ainda o mesmo Autor apud
RizziNi (1952) '° cita certas espécies dos géneros Usnea e Cladonia

lteis no combate & Tuberculose Pulmonar.
! Departamento de Biologia Especial, Centro de Ciéncias Biolbgicas,
Universidade Federal de Pernambuco
* Nicleo de Biotecnologia, Laboratério de Tecnologia Farmacéutica,
Universidade Federal da Paraiba.
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Infimeros liquens séo citados pela literatura para cura de
certas moléstias. Antigamente dava-se uma especificidade em
relacio a cada doenca. Por exemplo: Lobaria pulmonaria atuava
sobre enfermidades pulmonares e Usnea barbata aplicada no cres-
cimento dos cabelos.

Hoje em dia os liquens sdo reconhecidos como agentes qui-
mioterdpicos, responséiveis pela cura de inGmeras doencas, que
acometem homens e animais, por exemplo: Cladonia miniata var.
sanguinea na cura das estomatites cremosas ou sapinhos.

BURKHOLDER et alii (1944) * foi o primeiro pesquisador a
estudar a atividade antimicrobiana dos liquens, comprovando a
potencialidade dos éacidos liquénicos frente a certos microrga-
nismos, principalmente bactérias e fungos. Em seguida surgiram
varios trabalhos nos dando uma grande quantidade de écidos
liquénicos, onde os primeiros isolados foram acido cetrarico, a
partir de Cetraria islandica e o acido lsnico de Usnea barbata.

Embora as pesquisas feitas com os liquens tenham muitos
anos, os mesmos tém sido pouco manipulados, neste sentido,
mesmo assim conhecem-se alguns trabalhos sobre atividade anti-
microbiana como os de AHATI (1961)°', ASAHINA & SHIBATA
(1954) *, BURKHOLDER & EvANsS (1945) *°, BURKHOLDER et alii
(1966) °, BusTiNza (1950) ®, (1951) 7, (1552) ®, BUSTINZA &
LoPEs (1948) ®, CaprioTTt (1961) *°, CAvALCANTI (1983) **, CuL-
BERSON (1970) 2, MARSHAK (1947) **, SHIBATA (1948) **, (1968) ',
StoLL (1947) 5, JHOoMsoN (1967) '*, VArTiA (1949) *°, (1950) *',
(18T

No Brasil apenas tomamos conhecimento de um trabalho,
o de MiTiDIERI ef alii (1964) * sobre a acdo antimicrobiana dos
extratos de 2 liquens — Parmelia tinctorum e Cora pavonia, cujos
resultados obtidos, pouca contribuicdo ofereceram para uma
definicio sobre o assunto abordado.

MATERIAL

Neste trabalho utilizamos 25 espécies de liguens pertencentes
a 7 géneros distintos, provenientes de diversos estados brasileiros,
predominantemente de Pernambuco, encontrando-se as excicatas
depositadas no herbarium da UFPe., Departamento de Biologia
Especial do Centro de Ciéncias Biolégicas.

Sido as seguintes as espécies de liquens: 1 — Anaptychia casa-
rettiana Mass.; 2 — A. comosa Mass.; 3 — A. flabellata Mass.;
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4 — A. speciosa Zahlbr.; 5 — Cladonia arcuata Ahti.; 6 — C. caly-
cantha Nyl.; T—C. confusa Santss.; 8 —(C, dilleniana Flk.;
9 —0C. furfuracea Wain.; 10 — C. miniate Mey.; 11 — C. miniata
var. sanguinea Wain.; 12 — C. polia Santss.; 13 — C. sprucei Ahti.;
i4 — C. sullivanii Mull. Arg.; 15 — Coenogonium leprieurii Nyl.;
186 — Dictyonema sericium Berk.; 17T — Herpothallon sanguineum
(Sw). Tobler.; 18 — Lobaria dissecta C. M.; 19 — L. glaberrina
Trevis.; 20 — L. pseudoglaberrina Zahlbr.; 21 — L. quercizans
Michx.; 22 — Parmelia aberrans (Wain.) des Abbayes; 23 — P. an-
dina Miill. Arg.; 24 — P. argentina Krph.; 25 — P. cetrata var.
caniculata Miill. Arg.

Empregamos nos biotestes, culturas dos seguintes micror-
ganismos:

Bactérias
Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn 9-IAUR
Mycobacterium smegmatis (Trevisan) Lehmann
& Neumann T1-IAUR
Escherichia coli (Migula) Castellani & Charlmers  25-IAUR
Staphylococcus aureus Rosenbach 1-TAUR
Levedura
Candida albicans (Robin) Berkhout 2253-IAUR

METODOLOGIA
Preparacio das amostras de liquens

De cada espécie de liquens foram preparadas 5§ amostras.
Cada amostra era constituida por 200 mg de liguens, seco a
temperatura ambiente, triturado em almofariz e acondicionado
em tubos de ensaio estéreis. Dessa maneira, preparado um
total de 125 amostras, com os quais foram realizados 625 ensaios,
efetuando-se 5 repeticbes para cada teste.

Preparacio dos extratos

Na liberacéio dos prineipios ativos, presentes em cada espécie
de liquen, empregamos os seguintes solventes:
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1 — Solucdo Tampdo de Agua Fosfatada pH 7,0;
2 — Metanol;

3 — Propanona;

4 — Cloroférmio;

5 — Benzeno.

Para conhecimento da atividade antimicrobiana, submetemos
amostra de uma mesma espécie de liquen & acdo dos 5 solventes
acima relacionados. Nos tubos de ensaios, contendo 200 mg do
liguen triturado, adicionamos 2ml de solvente, deixando-se
macerar por 60 minutos 4 temperatura ambiente (= 27°C). Findo
o periodo de maceracdo, o extrato liquénico estava pronto para
o teste.

Preparacio dos discos

Nos testes de atividade antimicrobiana de cada espécie de
liguens, empregamos cultura de microrganismos, em placas de
Petri, sobre as quais foram colocados discos impregnados com
extrato liquénico. Cada disco esterilizado, constituido por papel
de filtro com 7mm de didmetro, foi posto em contato com um
tipo de extrato, absorvendo o sobrenadante, e deixado secar em
estufa, durante 60 minutos, 4 temperatura de 37°C, para evapo-
racdo do solvente. Em cada placa de Petri, contendo a cultura
de um microorganismo, foram colocados 5 discos assim prepa-
rados, relativos aos diferentes extratos, obtidos a partir de cada
uma das espécies de liquens testados.

Preparacio das culturas

A lnica amostra de levedura empregada Candida albicans,
foi semeada no meio de Sabouraud dextrose agar (glicose 40 g,
peptona 10 g, agar 15 g, d4gua 1000 ml, pH 6,5). As amostras de
bactérias foram mantidas em meio AN (peptona 10g, cloreto
de sédio 5g, extrato de carne 3 g, agar 15g, Agua destilada
1000 ml, pH 7,0), excepto Mycobacterium smegmatis que foi cul-
tivado em GL (peptona 10g, cloreto de siédio 3 g, extrato de
carne 3 g, extrato de levedura 10 g, glicose 10 g, agar 15 g, agua
destilada 1000 ml, pH 6,5).

Ap6s confeccdo e esterilizacdo, os meios distribuidos em
placas de Petri e tubos de ensaios foram colocados em estufa
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a 37°C, por um periodo de 24 horas, para comprovacio de sua
esterilidade. E em seguida, transferidos aptos a receberam a
semeadura dos germes.

Na preparacio das suspensdes aquosas dos microrganismos,
utilizamos culturas de bactérias, com 24 horas de incubacio, a 37° C,
e cultura de levedura, com 48 horas de incubacdo, 4 temperatura
ambiente. «Swabs»> estéreis de algoddo, embebidos nessas sus-
pensbes foram passados, suave e uniformemente, na superficie
dos meios contidos em placas de Petri. Apés 5 minutos, distri-
buimos, equidistantemente, na superficie do meio, os 5 discos
de papel impregnados com extratos liquénicos. As placas foram
incubadas em posicdo invertida, per 24 horas, a 37° C (bactérias)
ou 48 horas, 4 temperatura ambiente (levedura).

Paralelamente, foram realizados dois tipos de controle:

1 —Para comprovar a esterilidade dos discos de papel de
filtro colocamos, sem extrato, em placas contendo meios
empregados;

2 —Para testar a possivel interferéncia dos solventes, na
formacdo dos halos, colocamos, nos meios com germe,
discos embebidos apenas no solvente puro e secados a
37° C, durante 60 minutos.

Leitura dos resultados

Decorrido o perfodo de incubacio, procedeu-se a leitura dos
resultados, para constatacdo da presenga ou auséncia de halo de
inibicdo. Nos casos em que se obteve resultado positivo, reali-
zou-se a mensuracio, com régua milimetrada, dos didmetros apre-
sentados em cada halo.

RESULTADOS

Entre os 25 liquens testados apenas 12 9 nao demonstraram
atividades, enquanto que 88 % tiveram niimero de espécies atuantes
variaveis frente a cada microorganismo usado, ver Tab. I

Ao mesmo tempo os liquens ndo exerceram atividade anti-
microbiana frente a levedura utilizada.

Alguns liquens demonstraram especificidade de acdo aos
microrganismos testados.

Os extratos liquénicos testados ndo apresentaram especifi-
cidade sobre os microorganismos, apenas ocorreu que com a
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Escherichia coli atuaram 2 espécies, o Bucillus subtilis sofreu
acdo de 3 liquens, ver Tab. L

Alguns extractos liquénicos exerceram um amplo espectro
de acdo, inibindo o desenvolvimento de todas as espécies de
bactérias, ver Tab. IL

Todos os solventes apresentaram-se absolutamente inécuos
em relacdo aos microorganismos testados, embora tenham apre-
sentado diferentes graus de capacidade na extracgio de subs-
tincias com atividade antimicrobiana, ver Tab. IIL

Quanto 4 sensibilidade dos microorganismos estudados, nota-
mos que o Bacillus subtilis sofreu acdo inibidora dos extratos de
19 espécies de liquens pertinentes a 6 géneros. Em escala decres-
cente segue-se Mycobacterium smagmatis, que sofreu acdo dos
extratos de 16 espécies também pertinentes a 6 géneros. Staphy-
lococcus aureus apresentou sensibilidade apenas a 12 espécies
liquénicas distribuidas em 6 géneros. Finalmente, Escherichia
coli que foi a bactéria menos sensivel, tendo o seu crescimento
inibido, apenas 10 espécies distribuidas em 4 géneros. A unica
levedura testada apresentou total resisténcia aos 125 tipos de
extratos empregados, ver Tab. L

No tocante 4 mesuracdo dos halos, os microrganismos apre-
sentaram as seguintes variacdes expressas em milimetros:

Myecobacterium smegmatis 9 a 20 mm
Staphylococcus aureus 10 2 18 mm
Bacillus subtilis % a 19 mm
Escherichia coli 10 a 12 mm

Pelo que verificamos, a variagdo de didmetros dos halos de
inibicio entre os microrganismos foi praticamente uniforme
exceto em relacdo a Escherichia coli, ver Tab. 1.

DISCUSSAO

Dos 25 liquens que foram testados a sua acdo antimicrobiana,
verificamos que os resultados obtidos, até certo ponto foram
comparéiveis com os precursos neste tipo de investigacdo.

Entre as espécies de liquens testadas apenas 9 tiveram capa-
cidade de inibir o desenvolvimento de Escherichia coli. Embora
tenham empregado técnicas, um pouco diferente, os nossos resul-
tados com relacdo a este microrganismo, estdo de acordo com o
gue ja existe na literatura relativo a acdo de substéncias liquénicas
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sobre o desenvolvimento de germes Gram Negativos. Os principios
ativos que mais exerceram suas acbes sobre Escherichia coli foram
pela propanona. Vale destacar que a espécie Lobaria quercizans
mostrou atividade em todos os 5 extratos testados.

Apesar da diversidade dos solventes que empregamos e do
grande niimero de liquens gue usamos constatamos que néo
ocorreu atuacdo sobre a levedura Candida albicans <«in vitros,
admitimos ser possivel obter-se resultados positivos em relagdo
a esta levedura através de um aprimoramento da técnica empre-
gada na extracdo do principio ativo.

Analisando as espécies com largo espectro de acdo em relacéo
aos solventes que extraimos as substincias antimicrobianas,
observamos que deve existir mais de um prineipio ativo em
Anaptychia casaretiana, Anaptychia flabellata e Lobaria quer-
cizans. Por exemplo os extratos obtidos com as 12 espécies de
Anaptychia por meio de solugcdo tampao fosfatada tiveram
atuacdo sobre Staphylococcus aureus mas ndo agiram sobre
Bacillus subtilis e Escherichia coli. Estas bactérias, entretanto,
foram inibidas pela acdo dos extratos benzénicos e cloroférmicos.
O mesmo pode ser observado com relagido aos diferentes extratos
obtidos a partir de Lobaria quercizans dessa vez, a solucdo tampéo
fosfatada extraiu um principio ativo que atuou sobre o Bacillus
subtilis e Escherichia coli, mas ndo sobre o Mycobacterium
smegmatis e o Staphylococcus aureus, enquanto o extrato obtido
pela propanona ndo teve atuacdo apenas sobre o Staphylococcus
aureus. Cremos pois, ter razio em supor que, em uma mesma
espécie liquénica deve existir mais de um principio ativo com
acdo antimicrobiana, e que o largo expectro de agdo encontrado
em algumas delas deve-se 4 sua riqueza nesses principios.
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RESUMEN

Se indican cerca de una treintena de tdxones recogidos por los autores
en el CW espafiol. Se discute la validez del rango subespecifico de Juncus
tenogeiac Ehrh. subsp. perpusillus Fdez-Carvajal & Navarro; se comenta
asimismo la distribucién peninsular de Paradisea lusilanica (Coutinho) Samp.,
aportando igualmente nuevas localidades de endemismos ibéricos tan rele-
vantes como Angelica major Lag. (=4. angelicastrum Hoffmanns, & Link) ¥
Allium schmitzii Coutinho, para vn mejor conocimiento de su corologia. De
entre los tixones restantes destacaremos Thlaspi stenopferum Boiss. & Reuter,
novedad para el macizo bejarano, y Orchis ustulata L., Campanula scheuchzeri
Vill. y Allium ampeloprasum L., que constituyen, respectivamente, novedades
floristicas para Avila, Salamanca y Zamora.

SUMMARY

In this paper 27 taxa collected by the authors in western central Spain
are commented. We discuss the validity of subespecific range of Juncus
tenageic Ehrh. subp. perpusillus Fdez-Carvajal & Navarro; more over, we
comment the peninsular distribution of Paradisea lusitanica (Coutinho) Samp.,
showing new localities of iberian endemical, as Angelice major Lag. (=4. an-
gelicastrum Hoffmanns. & Link) and Allium schmitzii Coutinho. Several
other plants of chorologic interest are recorded, most of them are new for
the province, as Thlaspi stenopterum Boiss. & Reuter, Orchis ustulata L.,
Campanula schewchzeri Vill. and Allium ampeloprasum L.
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N esta aportaciéon floristica comentamos un grupo de tixones

con la pretensién de lograr alglin avance en el conocimiento

de sus respectivos areales. Iniciamos asi una serie de notas ten-

dentes a contribuir a un mejor conocimiento de diversas plantas
criticas, nuevas o poco conocidas en el centro-oeste hispano.

Las localidades referidas en la misma pertenecen, adminis-
{rativamente, a las provincias de Avila, Ciceres, Salamanca y
Zamora, zonas del occidente espafiol donde venimos realizando
estudios floristicos.

Ha sido estudiado material de herbario preferentemente en
MA, MAF, SALA y SALAF, consultando igualmente las bibliotecas
de dichos centros, a cuyos directores expresamos nuestro agra-
decimiento por las facilidades recibidas.

Los testimonios de los téxones citados se encuentran depo-
sitados en el herbario SALA.

Ophioglossum lusitanicum L.

SALAMANCA: Valle de las Batuecas, riberas del rio Batuecas,
20T QE4284, 500 m, suelos arenosos, 13-IV-1985, Amich, Elias
& Sdnchez Rodriguez, SALA 36.913.

Segunda cita provincial de este pteridéfito raro y escaso
en la misma (cf. CAsAsSEcA & al., 1982: 11), que en la vecina
provincia cacerefia parece bastante més extendido (cf. Rico &
RoMERO, 1984: 336).

Polygonum alpinum AllL.

SALAMANCA: La Hoya, Sierra de Béjar, Circo de la Pena
Negra, 30T TK7272, 1900 m, gleras y cascajares, 10-VII-1984,
Amich, Herrero & Sdnchez Rodriguez, SALA 33.444.

La sefialaremos ahora en el extremo noroccidental del macizo,
donde aparece copiosa en pedreras graniticas. Su presencia de
manera finicola en estas localidades del Sistema Central ya fue
comentada por CASTROVIEJO & al. (1983: 155).

Dianthus langeanus Willk.

= D. gredensis Pau ex Caballero, Anales Jard. Bot. Madrid
5: 513 (1945).
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= D. brachyanthus Boiss. subsp. gredensis (Pau ex Caballero)
Rivas-Martinez, Anales Inst. Bot. Cavanilles 21 (1): 212
(1963).

AVILA: Sierra de Béjar, Ceja del Calvitero, 30T TKG6864,
2200 m, pastizales psicroxerdfilos, 18-VII-1980, Casaseca, Amich,
Fdez Diez, Rico & Sdnchez, sALA 33.914.

SALAMANCA: Sierra de Béjar, subida al Calvitero, 30T TK6863,
2000 m, pastizales psicoxerdfilos, 30-VII-1974, Fdez Diez, SALA
6.615; La Hoya, Sierra de Béjar, La Covatilla, 30T TK7272, 1850 m,
pastizales psicroxeréfilos, 15-VII-1983, Amich & Herrero, SALA
33.915.

Como de manera reciente comentaba Lafnz (1985: 476), las
confusiones entre el taxon willkommiano y el de Boissier D. bra-
chyanthus han sido frecuentes; asi, en alguna ocasién material
bejarano-gredense de la especie de WiLLKoMM ha sido etiquetado
en saLa como D. brachyanthus — ya debidamente revisado —; de
igual modo, la reciente cita de la vertiente abulense de la Sierra
de Béjar) cf. CArrAsco, 1981: 35) del taxon de BOISSIER, corres-
ponde a D. langeanus (cf. LAINZ, loc. cit.).

Nuestra actual sefializacién salmantina ereemos puede tratarse
de la primera en firme para esta provincia después de la muy
poco creibe de GANDOGER (1909: 132) en la Sierra de Francia.

Ranunculus aconitifolius L.

AVILA: San Bartolomé de Béjar, Sierra de Béjar, Regaja
de Pefia Negra, 30T TKT7373, 1800 m, bordes de arroyos en
comunidades megaférbicas, 10-VII-1984, Amich, Herrero & Sdn-
chez Rodriguez, sALA 33.496.

Interesante novedad para la flora abulense, que junto con la
reciente cita salmantina de HERRERO & AmMICH (1986: 514),
marcan el limite occidental de la especie en el Sistema Central;
en éste, la cita mas cercana que conocemos es la de Rivas-
MarTiNEZ (1963: 218) en la Laguna de Pefialara, autor que la
considera como rarisima en el macizo.
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Myosurus minimus L.

SALAMANCA: La Hoya, Sierra de Béjar, La Covatilla, 30T
TK7272, 1850 m, en el fondo de pequefias charcas y pozetas,
15-VII-1983, Amich & Herrero, sALA 33.487.

Aunque bien conocida de otras zonas del centro de la pro-
vincia (cf. Lainz, 1955: 476; Casaseca & al., 1980: 8), queremos
destacar la elevada altitud a la que ha sido herborizado en la
Sierra de Béjar, posiblemente debido al transporte de los aquenios
por el ganado.

Ionopsidium zbulense (Pau) Rothm.

CACERES: Hervas, subida al Puerto de Honduras, 30T TK5658,
1500 m, mérgenes de arroyos, 28-V-1984, Amich & Elias, SALA
33.452.

Rivas MaTeos (1932: 132) cité de Gredos y el Valle de
Plasencia I. prolongoi (Boiss.) Batt.; aunque no hemos encontrado
testimonios de estas localidades en el herbario MAF, creemos
estas citas claramente asimilables al taxon pauano. De Extre-
madura conocemos finicamente la mencién que SAINZ OLLERO &
HERNANDEZ BERMEJO (1981: 51) recogen para Guadalupe-Villuer-
cas, si bien esta especie no es mencionada por LADERO (1970) en
su trabajo referente a dicha zona; este autor nos ha puesto
asimismo de manifiesto (com. ver.) que tampoco ha tenido
ocasién de herborizarla en los Gltimos afios.

Aparece localmente copiosa, aunque siempre de forma espo-
radica, en margenes encharcados de pequefos arroyos montanos.

Thlaspi stenopterum Boiss. & Reuter

SALAMANCA: La Hoya, Sierra de Béjar, La Covatilla, 30T
TK7272, 1980 m, pastizales vivaces, 11-VII-1984, Amich, Herrero
& Sdnchez Rodriguez, sALA 33. 493.

Primicia floristica provincial; desconocemos también cualquier
referencia pretérita para el macizo bejarano. Es muy factible que
este hallazgo constituya la irradiacién finicola para esta crucifera
en el Sistema Central, dada su ausencia en el vecino pais ibérico
(cf, AMARAL FRANCO, 1971).
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Se presenta localmente abundante por encima de los 1800-
1900 m en pastizales vivaces entre piornos.

Lepidium perfoliatam L.

SALAMANCA: Navacarros, cercanias de la poblacién, 30T
TK6976, 1100 m, cunetas de carreteras, 13-V-1984, Herrero, SALA
33.486; La Hoya, Sierra de Béjar, La Covatilla, 30T TK7272,
1800 m, pastos, 11-VII-1984, Amich, Herrero & Sdnchez Rodriguez,
SALA 33.485.

Al igual que comentibamos para Myosurus minimus L., se
trata de una especie conocida de diversos enclaves subsalinos del
Norte y centro provincial (cf. Lafnz, 1955: 477; CAsAsEcA & al.,
1980: 10), pero no detectada hasta ahora de las zonas montanas
meridionales, donde es de destacar la elevada altitud de la
segunda localidad en que ha sido herborizada.

Saxifraga tridactylites L.

SALAMANCA: San Cristobal de la Cuesta, 30T TL7945, 825 m,
taludes, 25-V-1986, Amich & Sdnchez Rodriguez, sALA 40.812.

Copiosa localmente en pequefias cunetas y taludes de La
Armuna; también hemos tenido oportunidad de verla abundante
en las fisuras de calizas cambricas que afloran en algunos puntos
de la Sierra de Tamames, en la zona meridional de la provincia.
Para ésta sélo conocemos la mencion de BELLOT & al. (1966: 37)
en una lista de Thero-Brachypodietalia, pero no se conservan
testimonios en el herbario SALA.

Potentilla pyrenaica Ramond

AVILA: Mengamuiioz, Puerto de Menga, 30T UK2883, 1500 m,
humedales, 12-VII-1985, Amich & Sdnchez Rodriguez, SALA 36.926.

Nueva localizacién para el Sistema Central (ef. CASTROVIEJO
& al., 1983: 156) de una planta escasa en dicho Sistema, en donde
no era sefialada por SaiNz OLLERO & HERNANDEZ BERMEJO
(1981: 67).
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Viola palustris L. subsp. palustris

SALAMANCA: La Hoya, Sierra de Béjar, Circo de la Peiia
Negra, 30T TK7272, 1900 m, enclaves higroturbosos, 10-VII-1984,
Amich, Herrero & Sdnchez Rodriguez, SALA 33.443.

Las formas de hojas basales obtusas y peciolos glabros, corres-
pondientes a esta subespecie tipo, aparecen también en ambientes
turféfilos del Sistema Central, al menos en el macizo bejarano
(ef. Rivas-MartiNgz, 1980: 306). Muy recientemente NIETO
FELINER (1985: 79) las detectaba asimismo en la Sierra de
La Cabrera.

Angelica major Lag., Gen. Sp. Nov.: 13 (1816)

— A. angelicastrum (Hoffmanns. & Link) Coutinho, FI. Port.:
455 (1913).

Hs, AviLA: Solana de Avila. Sierra de Béjar, Laguna del
Duque, 30T TK7266, 1800 m, margenes de arroyos, 24-VII-1985,
Amich, Elias & Sdnchez Rodriguez, SALA 36.930.

SALAMANCA: Navacarros, Sierra de Béjar, arroyo del Oso,
30T TK7172, 1500 m, mérgenes de arroyos, 13-VII-1983, Amich
& Herrero, SALA 33.47T.

Po, BEIRA ALTA: Manteigas, Serra da Estrela, PE 1, 1200 m,
prados htimedos, 20-VI-1980, Amich, Rico & Sdnchez, saLA 33.476.

AmicH & al. (1981: 159) la sefialaron como novedad en el
macizo bejarano, de donde GUTIERREZ BusTILLO (1982: 155) mno
indica ninguna loecalidad; tampoco SAINZ OLLERO & HERNANDEZ
BERMEJO (1981: 18) indican el taxon lagascano —bajo el siné-
nimo de A. laevis Gay —en el macizo bejarano-gredense, ni en
el resto del Sistema Central. En cuanto al endemismo lusitano
A. angelicastrum (Hoffmanns, & Link) Coutinho, ya la monégrafa
del género (loe. cit.) sefialé que no se justificaba la existencia
independiente de este taxon.

Afiadiremos ahora que aparece muy frecuente y abundante
por toda la Sierra, en sus vertientes meridional y septentrional,
aunque sobre todo en esta ultima.

Ty e
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Angelica sylvestris L.

AVILA: Mombeltran, margenes del rio Herradero, 30T UK2858,
600 m, prados humedos, 3-X-1984, Amich, SALA 33.456.

SALAMANCA: Candelario, 30T TK6772, 1150 m, cunetas hiime-
das, 23-X1-1984, Amich, Elias & Herrero, SALA 33.381.

Aunque GUTIERREZ BustiLo (loc. cit.: 149) la indica en el
sector bejarano-gredense, no refleja material de estas dos pro-
vincias. Afiadiremos ahora que también alcanza el sector sal-
mantino (cf. FERNANDEZ Diez, 1977: 22).

Mimulus moschatus Douglas

SALAMANCA: Navacarros, 30T TK 6976, 1100 m, méirgenes
de arroyos, 17-IX-1983, Amich & Herrero, SALA 33.441; ibidem,
30-VIII-1984, Amich & Elias, saLA 33.440; La Hoya, 30T TKT7276,
1250 m, orillas de fuentes, 11-VII-1984, Amich, Herrero & Sdnchez-
Rodriguez, saLa 36.918.

Aparece copiosa y frecuente por las zonas basales de la Sierra,
sobre todo en el trecho La Hoya-Navacarros-Candelario, situandose
preferentemente en emplazamientos hiimedos como fuentes, pare-
dones rezumantes, bordes de pequefios arroyos, etc., siempre en
zonas con marcada influencia antropozodgena. De la dltima de
las localidades resefiadas (Candelario) MAYOR (1968: 145) estudid
su ecologia.

Antirrhinum grosii Font Quer

SALAMANCA: La Hoya, Sierra de Béjar, La Covatilla, 30T
TKT7272, 1900 m, fisuras graniticas, 13-VII-1983, Amich & Herrero,
SALA 33.442,

Nueva localizacién en la vertiente salmantina del macizo
bejarano (cf. AmicH & al., 1981: 159-160), en la que sin duda
es mucho mas escaso y raro que en la abulense.

Utricularia minor L.

AVILA: Navarredonda de Gredos, 30T UK2070, 1500 m,
pequefias pozas entre esfagnos, 12-VII-1985, Amich & Sdnchez
Rodriguez, sALA 36.920.
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Aunque hasta fecha recentisima se desconocia de la pro-
vincia (cf. CASTROVIEJO & al., 1983: 158), ya LUcENO (1985: 428)
considerd que debia estar distribuida por todo el macizo. Nueva
localizacién, mas oriental, a afiadir a las dos anteriores.

Campanula scheuchzeri Vill.

saramanNca: La Hoya, Sierra de Béjar, La Covatilla, 30T
TK7272, 1900 m, fisuricola en paredones graniticos, 15-VII-1983,
Amich & Herrero, saLa 33.510.

Consideramos pertenecientes a esta especie los ejemplares
herborizados en fisuras graniticas de las zonas cacuminales; si
bien se trata sin duda de un grupo critico, caracteres tales como
los botones florales nutantes, junto con las ecorolas de mayor
tamafio, anchamente campanuladas, permitirian diferenciarlos de
la muy préxima C. rotundifolia L.

Novedad provincial y para el macizo bejarano.

Phyteuma spicatum L. subsp. pyrenaicum (R. Schulz) Lainz, Bol.
Inst. Est. Ast. sér. C. 5: 30 (1962)

AVILA: Solana de Avila, Sierra de Béjar, Laguna del Duque,
30T TKT7266, 1800 m, umbrias en margenes de arroyos, 24-VII-1985,
Amich, Elias & Sdnchez Rodriguez, saLa 36.919,

También aparece copiosa localmente en puntos dispersos de
la vertiente sur bejarana (cf. CASTROVIEJO & al., 1983: 158).

Anthemis alpestris (Hommmanns. & Link) R. Fernandes *

AVILA: Mengamufioz, Puerto de Menga, 30T UK2883, 1500 m,
suelos arenosos, 5-VII-1984, Amich, Elias & Herrero, SALA 33.488;
Piedrahita, Puerto de la Pefia Negra, 30T UKO0578, 1850 m, suelos
arenosos, 5-VII-1984, Amich, Elias & Herrero, SALA 33.489; Puerto
de Villatoro, 30T UK1889, 1400 m, suelos arenosos, Amich, Elias
& Herrero, sALA 33.490.

SALAMANCA: La Hoya, Sierra de Béjar, subida a La Covatilla,
30T TK 7375, 1450 m, taludes, 11-VII-1984, Amich, Herrero &
Sdnchez Rodriguez, SALA 33.482
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Rico & al. (1982: 36) consideraron la especie como novedad
salmantina; desconociamos entonces la herborizacién (ma 127.021)
y cita bejarana de LAcarra (1928: 6).

Recientemente SANCHEZ RobpriGUEz (1983: 170) contribuia
a un mejor conocimiento de la corologia del taxon. Por nuestra
parte lo sefialaremos ahora de algunas sierras occidentales del
Sistema Central, donde se presenta bastante frecuente en pas-
tizales del Plantagini-Jasonietum sessiliflorae.

Paradisea lusitanica (Coutinho) Samp. (Lam. I)

AVILA: Mombeltran, margenes del rio Herradero, 30T UK2858,
600 m, entre granitos rezumantes, 8-VI-1984, Amich & Elias,
sarA 33.451.

SALAMANCA: Valle de las Batuecas, 20T QE4284, 500 m, mar-
genes del rio Batuecas junto al monasterio, 14-VI-1985, Amich
& Elias, saLA 36.917.

Recientemente Rico (1985: 417) sefialaba esta especie como
novedad abulense en el extremo suroeste de la provincia; no es por
ello de extrafiar esta nueva localizacién en Avila, que significa
hasta el momento su limite oriental de distribucién en nuestro
pais (Fig. 1). Muy escasa en los emplazamientos indicados.

En cuanto a la localidad salmantina, de la misma fue citada
como novedad para nuestro pais por CABALLERO (1947: 650), y
desde entonces no habiamos tenido oportunidad de recogerla
nuevamente.

Anthericum liliago L. (Lam. II)

AVILA: Pinar de Hoyocasero, 30T UK3374, 1350 m, pequefios
taludes en margenes de robledales y pinares, 5-VII-1984, Amich,
Elias & Herrero, SALA 33.447.

AnicH (1980: 16) la sefialé como novedad salmantina; creemos
que esta localizacién puede representar ahora la primera cita para
la provincia de Avila.

Se trata de una especie bastante afin al endemismo ibérico
occidental que acabamos de comentar, si bien pueden separarse
con claridad tanto morfolégica como ecologicamente. Algunos

L caracteres referentes a las hojas, pedicelos y tépalos permiten
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40"

Fig. 1. — Distribucién de Paradisea lusitanica (Coutinho) Samp.
en la Peninsula Ibérica.

% Nuevas localidades.

discriminar ambas especies creemos que mas facilmente de lo
expuesto por WEBE (1980: 18) segiin la siguiente clave:

— Hojas de T(10) mm de anchura; pedicelos florales hasta 12-14 mm,
doble de largos que las bricteas; tépalos trinerviados . . . . . .
el SR ULy on WG 2 B JURSRID TN, T i ntiniat. HHago

— Hojas de 20 mm de anchura; pedicelos florales no méas de 5 mm, més
cortos o igualando las bréicteas en la antesis; tépalos pentaner-
viadogs . . . . ¢ 4 4 . 4 wls e s e s . Paradisea husitanica

En cuanto al especto sinecolégico, A. liliago se integra en
las fitocenosis vivaces propias de linderos de bosques orlicolas
0 subnemorales, de la clase Trifolio-Geranietea sanguinei, tanto
en el seno del Quercion fagineo-suberis como dentro del dominio
del Quercion robori-pyrenaicae y coincidiendo, al menos en las
areas observadas — Avila, Salamanca y Zamora —, con precipita-
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ciones entre 650 y 1000 mm (ombroclima subhtimedo) siendo capaz
de soportar periodos notables de sequia.

Por su parte, P. lusitanica aparece sobre gleysoles de origen
aluvial integrindose en las fitocenosis herbiceas que acompafian
las alisedas riparias mediterraneas del Osmundo-Alnion (Tab. I) —
aungue en otras localidades méas occidentales y oceanicas puede
aparecer en pastizales de Molinio-Arrhenatheretea —, siempre
contactando con los robledales y castafiares del Quercion robori-
pyrenaicae; por tanto, a diferencia de A. liliago, precisa para su
desarrollo humedad edafica constante, con el nivel freatico muy
proximo a la superficie del suelo.

Allium schmitzii Coutinho

SALAMANCA: Saldeana, riberas del Huebra, 29T PF9941, 500 m,
entre cuarcitas, 11-VI-1985, Amich, Elias & Sdnchez Rodriguez,
SALA 36.924; Yecla de Yeltes, riberas del Yeltes, 29T QFE&834,
600 m, entre cuarcitas, Amich & Sdnchez Rodriguez, SALA 36.923.

Dos nuevas localidades de este relevante endemismo ibérico
que significan una notable contribuecién al conocimiento de su
corologia centro-occidental, donde hasta ahora sélo era conocido
de las cuencas del Agueda y del Alagén (ecf. Rico, 1980: 253;
VaLDEs FrRANZI, 1983: 199).

Allium ampeloprasum L.

SALAMANCA: La Fregenda, Muelle de Vegaterron, 20T PFT7444,
165 m, mArgenes arenosos del rio Duero, 17-VI-1977, Amich,
saLa 15.670.

ZAMORA: Fermoselle, 20T QF1274, 500 m, margenes arenosos
del Tormes, 12-VIII-1981, Sdnchez Rodriguez, SALA 36.929.

Aparece de forma esporadica en los Arribes del Duero sal-
mantinos y zamoranos. Estas localidades quedan ya alejadas de
las centroocidentales resefiadas por PASTOR & VALDES (1983: 33)
gue no estudiaron material de ninguna de las dos provincias.
Para la segunda de ellas creemos representa una novedad floris-
tica, mientras que en lo referente a la primera es claro el desa-
cierto en este caso, como tantas otras veces, de Hovos pE ONIS
(1898: 58): «encuéntrase esta especie en los alrededores de los




TABLA 1

Niumero de inventario 1 2 3 4 5
Superficie (m?) 50 100 100 30 50
Cobertura (%) 100 100 90 90 100
Inclinacién (°) 25 25 40 15 30
Exposicién NW NW NNW NE NNE
Altitud (1 =10m) 110 110 110 65 65
Numero de especies 8 6 13 24 36

Caracteristicas de alianza y unidades

superiores (Osmundo-Alnion, Populeta-

lia albae, Querco-Fagetea):

i [ - 1.2 1.1 4.4 22

Alnus glutinosa
+ e +.1

Teucrium scorodonic

Athyrium filiz-foemina 2.2 0
Omphalodes nitida . . o 2.2 .
Galium rotundifolium . . . 22 +.1
Brachypodium sylvaticum . - . G 21
Physospermum cormubiense - . 11 a5
Aquilegia vulgaris + 3 1.1
Cratecegus monogyna . . . + +.1
Ornithogalum pyrendicum . . . 13 +
Clinopodium vulgare ! 3 < e +
Compaiieras:

Paradisea lusitanica 44 4.5 34 3.3 4.5
Rubus sp. 1.1 - +.1 1.2 1.2
Lysimachin vulgaris 2.3 S5 22 : +
Hedera helixz * . ¢ + 22
Centawrea nigra subsp. carpelana . . . +.1 1.2
Frangula alnus 1.1 1.1

Potentilla erecta 11 -+
Tamus communis 2 - +.1
Dactylorkiza maculata subsp. maculata ‘ . : + +.1
EBromus asper -+ E . & 11
Aristolochia paucinervis &
Ranunculus repens k X 4 h <4
Carex divulsa ; ; 1.2 - 12

Ademéas: Caracteristicas de allanza y unidades superiores: Dryopteris filiz-
mas, 2.3 en 1; Thalictrum flavwm subsp. glaucum, 1.1 en 2; Lonicera pery-
climenum subsp. hispenica, 4.1 en 3; Quercus pyrenaica, +.1 en §5; Geum
sylvaticum, + en 5; Polystichum setiferum, 4+ en 5; Primula vulgaris, 1.1
en 5; Fragaria vesca, + en 5; Mercurielis perennis, +.1 en 5; Ilex aquifolium,
+.1 en 4; Hyacithoides non-scripta, + en 4. Compaifieras: Betula celtiberica,
2.2 en 3; Carexr distans, 4+ en 1; Gervanium purpurewm, +.1 en 3; Oenanthe
croaia, + en 3; Dactylis glomerata, 1.1 en 4; Carexr distachia, 2.3 en 4;
Stachys officinalis, 2.3 en 4; Luzula lactea, 2.1 en 4; Epilobium telragonum,
+ en 4; Agrimonia eupatoria, 4+ en 5; Pteridium aquilinum, 1.2 en 35;
Anthorxanium odoratum, + en 5; Thapsia villosa, + en 5; Carex vulpina,
+ en 5; Asphodellus albus, + en 5; Rosa sp., + en 5.

Localidades:

1 ¥ 2 Candelario (22/6/1984).

2 Candelario Navacarros (22/6/1084).
4 y 5 Cepeda (19/5/1983).
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arroyos de la capital, Alba de Tormes, Ciudad Rodrigo y muchos
mAs puntos de la provinecias.

Juncus tenageia Ehrh. subsp. perpusillus Fdez-Carvajal & Navarro,
Pub. Dep. Bot. Fac. Farmacia Salamanca 1: 28 (1979)

SALAMANCA: Candelario, Sierra de Béjar, Hoyamoro, 30T
TK6667, 1850 m, pequefias pozas y cubetas, 30-VII-1984, Amich,
Elias & Sdnchez Rodriguez, SALA 33.457; La Hoya, Sierra de Béjar,
Circo de la Pefia Negra, 30T TK7272, 1900 m, pequefias pozas
y cubetas, 24-IX-1984, Elias, Herrero & BSdnchez Rodriguez,
saLa 33.458.

Copioso y frecuente en la vertiente salmantina de la Sierra
de Béjar. Hemos estudiado con detenimiento diversas poblaciones
y los caracteres enunciados en el protélogo por los autores no son
ni mueho menos constantes: asi, son frecuentes los ejemplares
que alcanzan e incluso sobrepasan los 6-T em de longitud, que el
tamafio de las flores rebase los 2 mm indicados, que aparezcan
en la planta hojas caulinares, y que se ramifique. En consecuencia,
pensamos que tal vez el rango subespecifico no sea el mas adecuado,
sino el varietal o el de forma, ya propuestos con anterioridad
por otros autores (cf. FDEZ-CARVAJAL & NAVARRO, loc. cit.).
También Rrvas-MarTiNEZ (1963: 286) comentaba que no se podia
considerar la planta mas que como una forma propia de la région
alpinizada del Sistema Central.

Juncus bulbosus L. fma. fluitans (Lam.) Navarro, Sanchez & Valle
ex F'dez-Carvajal, Anales Jard. Bot. Madrid 39 (2): 330 (1983)

SALAMANCA: La Hoya, Sierra de Béjar, Circo de la Pena
Negra, 30T TK7272, 1900 m, flotante en pequefias lagunas y
cubetas, 10-VII-1984, Amich, Herrero & Sdnchez Eodriguez, SALA
33.507; ibidem, 24-X-1984, Elias, Herrero & Sdnchez Rodriguez,
SALA 33.506.

fmz. nanus (Peterm.) So6, Acta Bot. Acad. Sci. Hung. 16 (3-4):
36€ (1971)

SALAMANCA: Candelario, Sierra de Béjar, Hoyamoro, 30T
TK6667, 1850 m, bordes de cubetas, 27-IX-1979, Amich, Rico &
Sdnchez, saLa 20.135.
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La primitiva combinacién de NAVARRO & al. (1979: 40) era
a todas luces invalida. Ambas formas significan sendas novedades
para la flora salmantina, constituyendo ademas la primera de
ellas novedad para el Sistema Central (cf. FpEZ-CARVAJAL, loc.
cit.). Aparecen relativamente abundantes en zonas culminicolas
de la Sierra en pequefias pozas y cubetas.

Orchis ustulata L.

AviLa: Pinar de Hoyocasero, 30T UK3374, 1350 m, herbazales
hiimedos, 5-VII-1984, Amich, Elias & Herrero, SALA 33.449.

Creemos puede tratarse de la primera cita de este taxon en
la provincia abulense; de la vecina Salamanca la indicé Rico
(1980: 253). Estas localidades centro-occidentales quedan ya
algo alejadas del area general de distribucién de la especie en
nuestro pais.
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Detalles de Paradisea lusitanica: c¢) hoja; d) pedicelo floral,
flor y bractea; e) pétalo; f) estambre.
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Anthecicum liliago, Pinar de Hoyocasero, Avila (SALA 33.447):
habito; a) pétalo; b) estambre.
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DEL GENERO POLYSTICHUM ROTH
(ASPIDIACEAE, PTERIDOPHYTA)

EN LA PENINSULA IBERICA

por

A. ENRIQUE SALVO %M. ISABEL HIDALGO *#,
JOSEP A. ROSSELLO ** & JOAN PERICAS **

Recibido el 11 de Diciembre de 1985.

RESUMEN

El género Polystichum esti representado en la Peninsula Ibérica por
el complejo «aculeatums, el cual integra dos especies diploides (P. lonchitis ¥
P. setiferum), el alotetraploide originado del cruzamiento de ambos (P. aculea-
tum), asi como por dos de las tres probables combinaciones hibridas
(P. W illyricum y P. x bicknelli). A partir del estudio de 35 caracteres (mor-
folégicos, anatomicos, esporopalinolégicos, quimiotaxonémicos, citotaxoné-
micos, ecosistemdticos, etc.) se observa el grado de interaccién de los tdxones
del complejo, discutiéndose el valor diagnéstico de cada cardcter.

SUMMARY

The genus Polystichwm is represented in the Iberian Peninsula by the
complex caculectums, wich integrated two diploid species (P. lonchitis and
P. setiferum), the allotetraploid originated from the crossing of both
(P. aculegtum) and also two of the three probable hybrid combinations
(P. X illyricum and P. X bicknelli). From the study of 35 characters (mor-
phological, anatomical, sporopalynological, chemicotaxonomical, ecitotaxono-
mical, ecosystematical, etc.) the degree of interaction of each of the taxa
was observed, discussing the diagnostic value of each character.

* Departamento de Botdnica, Facultad de Clencias, Universidad
de Mailaga.

## Departamento de BotAnica, Facultad de Ciencias, Universidad de
Palma de Mallorea.
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DURANTE las dos tultimas décadas las investigaciones pteri-
dolégicas Lan estado enmarcadas por unos tdpicos muy
definidos en los que los sorprendentes resultados justificaban
una continuidad de los mismos, decrementando el valor de los
trabajos taxon6émicos integrales. Sin embargo es evidente que
la conjuncién de los resultados por ellos aportados y los ofrecidos
por la utilizacién de técnicas modernas dentro del marco meto-
dolégico ortodoxo, no solamente pueden conllevar a un mejor
conocimiento de los tixones, sino ademas a nuevos planteamientos.
En este sentido se ha creido oportuno realizar un tratamiento
de esta indole con los taxones ibéricos del género Polystichum.
Al estar perfectamente definido el sistema reticular de espe-
ciacién en el complejo <aculeatum», se pretende observar a través
del anélisis del mayor nimero posible de caracteres el compor-
tamiento fenético de los taxones.

ANALISIS DE LOS CARACTERES

Para este apartado, ademés de los cinco tixomes ibéricos
autéetonos (P. aculeatum, P. lonchitis, P. setiferum, P. X illyri-
cum y P. X bicknelli), se han tenido en cuenta como elementos
de referencia a P. braunii y P. falcatum. Este segundo taxon, como
se reiterari posteriormente, si bien es aceptada su mejor inclusién
en el género Cyrtomium, sin embargo a efectos de manipulacién
se mantendri dentro del género Polystichum.

Paleas. — La valoracion de las paleas infralaminares como
caracter taxonémico tiene interés tanto desde el punto de vista
de presencia o no, como de su morfologia. Asi, mientras que
P. braunii es paledceo en la haz y en el envés, las otras tres especies
europeas presentan en mayor o menor densidad formaciones
paleiceas s6lo en su envés. Dentro de estas se observa que en
P. lonchitis poseen una morfologia lanceolada, a diferencia de
P. aculeatum y P. setiferum en las que son mayormente lineares.

Longitud de la fronde. — Como puede observarse en la Gra-
fica 1, el alotetraploide P. aculeatum presenta unos valores de
la longitud de la fronde intermedios entre los de sus progenitores
diploides, solapandose fundamentalmente con P. setiferum, cuyos
valores situados entre la media y la cota minima coinciden con
los de P. aculeatum situados entre la media y la cota maxima.




(cm) 1007
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Grifica 1. — Representacién de los rangos de variacién de la longitud
de la fronde (L: P. lonchitis; I: P. X illyricum; A: P. aculeatum;
Bi: P. % bicknelli; 8: P. setiferum; Br: P. braunii; F: P. falcatum).
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También es necesario comentar como la desviacion tipica de estos
tres taxones, P. lonchitis, P. aculeatum y P. setiferum, aumenta
progresivamente en esta direccién. Finalmente ha de destacarse
el mayor vigor de los hibridos frente a los progenitores corres-
pondientes (PAGE, 1982).

Longitud relativa del peciolo. — Segiin los resultados obtenidos

{Gréafica 2) P. sefiferum posee un peciolo de mayor longitud que
! P. aculeatum, en relacion con el desarrollo total de la fronde,

\ o
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Gréfica 2. — Representacién de los rangos de variacién de la longitud
del peciolo/longitud de la fronde.
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existiendo un estrecho margen de solapacion entre ambos. P. lon-
chitis, al igual que. para el caracter anterior, presenta los valores
més bajos de la relacién.

Morfologia de la lamina. — Para el anilisis de este caracter
se han tenido en cuenta tres parimetros:

1. Relacion longitud/anchura de la ldmina. Las conclusiones
mas sobresalientes que se pueden extraer de los resultados obte-
nidos (Grafica 3) son las que siguen. P. lonchitis es el que pre-
senta una mayor relacién L/A. El valor de la media para P. X illy-
ricum es similar a los de aquel progenitor, si bien las cotas maxima
y minima son algo superiores. Este mismo fendémeno ocurre con
P. setiferum y P. X bicknelli, siendo los dos taxones que presentan
unos valores del cociente mas bajos dentro del complejo aculea-
tum. Finalmente el alotetraploide P. aculeatum situa sus valores
entre los de aquellas dos especies, si bien presenta una més
amplia solapaciéon con los de la segunda.

2. Situacion relativa de la anchura mdxima de la ldmina. —
Este parametro se ha cuantificado teniendo en cuenta la situacién
desde el par basal de pinnas del par de pinnas de mayor longi-
tud. Segiin los resultados obtenidos, P. lonchitis es el que presenta
un mayor rango de variacién estableciéndose la anchura méxima
entre la 1* y la 26* pinna, teniendo su maxima en la 15* P. aculea-
tum presenta un rango de variacién menor (8*-17¢) con un valor
maximo en la 12* pinna. P. setiferum presenta su maximo en 10,
situdndose sus cotas en la 7* y 16* pinna. Los hibridos presentan
una distribucion dispersa, siendo mas amplia en P. X illyricum,
donde en la 9* y 21* pinna se situan sus cotas maximas y minimas,
¥ un maximo en 17; mientras que en P. X bicknelli el 50 % pre-
sentaba su anchura maxima en el 10° par de pinnas, coincidiendo
este valor con la cota minima y presentando la méaxima en la 17

Se ha de tener en cuenta que los datos expuestos tan sélo
explican el momento de desarrollo de la pinna mayor. Para com-
prender la relacién de esta dentro del conjunto total de la limina
se ha realizado la Grafica 4, en la que se relaciona el par de pinnas
donde se situa la pinna mayor respetco al namero total de pares
de pinnas, pudiéndose deducir que, efectivamente, se establece un
gradiente entre las especies P. lonchitis, P. aculeatum y P. seti-
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ferum y que los hibridos situan sus rangos hacia las cotas méximas
de los parentales.

LA
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Grifica 3. — Representacién de los rangos de variacién de la relacion
longitud/anchura de la lamina.

3. Base de la ldmina. Son varios los autores que implicita o
explicitamente aluden a la base de la lAmina como caracter diagnés-
tico, coincidiendo que mientras P. aculeatum presenta una lamina
gue se estrecha marcadamente en la base, P. setiferum, debido
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a que el par de pinnas basales es proximo y escasamente més
pequefio que el par de pinnas mas ancho, presenta la base truncada.
Los resultados aqui obtenidos coinciden con estas apreciaciones,
observando que la anchura de la base en P. aculeatum es la mitad
o menos que la de las pinnas mayores, mientras que en P. seti-
ferum suele ser de */; o més. En P. lonchitis la base es muy
estrecha, correspondiendo aproximadamente a '/,, de la anchura
méxima de la limina.

A tenor de los resultados obtenidos de los tres anilisis
anteriores se ha reconstruido la morfologia estindar de cada
uno de los tixones (Figura 1). Atendiendo a las formas resul-
tantes y en base a los criterios de RADFORD (1974) estas quedarian
descritas de la siguiente manera: La morfologia que en conse-
cuencia de la silueta obtenida se deberia adjudicar a P. lonchitis
seria «estrechamente trullada», sin embargo es necesario tener
en cuenta que los méargenes no se atenuan tan marcadamente
por encima de la anchura méixima, manteniéndose casi paralelos.
En coneclusion, la desecripeién mas exacta seria «lanceolada, ate-
nuiandose marcadamente en el ipice y en la base». La morfologia
ideal de P. aculeatum puede definirse como estrechamente trullada
con la base truncada. P. setiferum y P. braunii presentan una
morfologia ideal trullada con base ampliamente truncada. Final-
mente, P. X illyricum y P. X bicknelli presentan caracteristicas
morfologicas intermedias entre las de sus progenitores, con un
amplio margen de variacion.

Textura de la limina. — Generalemente se ha admitido que
mientras P. lonchitis, P. aculeatum y P. falcatum presentan una
lamina de textura coriicea, P. sefiferum y P. braunii las presentan
teneras. Las observaciones aqui realizadas coinciden en gran parte
con lo anteriormente expuesto, si bien ha de destacarse que estas
dos variaciones del caricter no son extremas y que puede esta-
blecerse un gradiente de escaso margen de variacién. Asi, P. seti-
ferum presenta una lamina de textura tenera, que se pone de
manifiesto en los ejemplares vivos en la arquitectura péndula de
las pinnas, mientiras que en el material prensado esto es detectado
al observar la direccién del apice de las pinnas, ya que en tal
caso estarin orientadas hacia el apice de la fronde. En el resto
de los taxones, por el contrario, las pinnas presentarin una posi-
cién recta, perpendicular al raquis. P. lonchitis en especial pre-
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Grafica 4. — Histogramas de frecuencia y rangos de variacién de la relacién
situacién del par de pinnas mayor respecto al niimero total
de pares de pinnas.
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Fig. 1.— Reconstruccién ideal de la morfologia estdindar de la limina.
A: P. lonchitis; B: P. X illyricum; C: P. aculeatum; D: P.X bicknelli;
E: P. setiferum; F: P. braunii; G: P. falcatum.
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senta una limina fuertemente coriicea, como consecuencia del
grosor de las pinnas. Una vez mas los hibridos manifiestan el
caracter de manera intermedia respecto a los parentales.

Division de la lAmina. — Se trata del caracter de mayor valor
para un diagnéstico rapido de la especies ibéricas de Polystichum.
Sin embargo, al tratarse de un macrocaricter este va a estar
sometido a las variaciones microestacionales, por lo que los
rangos de variacion van a ser amplios, solapindose en algunos
casos. Esto conlleva a que el grado de fiabilidad de este caricter
disminuya en ejemplares procedentes de localidades donde las
areas son simpétricas. De los datos obtenidos se pueden inferir
las siguientes conclusiones: 1) P. lonchitis presenta una limina
invariablemente unipinnada; 2) P. aculeatum presenta una lamina
que oscila desde bipinnatifida a cercanamente bipinnatipartida;
3) P. setiferum presenta una lamina bipinnatipartida, si bien las
pinnas apicales y el apice de las restantes pinnas suelen ser pinna-
tifidas y las pinnulas proximales bipinnatifidas. La diferencia
entre las formas bipinnatipartidas de P. aculeatum y P. setiferum,
como veremos posteriormente, se establece seglin el grado de
adnacién de las pinnulas a la costa; 4) P. braunii presenta una
lamina generalmente bipinnatipartida; 5) P. falcatum presenta
una lamina unipinnada; 6) Aungue entre las especies el grado de
conflictividad en el reconocimiento del caricter es relativamente
bajo, no lo es tanto en el caso de los hibrides. Como es obvio,
estos van a presentar una distribucién de los valores intermedia,
siempre con ligeras tendencias hacia uno de los progenitores.
Asi, P. X illyricum suele presentar como tipo méas frecuente de
divisién de la lamina la bipinnatifida, si bien con un escaso grado
de profundizacién de la lobulacién, siendo las divisiones de altimo
orden completamente adnadas. Este grado de divisién es similar
al que presentan las frondes de pies jovenes de P. aculeatum, con
quien se ha confundido frecuentemente al hibrido. En cuanto a
P. X bicknelli, el gradiente de solapacion con respecto a los paren-
tales es mucho méis amplio, por lo que no puede establecerse
ningtlin tipo de diferenciacion.

Auriculacién de los segmentos de Gltimo orden. — Una de las
caracteristicas més sobresalientes de este género dentro de las
filicofitinas europeas es la presencia en los segmentos de ultimo
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orden de una auricula situada en la regién basal de la mitad
distal. El grado de auriculacién ha sido utilizado por varios
autores (CosTe, 1906; VALENTINE, 1964; SLEEP, 1971) como base
de diagnosis. Los anilisis han ido encaminados a observar dos
tipos de parametros; por una parte el grado de diferenciacion
de la auricula, considerandose entonces un gradiente que va desde
la ausencia total hasta netamente diferenciadas, con dos grados
intermedios (inconspicuamente diferenciadas y diferenciadas);
por otra parte, se ha observado el 4ngulo resultante de la insercién
del nervio central de la auricula respecto al nervio central de la
pinnula. Las conclusiones obtenidas son las siguientes: 1) P. fal-
catum aunque presenta segmentos de fltimo orden asimétricos,
sin embargo no es patente la formaciéon de una auricula;
2) P. aculeatum y P. braunii suelen presentar auriculas escasa-
mente diferenciadas, si bien ambas son diferenciables por cuanto
lo mas frecuente es gue en P. aculeatum el angulo de insercién
de la auricula sea agudo, mientras que en P. braunii es recto;
3) Tanto P. lonchitis como los hibridos presentan auriculas dife-
renciadas con angulo agudo; 4) Finalmente, P. setiferum es la
especie que presenta una auricula més claramente diferenciada,
disponiéndose esta en angulo bastante préximo a los 90°.

Forma de insercién de los segmentos de dltimo orden a la
costa. — Se trata este de uno de los caracteres que ha gozado
de un mayor interés en los estudios del género a nivel europeo,
ya que en él se fundamenta la separacién de P. aculeatum y
P. setiferum. Para el estudio de este caridcter se han analizado
dos parametros:

1. Tipo de insercion. Es necesario precisar que estas obser-
vaciones han sido realizadas en las pinnulas proximales de la pinna
mayor, ya que en las pinnas menos desarrolladas y en las pinnulas
distales siempre seran adnatas. Dos tipos de insercién son los
mas frecuentes dentro del género. El tipo de insercién peciolada
aparece claramente manifiesta en los segmentos de ultimo orden
de P. lonchitis, P. setiferum y P. falcatum. En P. X bicknelli y
P. braunii, aunque existe una notable tendencia a la aparicion de
peciélulo en las pinnulas, sin embargo en ejemplares pequefios
la insercién es adnata. Donde la adnacién es mas conspicua es
en los ejemplares normales de P. aculeatum, ya que en los espe-
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cimenes muy desarrollados existe una clara tendencia a la for-
macién de pecidlulo en el que es notable cierta decurrencia.
Finalmente, en P. X< illyricum, al ser escaso el grado de lobulacién
¥ por tanto no alcanzar la costa, el tipo de insercién se considera
totalmente adnata.

2. Angulo de insercién. El tipo de insercién aguda aparece
en los segmentos de ultimo orden de P. falcatum, P. X bicknelli,
P. braunii y P. aculeatum, mientras que la insercién se produce
perpendicularmente en P. setiferum y P. lonchitis.

Margen de los segmentos de dltimo orden. — Ademéas de los
caracteres cualitativos propios del margen, también se ha obser-
vado el niimero de espinas que aparecen en los segmentos de
altimo orden. Los resultados obtenidos muestran que: 1) P. seti-
ferum presenta el margen serrado, si bien a veces por ser los
dientes ampliamente agudos ofrece una morfologia dentada. Los
dientes llevan en su Apice una arista corta y blanda. El nimero
de espinas por segmento de Gltimo orden oscila entre 8-12;
2) P. aculeatum presenta el margen irregularmente serrado, con
dientes cortos y agudos. Las espinas son rigidas y cortas, siendo
su nlimero por segmento de Gltimo orden de 9-13; 3) P. lonchitis
presenta el margen netamente serrado con dientes largos y
estrechamente agudos, en cuyo Apice aparecen duras espinas muy
largas, lo que le confiere un aspecto espinoso a la fronde. El
niimero de espinas por segmento de fltimo orden oscila entre
16-32; 4) P. braunii presenta el margen dentado, con amplios
dientes obtusitlisculos, con espinas grandes y blandas, que en
nlimero préximo a 12 aparecen bordeando los segmentos de filtimo
crden; 5) P. falcatum presenta el margen sinuado crenado, no
espinescente; 6) P. X illyricum presenta el margen netamente
denticulado, al igual que P. lonchitis, pero sin embargo las espinas
suelen ser mas cortas y aparecen en menor cantidad por segmento
de 1ultimo orden (8-12): T) P. bicknelli presenta el margen serru-
lado irregularmente, si bien la diversidad no es tan aparente como
en P. aculeatum.

Situacion de los soros en la lamina. —En la Grafica 5 se
representa la porcién de la lamina (cuantificada en nimero de
pares de pinnas) en la que se distribuyen los soros, quedando en
blanco la porcion permanentemente estéril. Como puede obser-
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Gréfica 5. — Distribucién de los soros en la lamina.

serse la fertilidad se distribuye entre '/, y */; superior de la
lamina, existiendo escasas variaciones. En P. lonchitis, la ferti-
lidad sobrepasa hasta */, de la lamina (68'7H %), mientras que
en P. setiferum alcanza los */; (79’179 ). P. aculeatum si bien
gitua sus valores de manera intermedia, sin embargo estos tienden
més aproximarse a los de P. lonchitis. En cuanto a los hibridos,
una vez mas los valores sobrepasan a la media de los parentales;
asi, P. X illyricum presenta hasta un 64'25 9, fértil y P. X bicknelli
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un 59’76 9%. Finalemente, P. braunii presenta hasta un 62'22 %
y P. falcatum hasta un 75 %.

Niamero de soros por segmento de titimo orden. — En el his-
tograma de la Gréfica 6 se ha representado el nimero medio
de soros por segmento de Gltimo orden, a excepcién de P. falca-
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Grifica 6. — Histograma donde se representa el nimeroc medio de soros
por segmento de dltimo orden.

tum, cuyo niimero es extremadamente grande y variable. Como
puede observarse, P. lonchitis es el taxon de los comparados con
un mayor niimero de soros, estableciéndose su media en 23. P. seti-
ferum y P. aculeatum presentan similares valores medios del
nimero de soros por pinnula (12 y 13, respectivamente). P. braunii
es la especie que menos soros por segmento de tltimo orden
presenta, estableciéndose la media en 8. Es necessario destacar
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el anormal comportamiento de los hibridos respecto a este
caracter. Asi, P. X illyricum presenta una media inferior a la de
los parentales (9), mientras que P. X bicknelli la presenta muy
superior (20).

Situaciéon de los soros respecto a los nervios secundarios. —
Tal como puede observarse en la Figura 2 existen dos grupos de
taxones atendiendo a este caricter: 1) En P. lonchitis, P. X illy-
ricum y P. aculeatum los soros se situan en la mediacion de los
nervios secundarios. 2) En P. setiferum, P. X bicknelli y P. braunii
los soros aparecen en las terminaciones de los nervios secundarios;
es necesario precisar que en el hibrido, aunque lo mas frecuente
sea la posicion terminal de los soros, sin embargo ocasionalmente
aparece algiin que otro soro sobrepasado por el nervio.

Longitud del didmetro ecuatorial de las esporas.— Las medidas
que a continuacién se ofrecen corresponden al didmetro ecuatorial
méaximo, exceptuando el perisporio, habiendo sido realizadas sobre
material incluido en Glicerogelatina. Los resultados obtenidos y
representados en la Grafica T, muestran las siguientes evidencias:
1) las esporas méas pequefias corresponden a los taxones diploides,
P. lonchitis y P. setiferum, con rangos de variacién similares,
(29-)31-35(-3T7) pm y (29-)31-35(-39) pm respectivamente; 2) Las
esporas mayores corresponden a los taxones autotetraploides
P. falcatum y P. braunii, con rangos de variaciéon de (33-)37-42
(-46) pm y (35-)36-39(-43) pm respectivamente; 3) El alotetra-
ploide P. aculeatum presenta un rango de variacion establecido
justamente entre los parentales, si bien su media es superior a
la de ambos, (29-)34-37(-39) pm.

Morfologia del perisporio. — Con el fin de llevar a cabo las
descripciones lo mas completas posible se han realizado dos tipos
de analisis dependiendo del instrumento utilizado. Primeramente
se efectué un estudio al microscopio Optico, con el que se pre-
tendia evaluar el color y la estructura general de las esporas.
Posteriormente, se realizé un estudio al microscopio electrénico
de barrido del perisporio.

1. Estudio al M. O. El método seguido para la observacioén
al M. O. fue la preparacién en fresco del material y su posterior
inclusién en Glicerogelatina. En las Figuras 3 y 4 se muestran las
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microfotografias de las esporas de cada uno de los taxones
estudiados. Las deduciones que podemos extraer son las siguientes:
1) P. lonchitis presenta esporas castafio-oscuras, bilaterales, mono-
letas, elipsoidales y con perisporio densamente fimbriado; 2) Las
de P. aculeatum difieren de las de la especie anterior por presentar
el perisporio cristulado, de borde dentado; 3) Las esporas de

Fig. 2. — Microfotografia de los segmentos de fltimo orden en las gue
se aprecian la posicién de los sorcs respecto a los nervios secundarios
(A: P. lonchitis; B: P. X illyricum; C: P. aculeatum; D: P, X bicknelli;
E: P. setiferum; F: P. braunii).



Estudio biosistemdtlico del género Polystichum Roth 129

P. setiferum, a diferencia de las anteriores, son castafio-claras,
ovoides y con perisporio laxamente crestado, con crestas de borde
liso; 4) P. braunii presenta esporas castafio-claras, elipsoidales y
con perisporio constituido por fibras columniformes que tienden
a unirse formando crestas puntiagudas y prominentes; 5) P. fal-
calum presenta esporas castafio-amarillentas, ovoides y con peris-
porio rugoso con tendencia a formar pequefios pliegues poco pro-
minentes; 6) Los hibridos P. X< illyricum y P. X bicknelli pre-
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Grafica 7. — Rangos de variacién de la longitud del didmetro
ecuatorial de las esporas.



