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la estructura anatémica de la testa, la forma y disposicién del
embrién y el nlimero .de semillas presentes en cada cipsula.

MATERIAL Y M£TODOS

El material para la realizacion del estudio procede tanto de
recolecciones propias (cuygs pliegos testigo se hallan depositadas
en los herbarios del Jardi Botanic de Valéncia, VAL y del Depar-
tament de Biologia Vegetal de la Universitat de Valéncia, VAB)
como de extracciones efectuadas del material cedido por los
herbarios del Departamento de Botanica de la Facultad de Far-
macia de Granada (GDA), el Jardin Boténico de Madrid (MA) y
el Departamento de Botinica de la Facultad de Farmacia de
Madrid (MAF). La lista completa de localidades se detalla en
el Anexo 1. En todos los casos han sido tomadas semillas maduras
v bien desarrolladas.

De cada taxon se eligieron 4 6 5 poblaciones, excepto de
F. paradoxa y F. fontanesii, de las que sblo se estudi6é una, debido
a lo restringido de su 4rea de dispersion y la escasez del material
disponible.

De un nimero minimo de veinte semillas por poblacién han
sido medidos, los dos ejes mayores, calculandose posterior-
mente los valores medios, rangos de variacién y desviacién tipica
de las medias (Tabla I). Con estos datos se confeccionaron los
test de Simpson y Roe (PLuvymM & Hieux, 1977) de los valores
obtenidos (Fig. 1). Dichas medidas fueron tomadas con micros-
copio esteroscépico a 40 aumentos.

El estudio de la ornamentacién de las semillas se efectud
con un microscopio electrénico de barrido Jeol JSM 25S. Fue
realizado sobre semillas al natural, para observar la ornamentacién
de la envuelta externa; y sobre semillas previamente hidratadas
y sometidas a un bafio de SO,H, concentrado durante 3-5 minutos,
para eliminar la envuelta externa y poder apreciar la ornamen-
tacion de la capa interna. En ambos casos fueron depositadas
en los portaobjetos y recubiertas con oro-paladio durante cuatro
minutos en un Ion-Sputer Jeol JFC-1100. Las fotografias se reali-
zaron sobre pelicula Agfapan-100 Professional 6 X 7.

La anatomia de la testa fue estudiada tras la realizacién de
cortes con un microtomo de congelaciéon Reichert. Para evitar
la rapida hidratacién de la cubierta externa, las semillas
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242 J. Giiemes & I. Mateu

fueron previamente fijadas con vapores de glutaraldehido 25 %
durante 24 h.

Los cortes se tifieron con floroglucina, lugol y sudan III
(LANGERON, 1949), tinciones especificas de celulosa, almidén y
lipidos, respectivamente, a fin de identificar la naturaleza quimica
de los componentes de la testa.

Por 1ltimo el estudio de la forma y disposicion de los embriones
fue realizado tras cortar longitudinalmente las semillas y observar
los cortes con lupa binocular Nikon, realizindose los dibujos con
camara clara.

La terminologia empleada en las descripciones ha sido la
propuesta por Esau (1966), para la estructura de la testa, y
STEARN (1985) para la morfologia y ornamentacién.

Para determinar el niimero de semillas formado en cada
caipsula se observaron en el campo diversas poblaciones de cada
taxon, efectudndose recuentos de los frutos ya formados pero
atn cerrados.

RESULTADOS
Anatomia

Tras el estudio realizado hemos podido observar que la
estructura anatémica de la testa es semejante en todos los tixones
de Fumana. Las diversas tinciones efectuadas nos han permitido
ademés identificar algunos componentes de la pared seminal. Es
posible diferenciar en ella tres capas:

— Capa epidérmica, la mas externa, formada por tubérculos
que componen la ornamentacién de las semillas. En ella se dis-
tingue una fina cuticula externa, debajo de la que se disponen
granos de almidén que se tifien intensamente con lugol (Lam. I, 2).
Esta capa se hidrata con gran facilidad formando una envuelta
de consistencia mucilaginosa y color blanquecino, que no se tifie
con ninguno de los colorantes utilizados, dificil de desprender
incluso tras someter la semilla a ebullicion prolongada. En los
cortes hidratados no se aprecian granos de almidon y, sin embargo,
si una estructura espiralada que se alarga separandose de la
superficie seminal (Laim. I, 3).

— Capa malpighiana, en posicién intermedia, formada por
macroesclereidas con paredes gruesas y lignificadas, que se tifien
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Estudio de las semillas del género Fumana (Dunal) Spach 243

intensamente con floroglucina. En general hemos podido observar
la aparicion de una banda o linea licida en la zona externa de
esta capa (Lam. I, 1). Bsta no se tifie con ninguno de los colo-
rantes utilizados, por lo que desconocemos su naturaleza aunque
podria ser, segiin ScorT & al. (1962) una zona de mayor refri-
gencia debido a la distinta orientacién de las microfibrillas.

— Capa pigmentaria, constituida por una fila de células apla-
nadas (Lam. I, 1) que se tifie intensamente con floroglucina. Esta
capa marca el limite entre testa y endospermo.

Morfologia, ornamentaciéon y miimero

Los caracteres relativos a la morfologia y ornamentacién
externas de las semillas, asi como a la forma y disposicion del
embrién, permiten definir dos tipos que describiremos por
separado.

— Tipo F. ericoides

Lo presentan F. ericoides s. 1., F. scoparia, F. procumbens,
F. paradoxa y F. fontanesii.

Las semillas son siempre dimérficas, generalmente en niimero
de tres por léculo, nueve por capsula (Fig. 2) con forma subtri-
gona, ovalada o aplanada y aristas redondeadas (Lam. II, 2).
Siendo distintas entresi segiin su disposicion en la capsula (Fig. 2).

El color varia de marrén oscuro a negro en todos los taxones.

En las semillas al natural, la superficie aparece finamente
tuberculada. Los tubérculos son cortos y generalmente aplanados
en el apice (Lam. II, 4), y se distribuyen de forma homogénea
por toda la superficie seminal, manteniendo en toda ella la misma
forma y tamafio (Lam. II, 6).

En las semillas sometidas a tratamiento con SO,H. es posible
apreciar la superficie formada por células de forma estrellada.
Las macroesclereidas son semejantes en toda la superficie con
los brazos gruesos y cortos, con extremo obtuso y perforacién
terminal (Lam. II, 8).

El embrién adopta constantemente una forma diversamente
circinada, pudiendo presentarse més o menos enrollado (Fig. 2).

Los valores métricos de cada poblacién se recogen, en la
Tabla I. Estos oscilan entre 2 y 3.5mm para la longitud y
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246 J. Giiemes & I. Mateu

entre 1.5 y 2.1 mm para la anchura. Es posible apreciar cierta
diferencia en las medidas de distintos taxones (Fig. 1).

El niimero de semillas presentes en cada cipsula oscila entre
6 y 12, aunque estos valores son raros y en la casi totalidad de
los casos pueden contarse 9 semillas.

— Tipo F. laevipes

Lo presentan F. laevipes, F. hispidula y F. thymifolia s. 1.

Las semillas son siempre isomoérficas, en nimero de dos por
l6culo, seis por capsula (Fig. 2) de forma constantemente trigona
y aristas acusadas (Lam. II, 1). Al presentar todas la misma
disposicién respecto al eje de la capsula, son todas morfolégica-
mente semejantes (Fig. 2).

El color es negro en F. laevipes; y marrén en F. thymifolia
s. . y F. hispidula.

La superficie es reticulo-tuberculada en las semillas no tra-
tadas (Lam. II, 1). Los tubérculos son redondeados y obtusos
(Lam. II, 3). Su distribucién sobre la superficie seminal no es
uniforme, apareciendo mis largos en las depresiones de los reti-
culos; y menos desarrollados e incluso inexistentes en los muros
que los separan (Lam. II, 5).

En las semillas sometidas a la accién del SO.H., aparece la
superficie estrellada. Las macroesclereidas presentan los brazos
delgados y largos, con los extremos agudos, y una perforacién
terminal. Las células de esta capa también de dos tipos segiln
su disposicién, las del fondo del reticulo presentan los brazos
cortos, mientras que las que se disponen en los muros los tienen
considerablemente mas largos (Lam. II, 7).

La forma del embrién es constantemente hamulosa en todos
los taxones (Fig. 2).

En la Tabla I se recogen los valores de las semillas en cada
poblacién. Estos oscilan entre 1.6 y 2.5 mm para la longitud y
11 y 1.8 mm para la anchura. Los valores presentan variaciones
entre tixones distintos (Fig. 1).

El nimero de semillas por capsula es constantemente 6 en
todos los recuentos efectuados.
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DISCUSION

La estructura anatomica de la testa es semejante en todos
los tidxones estudiados y se corresponde con el modelo descrito
para la familia Cistaceae por SPACH (1836a: 267; RocHE, 1906:
32) y el género Halimium por JIMENEZ ALBARRAN (1985: 69).
También se confirma la presencia de grianulos de almiddn en la
epidermis seminal, caracter que presentan también la mayoria
de las Cisticeas (MARTIN & GUINEA, 1948: 57).

La morfologia, ornamentacion y forma del embrién apoyan
la clisica divisién del género en dos unidades infragenéricas,
secciones (WILLKOMM, 1856: 158 y 163) o subgéneros (JANCHEN,
1920: 8). El subgénero Fumana (sect. Eufumana Willk.) presenta
semillas dimérficas, subtrigonas, fina y homogeneamente tuber-
culadas y embrion diversamente circinado. Por su parte el
subgénero Fumanopsis (Pomel) Janchen (sect. Helianthemoides
Willk.) se caracteriza por tener semillas isomérficas, trigonas,
reticulo-tuberculadas, con tubérculos heteromérficos, y embrién
hamuloso.

Aunque tradicionalmente el niimero de semillas producidas
en cada capsula ha sido utilizado también para la diferenciacion
de las unidades infragenéricas, atribuyéndose doce semillas a las
especies del subgénero Fumana y seis a las de Fumanopsis
(WiLLKOMM, loc. cif.; JANCHEN, 1925: 311; GuINEA, 1954: 162),
el valor de este caracter ha de ser reconsiderado. No hemos podido
observar, salvo esporadicamente, doce semillas en los frutos de
los tixones del subgénero Fumana, siendo casi constantemente
menor el niimero como ya indicaron (Lainz (1964: 21) y CooDE
& Davis (1964: 33), con frecuencia nueve, pero pudiendo oscilar
de seis a doce. Ademas en el subgénero Fumanopsis, aunque en
los taxones estudiados han aparecido constantemente seis semillas
en cada cépsula, se incluyen también téxones que sélo presentan
tres semillas, tales como F. aciphylla Boiss., F. oligosperma Boiss.
& Kotschy y F. trisperma Hub.-Mor. & Reese (CoOoDE & DAVIS,
loc. cit.).

Asi pues, hemos podido comprobar que los caracteres semi-
nales (nimero de semillas por cipsula y forma del embrién) atri-
buidos a F. paradoxa por su autor (HEYwooD, 1954: 174), y que
sirvieron para cuestionar la existencia de los subgéneros (GUINEA,
op. cit.: 161; HEYwWooD, op. cit.; 176), entran dentro de la varia-
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bilidad de estos caracteres en otros tixones del subgénero Fumana,
por lo que coincidimos con CoobeE & DAvis (loc. cit.) en no con-
siderar rota la divisién infragenérica de Fumana por el hallazgo
de F. paradoxa.

Por ultimo el tamafio se ha mostrado bastante homogeneo
entre los tixones de un mismo subgénero (Fig. 1). En Fumanopsis
cabe destacar el tamafio significativamente mayor de las semillas
de F. hispidula respecto a las de F. thymifolia s. 1., ya observado
por MOLERO & RoOVIRA (1987: 507), confirmandose la separacion
taxonémica de estas dos especies habitualmente agrupadas. Por
su parte en el subgénero Fumana destaca el tamafio de las semillas
de F. procumbens y F. fontanesii, con valores significativamente
mayores que los de otros tixones.

CONCLUSIONES

Se han observado dos tipos fundamentales de semillas, defi-
nidas por los caracteres morfologicos, la ornamentacién y la
forma del embrién. La estructura anatémica de la testa es seme-
jante en ambos tipos.

La agrupacién de las especies, que resulta de la consideracién
de los caracteres de forma y ornamentacién de las semillas, asi
como disposicion del embrién en las mismas, se corresponde con
la clasica division del género en dos unidades infragenéricas.

Es muy raro encontrar doce semillas en las cipsulas de las
especies del subgénero Fumana, siendo habitualmente nueve el
niumero de ellas presentes.

El tamafio resulta un buen caracter para la diseriminacion
de F. thymifolia subsp. laevis y F. hispidula, tixones morfologi-
camente muy semejantes. También permite la discriminacién de
F. ericoides subsp. montana y F. procumbens, tixones en ocasiones
confundidos.

No hemos encontrado caracteres en las semillas que permitan
la diseriminacién de otros tdxones préximos.
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ANEXO 1— Material estudiado

F. ericoides (Cav.) Gandoger in Magnier subsp. ericoides

ALICANTE: 8° de Sancho, 5-V-1933. M. Martinez. MA 81661; ALMERTA:
Huercal, 9-V-1933. H. Villar. MA 158435; Sorbas, 28-I-1960. MAF B8731;
MURCIA: S* de Cartagena, 28-1-1942. C. Vicioso. MA 81659; VALENCIA:
Torrente, 22-V-1847. C. Vicioso. MA 81669,

F. ericoides (Cav.) Gandoger in Magnier subsp. montana (Pomel)
J. Giiemes & Mufioz Garmendia |

BARCELONA: Tibidabo, Junio 1910. Sennen. MA 81682; CASTELLON:
Lucena del Cid, 11-VI-1933. H. Villar. MA 159440; CUENCA: Las Cabrejas,
10-VII-1869. Rivas Goday. MAF 80877; MURCIA: 8* de Espufia, 28-VI-1947.
C. Vicioso. MA 81582; VALENCIA: Alfarp-Catadau, 19-VIII-1972. D. Sénchez-
Mata. MAF 103837.

F. scoparia Pomel

ALBACETE: Caudete, 30-V-1984. G. Mateo & R. Figuerola. VAB 84606;
ALICANTE: Villena. A. Rigual. MA 368426; CASTELLON: Segorbe, Mayo
1936. C. Pau. MAF 8230; CUENCA: Contreras, 15-V-1975. G. Lépez. MA 322264.

F. paradoxa Heywood in Guinea

JAEN: 8* de Cagzorla, 7-VII-1988. J. Giiemes & M. B. Crespo, VAL 14846.

F. procumbens (Dunal) Gren. & Godron

ALICANTE: S* de Aitana, Junio 1979. Mansanet & Mateo, VAB;
CASTELLON: Barracas, 18-V-1885. G. Mateo. VAE 851525; CUENCA:
Talayuelas, Junio 1980. G. Mateo. VAB 820200; LEON: Mirantes de Luna,
11-VII-1974. M. Ladero. MAF 80575; MADRID: Pinto, 1-VI-1958. Rivas
Goday. MAF 22545.

F. fontanesii Clauson ex Pomel

MURCIA: 5* de Espufia, Alhama de Murcia, 15-II1-1988. J. Giiemes
& al. VAL 10835.

F. thymifolia (L.) Spach ex Webb subsp. thymifolia

ALICANTE: San Miguel de Salinas, 17-IV-1978. Amich, Rico & Sadnchez.
MA 221601; ALMERITA: Cuevas, 8-V-1933, H. Villar. MA 159455; CADIZ:
Pto. de Santa Maria, Abril 1961. J. Borja & H. Villar. MA 1598456; VALENCIA:
Dos Aguas, T-VI-1984. J. Giiemes. VAL 3699.
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F. thymifolia (L.) Spach ex Webb subsp. laevis (Cav.) J. Molero
& A. M. Rovira

ALICANTE: Jal6n, 22-V-1985. G. Mateo & R. Figuerola. VAB; Polop,
11-VII-1933. M. Martinez, MA 81841; VALENCIA: Barranc de Fontanars,
26-IV-1985, J. R. Nebot. VAB 852185; Jativa, 19-VI-1885. J. Gilemes. VAL 3005.

F. hispidula Loscos & Pardo ex Willk.

ALBACETE: Alborea, Octubre 1981. Mansanet, Currds & Mateo. VAB;
MURCIA: S* de Espufia, 8-VII-1929. Sennen & Gonzalo. MA 81838; VALEN-
CIA: Dehesa de la Albufera, 25-V-1946. C. Vicioso. MA 81823; Venta del Moro,
Octubre 1980. Mansanet & Mateo. VAB 80198; Domefio, 15-IV-1884, J. Giiemes.
VAL 3069.

F. laevipes (L.) Spach

ALMERIA: Aguadulce, Abril 1957. Losa. MAF 88733; S* Ohanes, 16-IV-
81615: MURCIA: Cabo de Palos, 20-II1-1970. Rivas Goday & Ladero.
MAF 75305.

PORTUGAL: Quarteira, 23-IV-1968. J. Borja. MAF 76884,



LAMINAS
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LAMINA I

1.— F. procumbens: A. — Capa epidérmica; B.— Linea lucida;
C. — Capa malphighiana; D.— Capa pigmentaria (X 500).

2. — F. hispidula: Grianulos de almidén (X 600).

3. — F. thymifolia: Capa epidérmica hidratada (> 300).






LiMm. II




LAMINA IT

1. — F. hispidula: vista general de la semilla.

2. — F. scoparia: idem.

3. — F. thymifolia: detalle de los tubérculos superficiales.
4. — F. ericoides: idem.

5. — F. laevipes: detalle de la ornamentacién externa.
6. — F. procumbens: idem.

7. —F. laevipes: detalle de las astrosclereidas.

8. — F. ericoides; idem.

La escala que acompafia a las figuras corresponde a 1 mm
en 1y 2, a00lmmen3 4 Ty 8 vyaOlmmen 5y 6.

[2ss]






Bol. Soc. Brot., Sér. 2, 63: 257-273 (1990).

ULTRASTRUCTURE
AND DEVELOPMENT OF POLLEN WALL
IN CUCURBITA POLYMORPHA DUCH.

ARLETE SANTOS & R. SALEMA
Experimentsl Cytology Centre and Institute of Botany
University of Porto — Partugal

Recebido em 12-IV-1990.

SUMMARY

The development of pollen wall in Cucurbita polymorpha Duch. was
initiated during the tetrad stage by the deposition of a fibrous primexine
between callose wall and plasmalemma. Electron dense material of sporo-
polleninic nature was depcsited within primexine, constituting the probacula,
which became held together at their bases by a basal layer or nexine 1, except
at apertural areas where this layer was interrupted. Sporopollenin deposition
was associated with lamellae of unit membrane dimensions. After release
of the tetrads, the microspores rounded up and enlarged. At this time, a
granular sporopolleninic layer (nexine 2) was laid dewn outside the plas-
malemma and osmiophilic granules could be seen at this layer and within
cytoplasm near plasma membrane. Wall ontogeny was completed by the
deposition of intine; the participation of dictyosomes derived wvesicles in
intine formation is proposed. At maturity, wall layers increased in thickness
and complexity. Probacula have also evolved to spines of different size and
shape, constituting the sexine layer.

INTRODUCTION

HE wall of pollen grains of flowering plants is one of the most

complex and elaborate among plant cell walls.

Pollen grains of Cucurbita polymorpha display interesting
characteristics. They are spheroidal in shape, with a diameter of
150-170 pm. The wall is composed of two fundamental layers:
the cellulosic intine covered by an elaborate exine. This sporo-
polleninic layer consists of two different stracta: a continuous

[2s7]
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and homogeneous nexine outside the cytoplasm and over it a
spined sexine (SANTOS et al., 1984: SANTOS & SALEMA, 1989).

Numerous investigations, both at light as well as at electron
microscope levels, concerning the various features of pollen wall
ontogeny have been reported. In spite of some divergences in
interpretation, it has been conclusively established that the initia-
tion and the patterning of pollen wall takes place when the young
microspores are contained within the tetrad (HESLOP-HARRISON,
1968a, 19Tla,b; Gopwin, 1968; DickinsoN, 1976; SHELDON &
DickiNsoN, 1983; DICKINSON & SHELDON, 1986).

In Cucurbita polymorpha anthers, pollen wall formation also
begins at the tetrad stage. This study reports on pollen wall
ontogeny of this Cucurbitaceae species. To further corroborate
and clarify pollen wall development, ultrastructural study has
been approached by histochemical methods (SANTOS & SALEMA,
1988) which provided new data and deeper insight into the subject.

MATERIAL AND METHODS

Anthers of Cucurbita polymorpha Duch. at various deve-
lopmental stages were processed for transmission electron micros-
copy as described elsewhere (SANTOS et al., 1979). Fixation in
2.5 % glutaraldehyde in phosphate buffer pH 7.2, was followed
by post-fixation in 19 osmium tetroxide in the same buffer. :
After rinsing, the materials were dehydrated in an acetone series |
and embedded in Epon 812. Ultrathin sections routinely made :
with a LKB Ultrotome III and collected on uncoated grids, were
stained with uranyl acetate followed by lead citrate and observed
in a Siemens Elmiskop IA electron microscope.

RESULTS

During meiosis, pollen mother cells of Cucurbita polymorpha
became progressively surrounded by a thick callose wall that at
the end of this process of nuclear division also surrounded the
four microspores.

At this developmental stage began the deposition of the
pollen grain wall, laid down between plasmalemma and callose
wall. The early development of sporoderm was defined by the
apposition of endoplasmic reticulum, just beneath the plasmalemma
(Pl. I, fig. 1). Soon after, the plasmalemma became convoluted



and detached from the callose wall, a process which was less
pronounced at the places of endoplasmic reticulum apposition
(PL I, fig. 2). At the same time that fibrillar primexine appeared
(Pl. I, fig. 3), numerous small vesicles, containing somewhat
electron dense material similar to those associated with the large
number of dictyosomes, spread out through the cytoplasm (Pl I,
fig. 4). It was possible to observe some of them located outside
the plasmalemma, in contact with primexine (Pl I, fig. 5).

The first elements of sporopolleninic nature with rod like
aspect were deposited within the primexine, extending from the
plasmalemma out to the callose wall (Pl II, fig. 1). At this stage
it was already possible to distinguish two types of probacula,
that will become the spines of the exine.

At the late tetrad stage, flattened protusions of the plas-
malemma could be distinguished (Pl II, fig. 2) and electron dense
material, similar to that of the probacula, was laid down at the
plasma membrane site (Pl. II, fig. 3). The formation of this
lamellae, white lines or tapes has been initially deseribed by
ROWLEY & SOUTHWORTH (1967) and by DickiNsoN & HESLOP-
-HARRISON (1968) and represents the sites where sporopollenin
precursors condense and polymerise. The deposition of this dense
material at the plasmalemma initiated the deposition of the basal
layer (nexine 1) that holded together the bases of the probacula
and originated a new continuous layer around microspores.

At certain places it was observed pronounced outpocketings
of the plasmalemma which presaged the future apertures of the
pollen wall (Pl II, fig. 4). Curiously enough primexine also
appeared at this region; nexine 1 was interrupted at this place
but bacula similar to those found in non-apertural regions were
also present here.

After dissolution of callose wall, the microspores rounded
up and enlarged. Nexine 1 greatly thickened and a new sporo-
polleninic layer (nexine 2) was deposited between plasmalemma
and nexine 1 (PL III, fig. 1). At nexine 2, which filled the aperture
regions, numerous white lines were observed in continuity with
nexine 1 (Pl III, fig. 2). At a higher magnification (Pl. III, fig. 2,
inset) it could be seen that these lamellae were 100-400 nm long,
with a central area of low electron density (5-8 nm thick)
surrounded by two electron dense areas (15-30 nm thick).
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During this stage of sporoderm thickening, osmiophilic gra-
nules exhibiting an electron density similar to sporopollenin, were
deposited throughout nexine 2 and between plasmalemma and
nexine 2 and also within the cytoplasm near plasma membrane
(Pl. I, figs. 3, 4).

Intine deposition followed (Pl IV, fig. 1). Extensive pene-
tration of the intine by tubular evaginations of the plasmalemma
was evident, particularly in the thickened intine associated with
apertures (Pl. IV, fig. 2). Dictyosomes were very active during
intine formation and vesicles derived from them could be seen
near the cell surface probably fusing with plasma membrane
(PL. IV, fig. 1). |

At maturity (Pl. IV, fig. 3), the spines have also evolved. q'
They displayed two very distinet types, differing in shape but {
more distinetly in size. The larger, less numerous, had a conical
shape and were surrounded by others, more numerous, rod like with
rounded tip. They constituted the sexine covering nexine layers. .

DISCUSSION

As in other Angiosperms, pollen wall formation in Cucurbita
polymorpha results from the important contribution of both
gametophytic and sporophytic cells of the anther during micros-
porogenesis.

The development of sporoderm is initiated when the four
microspores, resulting from the meiotie division of pollen mother
cells, are still surrounded by the special callose wall. It has been
suggested that pollen wall is not initiated before callose deposition
and that it represents the pattern for exine (GopwiN, 1968;
EcHLIN & GopwiIN, 1968; WATERKEYN & BIENFAIT, 1968, 1970).
This relationship has also been described for other Gymnosper-
mae (WILLEMSE, 1971) and Angiospermae (MEPHAM & LANE, 1970;
MePHAM, 1970; HORNER & LERSTERN, 1971; WILLEMSE, 1972;
DUNBAR, 1973a). In Pergularia daemia (VIJAYARAGHAVAN &
SHUKLA, 1977) rudimentary exine has been atributed to the
absence of callose wall although at Heliconia (STONE et al., 1979)
it was described a poor development of exine but the special
callose wall is proeminent. !

In Cucurbita, pollen wall is initiated in the tetrad stage but
before the deposition of primexine, elements of rough endoplasmic
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reticulum have been adpressed to the plasma membrane, situation
which has been related to the initiation of pore placement (HESLOP-
-HARRISON, 1963; SKVARLA & LARSON, 1966; EcHLIN & GODWIN,
1968; GopwiN, 1968; DICKINSON, 1970; CHRISTENSEN & HORNER,
1974; HorNER & PEARrsON, 1978; Naeri, 1979; RoDRIGUEZ-GARCIA
et al., 1982; EL-GHAZALY & JENSEN, 1986b). There is evidence
that the apposition of endoplasmic reticulum cisternae to the
plasma membrane blocks the secretion of the primexine matrix
in those special areas. However, in Cucurbita polymorpha, this
layer is continuous over the grain, situation also observed at
Nelumbo nucifera Gaertner (FLYNN & RowLEY, 1971), Campanula
rapunculoides (DUNBAR, 1973b), Ulmus (ROWLEY & ROWLEY,
1986) and Poinciana (SKVARLA & ROWLEY, 1987). Surprisingly,
at Epilobium angustifolium (RowLEY, 1975 1976) primexine was
thicker at aperture regions, but at Ipomoea (Gopwin et al., 1967)
and Triticum aestivum (EL-GHAZALY & JENSEN, 1986b) was
thinner than on the rest of the microspore surface.

In Cucurbita polymorpha as in other species (ECHLIN &
GopwIN, 1969; WiLLEMSE, 1971; ROLAND-HEYDACKER, 1979;
AUDRAN, 1981) dictyosomes have been involved in the deposition
of the cellulosic material of the primexine, where the first sporo-
polleninic elements are laid down.

Histochemical tests performed during pollen wall ontogeny
(SaNTOS & SALEMA, 1988) revealed that neutral polysaccharides
have been detected at the plasma membrane and the primexine
but not found at callose and probacula which incidently stain
positively for acidic polysaccharides. These results are in good
agreement with those reported at Soja hispida Moench. by MADJD
& ROLAND-HEYDACKER (1987). Similar histochemical results in
Triticum aestivum (EL-GHAZALY & JENSEN, 1987), showed that
stainability of the callose wall is not homogeneous refering that
it stains for both acidic and neutral polysaccharides.

In this Cucurbitaceae species it was not possible to relate
the formation of sporopolleninic probacula with any cytoplasmie
organelles but the deposition of nexine 1 occurs on flattened
vesicles, originated by the plasmalemma. The formation of these
lamella also referred as «tapes» or «white lines» has been con-
sidered a ubiquitous form of sporopollenin deposition, in Angios-
perms and Gymnosperms and also in Algae, Briophyta and Pte-
ridophyta spores. Their origin has been atributed to various
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cytoplasmic organelles but in some, plasmalemma has been referred
(RoHR, 1977; EL-GHAzZALY, 1982; GuEDks, 1982; EL-GHAZALY &
JENSEN, 1986a).

After the dissolution of callose wall, it was observed a large
increase of sexine and nexine 1 and the deposition, between plas-
malemma and nexine 1, of a new layer — nexine 2. This ontogenic
process takes place around the spore cytoplasm, at apertural and
non-apertural regions, and it was possible that exine components
undergo chemical modifications as suggested by the changes of
stainning characteristics (SANTOS & SALEMA, 1988).

Finally, before the onset of pollen mitosis, intine development
begins as a cellulosic layer surrounding the haploid cell. The
participation of wvesicles derived from dietyosomes in intine
formation has been observed here and is a known process in
other species (EcHLIN & GopwiN, 1969; MEPHAM & LANE, 1970;
DuNnBAR, 1973a; HesLop-HARRiSON, 1968b, 1975; RoLanD-HEY-
DACKER, 1979; STONE et al., 1979; WILLEMSE & REZNICKOVA, 1980;
SANGWAN & CAMEFORT, 1982). It is worth to mention the protein
nature of the intine revealed by histochemical methods (SANTOS
& SALEMA, 1988). Indeed, it is well documented the presence of
various proteins in this wall layer, namely enzymes responsible
for poilen germination and stigma penetration (KNox & HESLOP-
-HARRISON, 1969, 1970, 1971; KNox et al., 1975; HESLOP-HARRISON
el al., 1973; ViTHANAGE & KNox, 1976, 1979, 1980; NAKAMURA,
1979; HeESLOP-HARRISON & HEesLoP-HARRISON, 1980).

The results obtained during pollen wall ontogeny in Cucurbita
polymorpha point that primexine produced by the microspore
cytoplasm determines the pattern to the sexine (spines) as well
as to the initial deposition of nexine 1 as they are laid down
during tetrad period, assuming that callose wall is impermeable
to sporopollenin precursors derived from tapetum. Sporopollenin
accumulation associated with the growth of these layers, after
microspore release, may be predominantly a process of incorpo-
ration of precursors from tapetal cells. Sporophytic cells may
also participate in the formation of nexine 2 but the presence of
osmiophilic granules, with similar sporopollenin electron density,
at microspore cytoplasm and over plasma membrane also suggest
the contribution of haploid microspore to the formation of this
wall layer.
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It is very reasonable to admit the concorrrent work- of both
gametophytic and sporophytic generations in the formation of
pollen wall, situation already proposed for both Angiospermae
and Gymnospermae anthers (HesLoP-HARRISON & DICKINSON, 1969;
DicKINSON & BELL, 1972; DICKINSON, 1976; ROHR, 1977; CERCEAU-
-LARRIVAL et al., 1980-1981; HIDEUX & ABADIE, 1980-1981). This
relationship between the tapetum and the pollen grains has been
confirmed by the results obtained from various studies concer-
ning tapetum disfunctioning caused by genetic, parasitic, chemical
and physical factors as reviewed by ALBERTINI et al., 1987.

Nevertheless, the interactions between sporophytic and game-
tophytic cells need to be deeply researched. Although some recent
works points to the presence of phenolic compounds at sporo-
pollenin (HERMINGHAUS et al., 1987; SCHULZE OSTHOFF & WIER-
MANN, 1987; RITTSCHER & WIERMANN, 1988) it is widely accepted
that this biopolymer derives from carotenoids and carotenoid
esters (BROOKS & SHAw, 1968, 1977, 1978). In this context, it
is relevant the utilization of radioactive precursors for sporo-
pollenin carotenoids. It would be also useful the isolaton of tapetal
cells as well as the in vitro anther culture, to study metabolic
pathways of sporopollenin synthesis during pollen embryogenesis.
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PLATE I

1. — Portion of young microspore tetrad enveloped by callgse
wall (C). Endoplasmic reticulum cisternae (ER) was closely
associated with plasma membrane (PL). X 18,000.

. 2. — Plasma membrane appeared slightly wavy in profile, deta-
ched from callose wall (C) except in areas of endoplasmic
reticulum apposition (arrow). X 25,000.

. 3. — Developing primexine (PR) between callose wall (C) and

plasmalemma (PL). > 22800.

. 4. — During primexine deposition, dictyosomes derived vesicles
(arrow), with electron dense material, spread out through

the cytoplasm. X 18,000.

. 5. — Dictyoscme derived vesicles (arrowhead) were also obser-
ved outside the plasmalemma, in contact with primexine
(PR), similar to onez observed in cytoplasm (arrow).

» 21,000.
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PLATE II

Fig. 1, — Aspect of the first elements of sporopolienin — probacula
(arrow) deposited at primexine (PR). Note two types of
probacula, differing in shape and size. C-callose wall
* 16,800.

Fig. 2. — At certain places, plasmalemma displayed flattened pro-
trusions (arrow). X 34,200.

Fig. 3. — Electron dense material was laid down at the plasma-
lemma, forming a continuous layer or nexine 1 (NE,).
* 19,000.

Fig. 4. — Aspect of an incipient apertural region of the pollen wall.
Note the interruption of nexine 1 (arrow) and the presence
of primexine (PR) and probacula (arrowhead). X 7,200.
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PLATE III

1. — Aspect of pollen wall at free microspore stage. A new
sporopollenin layer — nexine 2 (NE,) was deposited above
nexine 1 (NE,). X 15,000.

2, — At apertural regions, nexine 2 (NE.) which filled the pore,
showed distinct white lines with little sporopollenin depo-
sition. Note the interruption of nexine 1 (NE,). Inset —
Higher magnification of white lines. X 4,800. Inset —
x 28,200.

3. — Osmiophilic granules (arrow) deposited at nexine 2 (NE.)
and between this layer and plasmalemma (PL). X 21,000.

4. — Adjacent to plasmalemma and within the cytoplasm osmio-
philic granules (arrow) could be seen. X 29,000.
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PLATE III




PLATE IV




PLATE IV

Fig. 1. — Intine (I) was laid down between nexine 2 (NE.) and plas-
malemma (PL). Dictyosomes (D) and associated vesicles
were seen near the cell surface and in contact with plas-
malemma (PL). X 20,000.

Fig. 2. — Thickened intine (I) associated with pores and penetrated
by evaginations of plasmalemma (arrowhead). X 10,800.

Fig. 3. — Final aspect of pollen grain wall. It comprised intine (I),
nexine 2 (NE.), nexine 1 (NE,) and spines of two different
dimensions, larger (arrow) and smaller (arrowhead), deri-
ved from development of probacula and constituting the
sexine layer, X 5,600.
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RESUMEN

Se presenta el estudio realizado sobre varias poblaciones naturales
de Sarxifraga granulata L. en el NW Ibérico. Se ha constatado que existen
dos citotipos: uno con n =11 y otro con n=22, 24 26 y 28 (con predo-
minio de n = 22). Se realizé un cluster anélisis de casos (331) y otro de
analisis de variables (16). Tienen valor diagnéstico los siguientes caracteres:
nimero de cromosomas, tipo de inflorescencia, nimero de flores y namero
de hojas caulinares.

La morfologia de polen y semillas (a microscopia 6ptica y electrénica)
tamien resultaron tener valor diagnéstico, asi como, la epldermis foliar,
los tricomas.

Se describe una nueva subespecie: Saxifraga granulata L. subsp. fer-
nandesii N. Redondo & M. Horjales.

Palabras clave: Saxifraga, taxonomia.

SUMMARY

The study of the Sawxifraga granulate L. from natural populations in
the Iberian N'W is presented. We have observed that there are two cytotypes:
the first one with n =11 and the other with n =22, 24, 26 and 28 (the
cytotype predominant was found n = 22). A cluster analysis of cases (331)
has been made and another of variables (16). The following characters have
diagnosis value: chromosome number, kind of inflorescence, number of flowers
and number of cauline leaves.

The pollen and seeds morphology (by light and scanning electron
microscopy) have turned out to have diagnosis value too, as well as the hairs
in the leaves.

A new subspecies is described: Sazxifraga granulata L. subsp. fernandesii
N. Redondo & M. Horjales.

Key words: Sazxifraga, taxonomy.
[2:]
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STA especie ha sido designada como la especie tipo de este

género, es la fnica especie conocida por los autores de los
S. XVII y principios del XVIII a la que se aplica correctamente
el nombre de Saxifraga (las otras especies a las que se referian
eran Sedum, Geum, Cotyledon...) Webb & Gornall (1988).

Posee una amplia distribucién: desde el N. de Europa, toda
Centroeuropa hasta el sur de Italia, Peninsula Ibérica, llegando
hasta el norte de Marruecos y Argelia.

8. granulata ha sido estudiada por numerosos autores: ENGLER
& IrRMSCHER (1916), HameL (1953), CONTANDRIOPOULOS (1962),
CoNoLLY (1972), LOovE & KJELLQuIiST (1974), WEBE (1963, 1965,
1987, 1988), FERGUSON & WEBB (1970), FAVARGER & al. (1979),
KiiprEr & RAIS (1983), STEVENS & RICHARDS (1985), GORNALL
(1986, 1987) ..., y todos coinciden en sefialar que se trata de una
especie muy polimorfa, presentando tambien una gran variacién
en los nimeros cromosémicos.

ENGLER & IrRMscHER (1916) dividen el taxon en cuatro
subespecies: subsp. eugranulata, con cuatro variedades); subsp.
hochstetteri; subsp. rusii y subsp. graeca.

WeBB & GORNALL (1987, 1988) hacen una revisién exhaustiva
del género, reajustando los rangos infragenéricos.

Segilin WEBB & GorNALL (1987, 1988), 8. granulata tiene en
la actualidad dos subespecies: subsp. granulata, que incluye tres
de las cuatro variedades de la subsp. eugranulata de Engler, con
dos variedades: var. granulata y var. glaucescens (Reuter) Engler
y la subespecie graniticola Webb (= subsp. eugranulata var. gra-
cilis Engler), las otras subespecies incluidas en S. granulatae L.
por ENGLER, tienen rango especifico.

- En cuanto a los nimeros cromosémicos, la mayor parte de
los recuentos son bastante antiguos (anteriores a 1950):
ScHURHOFF 1925: 2n = 32; MARSDEN-JONES & TuUrrmL (1928)
2n = 32; WHYTE (1930) n = 16-22, siendo mas frecuente n = 16
fen HAMEL 1953); SKOVSTED (1934) 2n = 46-60; PHILPr (1934)
2n = 48-49; TiscHLER (1934) 2n = 48-56; ScHOENNAGEL (1931)
2n = 56-60; JUueL (1907) 2n = 60 y HARMSEN (in LOVE & LOVE
1948) 2n = 52. Los nimeros posteriores a 1950 tambien son
divergentes, pero no tanto: LOvE & LOvE (1951 y 1956) 2n = 52;
Hawmern (1953) en 8. granulata subsp. granulata var. borealis,
2n=>52; SorsAa (1963) 2n=>52; CONTANDRIOPOULOS (1962) 2n=>52;
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LovE & KJieLLqQuisT (1974), sobre material de Jaén, 2n = 52
KiUpFEr & Rais (1983) n = 26, 2n = 52; FAVARGER, GALLARD
& KUPFER (1980) n = 15 en Marruecos; REDONDO & HORJALES
(1989), en el NW Ibérico, n = 11, 22, 24, 26 y 28, siendo maés
frecuentes n = 11 y n = 22.

De todos estos autores, s6lo HAMEL precisa la subespecie y
la variedad sobre la que realizé el recuento cromosdémico.

STEBBINS, en 1984, sefiala que el género Sawifraga es uno de
los més amplios y mas complejos géneros, caracteristicos de las
regiones artico-alpinas. En la actualidad, la distribueién de cito-
tipos en las numerosas especies que poseen diferente numem
de cromosomas esti pobremente conocida.

STEBBINS compara la distribucién del niimero de eromosomas
en las especies, teniendo en cuenta tres niveles: probablémente
diploide (12-22), diploide con respecto a sus méis préximos rela-
cionados, pero quizis de antigua derivacién poliploide (2n=24-28);
y mas probablemente poliploides de reciente derivacién 2n=30-112).
Establece: 1°) que con un incremento en el niimero de cromosomas,
la proporcién de especies que ocupa las regiones artico-alpinas
decrece a expensas de un incremento en la proporcién de especies
adaptadas a las regiones templadas. 2°) En cada uno de ‘los tres
niveles de nimero de cromosomas, las especies alpinas que no
se extienden en el artico constituyen la categoria mis pequefia.
Ello sugiere que el género pudo haber evolucionado primero a las
mas altas latitudes, y que tanto las especies templadas como las
que ocupan hébitats alpinos a mAs bajas latitudes son en su
mayor parte derivadas.

Considerando sélo los trabajos posteriores a 1950, 8. granulata
presenta los nfimeros: n = 11, 15, 22, 24 y 26; n = 26 seria el
nimero mas extendido (por casi toda Europa), n =15 se ha
encontrado sélo en el N. de Marruecos y n =11, 22 y 24 sélo
en el NW. Ibérico, lo que hace pensar que tal vez los recuentos
hayan sido realizados sobre materiales distintos. wan [

En las poblaciones del NW. Ibérico se han encontrado n = 11,
22, 24, 26 y 28. En un grupo de poblaciones aparecia de manera
constante n =11, en otro n =22, 24, 26 y 28 (el nimero no
s6lo variaba dentro de la poblacién, sino que estudiando individuo
a individuo tambien aparecia esta variacién, ineluso en la misma
antera, aunque siempre con claro predominio de n = 22). En
otras poblaciones aparecian conjuntamente n = 11 y n = 22, Estu=
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diando individuo a individuo se llegd a constatar una correspon-
dencia entre una serie de caracteres morfolégicos y el nivel
de ploidia.

Se hizo un analisis cluster en el que se estudiaron 15 variables
en 331 individuos pertenecientes a 30 poblaciones. Las variables
estudiadas fueron:

nh : nimero de hojas caulinares,

r : nimero de hojas caulinares reniformes,

¢l : nfimero de hojas caulinares de base cuneda, 5-9 fida,
¢2 : niimero de hojas caulinares de base cuneda, 3-5 fida,
¢3 : niimero de hojas caulinares de base cuneda, 1-3 fida,
nb : nimero de bricteas,

br : nimero de bracteas reniformes,

bl : nimero de bréicteas de base cuneda 5-9 fida,

b2 : nfimero de bricteas base cuneda 3-5 fida,

b3 : nlmero de bricteas 1-3 fida,

nf : nimero de flores,

co : inflorescencia basal,

sub : inflorescencia subterminal,

umb : inflorescencia terminal,

n : nimero de cromosomas.

Haciendo un anélisis cluster de variables, se observan las
correlaciones de caracteres formando dos grupos:

A: nh, el, ¢3, ¢2, umb, r
B: nb, bl, b3, br, co, nf, sub, n.

La menor correlacién corresponde a n. Teniendo en cuenta
que el niimero de cromosomas se obtenia a partir de células madres
del polen, los niimeros obtenidos corresponden en su mayor parte
a plantas jovenes en las que ain es dificil observar la morfologia
del escapo floral, y por otra parte el niimero de ejemplares en
los que se habia hecho este recuento era inferior al niimero de
individuos en los que se estudiaron el resto de caracteres (Graf. 2).

Se realizdé tambien un cluster analisis de casos, en el que
solamente incluyé 116 individuos, ya que en el resto faltaban
datos para alguna de las variables, fundamentalmente n. En el
cluster se observa un gran grupo central y homogéneo entre si,
con una distancia media entre casos de 3’272 que correspondia
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a individuos en los que n = 11 y otros dos grupos en los que
_la distancia estaba alrededor de 10 que correspondian a n = 22.
Segilin esto se podria decir que las poblaciones con n = 11 son .
bastante uniformes, mientras que las poblaciones con n = 22, 24,
26 son bastante variables (Graf. 1).
Se hicieron tablas bivariantes intentando establecer una
relacién entre el tipo de inflorescencia y el resto de caracteres.
Se obtuvieron los siguientes resultados:

Variakle co UMB

NH 0.850
1.576
120

R 0.397
0.491
116

C1 0.128
0.346
116

Cc2 0.103
0.306
116

C3 0.051
0.221
118

NF 15.000
777
123

co 1.000
0.000
123

SUB 0.000
0.000
123

0.000
123 .
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Se ha estudiado tambien otros caracteres a microscopia
oOptica y electronica (polen, semillas y epidermis), que no se
incluyeron en el cluster debido a que el nimero de individuos
estudiados era muy inferior, y no permitia comparar los resul-
tados desde el punto de vista estadistico.

En cuanto al polen (REDONDO y HORJALES, en prensa) no se
observaron variaciones de tamafio entre las poblaciones n = 11
¥y n = 22; aunque el tamafio de polen y estomas, tipicamente es
un buen caracter taxondémico, produciendose un incremento del
mismo en funcién del nivel de ploidia, RANDHAWA & BEAMISH,
1970 in Lewis, 1980, no encontraron diferencias efectivas en el
tamafio del polen entre las razas diploides y tetraploides de
Saxifraga ferruginea Graham.

Las poblaciones estudiadas al microscopio Gptico son: P-1:
Nogueiras-Carballino (n = 11); P-5: Peares (n=11) y P-39:
Castro-Dozén (n = 22,2426 y 28).

P-1: X, = 32'8(26-37); X. = 20'34(16-28); X = 1'62(1'4-2).
P-5: X, = 32'T(26-36); X, = 20'21(16-25); X . = 1'62(1'3-2'1).

En P-1 y P-5 la moda para X, esta en 1'7, los datos son
homogéneos (Graf. 3, 4, 5) y coinciden con los aportados sobre
materiales de Somport (Espafia) y Guarda (Portugal).

P-38: X, = 28'4(19-35); X, = 18'9(12-26); X, = 1'53(1'1-2'2).

Los datos son divergentes (Graf. 3, 4, 5), apareciendo en X,
dos modas: en 17 y 21 asi como en Xple: en 1'2 y 1'7.

Al microscopio electrénico se estudiaron las poblaciones:
P-60 y P-90 Castro-Dozén (n = 22, 24...), P-62 y P-86 Nogueiras-
-Carballino (n = 11) y P-63 Rubid (n = 11).

Ambos grupos de poblaciones presentan distinta ornamenta-
cién: P-86, P-62 y P-63 con n = 11, presentan caracteristicas que
coinciden con los datos aportados por FERGUSON & WEBB (1970) :
el polen presenta un tectum continuo, granular-espinuloso con
punteaduras. Las espinulas miden de 0'22 a 0’28 um de diadmetro
¥y las punteaduras de 005 a 0’1 um, mas o menos en la misma
proporcién que las espinulas.

En P-60 y P-90 con n = 22, el polen es granular, espinuloso- -

-verrucoso con espinulas de 0'3 a 0’5 um de didmetro y de 0'2
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Graf. 3. — Polen, didmetro polar.
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Graf. 4. — Polen, diAmetro ecuatorial
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S. granulata L.
P/E
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Graf. 5. — Polen, didmetro polar/didmetro ecuatorial.

a 0’4 de altura; las punteaduras son méis pequefias y estin en
menor proporcioén, siendo mis abundantes al acercarse al colpo.
Presenta ademés microgranulos de 005 a 0'15 pm.

En cuanto a las semillas se han estudiado las poblaciones
S-30 (Nogueiras-Carballino), S-86 Ribadavia) ambas con n = 11
vy S-90 (Castro-Dozén) con n = 22 .. tampoco aqui aparecen varia-
ciones de tamafio, pero si de ornamentacién, que no sélo es apre-
ciable al microscopio electrénico, sino tambien al 6ptico.

S-30 y S-86 presentan macropapilas redondeadas en el apice,
de 18-20 um de longitud y de 1'5-2 veces méas largas que anchas;
Micropapilas de 5-86 um, dispersas, situadas incluso sobre las macro-
papilas, v con secreciones epicuticulares por toda la semilla.

En S-90 las macropapilas, igual de ancho que de alto, miden
de 10 a 15 pum, presentan un apice de plano a umbilicado ¥
laterales estriados. Las micropapilas, de 5-8 um, nunca aparecen
sobre las macropapilas. No presentan secreciones epicuticulares.

La forma de las macropapilas es observable al microscopio
6ptico: S-1 (Rubia, n=11), S-21 (Ribadavia, n=11), S-4 (A Rfa),
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S-2 (Viana do Bolo), presentan al M. O. macropapilas con apice
redondeado, con longitud doble que la anchura y micropapilas,
en ocasiones, sobre las macropapilas. En S-5 (Ancares), S-6 (Monte
Faro-R/96, n = 22) y S-8 (Larouco-R/72, n = 22...) las macro-
papilas tienen la misma longitud que anchura, apice plano y
no se observaron micropapilas sobre las macropapilas, obser-
vandose en algunos casos las estrias de los laterales de las macro-
papilas, aunque éste caracter es dificil de apreciar al M. O.

Se ha estudiado tambien la epidermis de ambos grupos de
poblaciones: No se han observado diferencias entre ambas en
cuanto a los estomas, pero si en cuanto al tipo de tricomas, mien-
tras en las poblaciones con n = 22 (Monte Faro-R/96, Castro-
-Dozén) predominan los tricomas uniseriados eglandulares (més
del 90 %) sobre los uniseriados glandulares (menos del 10%);
en las poblaciones con n = 11 (Nogueiras-Carballifio, Ribadavia
y Monte Faro-R/57), hay un claro predominio de tricomas uni-
seriados glandulares (mas del 909) frente a los uniseriados
Resumiendo, ambos grupos de poblaciones se diferencian mor-
fologicamente por los siguientes caracteres:

n 22, 24, 26, 28 1

Inflorescencia
Nuamero de flores

N* hojas caulinares
Bréicteas

Tricomas

Unizeriado eglandular
Unigeriado eglandular
Polen édptico

Xp

Xe

Xp/e

Polen electrénico

Granulos
Microgranulos

Terminal, umbeliforme
(2)-4-5-(8)

3-4

Sin

Mas del 20 9
Menos del 10 %

(19)-28-(35)
(16)-20-(23)

2 maximos: en 1'2
¥y en 1'7

Granular espinuloso,
Verrucoso

01 a 04um
0'05 a 0,1 um

Panoja amplia, basal
(10 -25-(50)
Sin

Con

Menos del 10 %
Miéis del 90 %

(26)-35-37
(12)-17-21-(26)
1 méx.: en 1'675

Granular espinuloso

22 a 0’'28u¢m
Sin



286 N. Redondo & M, Horjales
n 72, 24. 76, 78 11
Punteaduras 0’05 a 0’1l wm, méas 0’1 a (15 u m uniforme-
abundantes en el colpo mente distribuidas, mas

0 menos en la misma
proporcién que las espi-
nulas

Semillas

Macropapilas 12 X 12 ym 18-20 X 10-12 ym

Apice macropapilas De plano umbilicado Redondeado

Laterales macropapilas  Estriados Lisos

Micropapilas 5 X 5-6 vm, nunca sobre 5 X 8.mdispersasincluso
lasmacropapilas sobre las macrapapilas
Secreciones Sin Abundante por toda la
epicuticulares semilla
Héhbitat En lugares expuestos En lugares protegidos,
sobre taludes o rocas
Floracidn A principios de prima- A principios de prima-

vera, pero entre 15 dias

vera

v un mes méis tarde

A la vista de estos resultados, creemos poder concluir que
nos encontramos ante dos entidades bioldgicas diferentes.

Consultado el tipo de Linneo, presenta las mismas caracte-
risticas morfolégicas que las poblaciones que presentan n = 11, el
nimero méas bajo del que tenemos noticia, por lo que pensamos
seria el diploide (pendiente todavia de efectuar la electroforesis
que resolveria la duda y corresponderia a la subespecie granulata,
mientras que las poblaciones con n = 22, 24, 26, 28, serian tetra-
ploides y corresponderian al nuevo taxon que proponemos 8. gra-
nulata L. subsp. fernandesii Redondo & Horjales que proponemos.

Asimismo, hemos consultado el tipo de 8. granulata L. subsp.
graniticola D. A. Webb y no parece que corresponda a este taxon
el material que ha sido dado como tal para Galicia.

Orense: prox. Barrio, suelos acidos, 5-IV-1977, C. Morla; de
Sobradelo a Casaio, 14-LV-1981, S. Ortiz, SANT 14062 que corres-
ponden a 8. granulata L. subsp. granulata y Orense: Carbadella,
refugio de Trevinea, 1750 m.s.m., 27-V-1983, S. Ortiz, SANT 16271
que corresponde a 8. granulata L. subsp. fernandesii N. Redondo
& M. Horjales.




Saxifraga granulata L. en el NW [bérico 287

Saxifraga granulata L. subsp. granulata

Foliis lobatis, caule erecto. Saxifraga foliis caulinis renifor-
mibus, caule ramoso, radice granulata. Tricomae copiosae, equibus
generatim, plus quam 90 9% sunt uniseriatae glandulares et minus
quam 107, uniseriatae eglandulares.

Pollen granulatum spinulosum habet granulos a 0,22 ad
0,28 ym, sine microgranulis et“cum poris a 0,1 ad 0,15 um, uni-
formiter distributis, pari modo, plus minusve, ad spinulae.
Semina ferunt micropapillis rectangularibus (longitudine
duplici quam latitudine), apice globato et lateribus politis, miero-
papillis dispersis etiam super macropapillas, et copiosis secretio-
nibus epicuticularibus.

n =11.

Habitat: in locis apricis, super declivia vel saxa.

Floritio: primo vere.

Hojas lobadas, tallo erecto. Saxifraga con hojas caulinares
reniformes, tallo ramoso, raiz granulosa. Tricomas abundantes,
com predominio de tricomas uniseriados glandulares (méas del
90 %) sobre los uniseriados eglandulares (menos del 109).
Inflorescencia formando una panoja amplia, basal con (10)-
-25-(50) flores.

Polen granular espinuloso con granulos de 0,22 a 0,28 ym,
sin microgrianulos y con punteaduras de 0,1 a 0,15 um, unifor-
memente distribuidos, mas o menos igual que las espinulas.
Semillas con macropapilas rectangulares (doble largo que
ancho) con apice redondeado y laterales lisos, con micropapilas
dispersas, incluso sobre las macropapilas y abundantes secreciones
epicuticulares. ;

n = 11.

Habitat: en lugares protegidos, sobre taludes o rocas.
Floracién: a principios de primavera.

Saxifraga granulata L. subsp. fernandesii Redondo & Horjales
subsp. nova

Holotypus Pontevedra: Castro-Dozdn, 29TNHS1, 1-IV-1981,
800 m.s.m., en prados, Redondo & Horjales. In MA,
Isotypus in SANT y COL
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Caule erecto, simplici. Foliis basilaribus lobatis-reniformis.

Foliis caularibus n° 3-4, a reniformibus ad 3-5 fida. Tricomae
unius seriei eglandulares sunt plus quam 90 7, dum glandulares
minus quam 10 %.

Inflorescentia eius terminalis est umbelliformis, paucis flo-
ribus (2)-3-5-(8).

Pollen granulare spinuloso-verrucosum habet granulos a 0,2
ad 0,4 um et podis a 0,5 ad 0,1 pm abundantiores in colpo, tamen
semper minore numero quam granula.

Semina ferunt macropapillis quadrangularis (aequali latitu-
dine et longitudina), apice vel planum vel umbilicatum et lateribus
striatis; micropapillae numquam supra macropapillas apparent
et carent secretionibus epicuticularibus.

n =22, 24, 26, 28 magis invenitur quam n = 22.

Habitat: in locis apertis, in pratis.

Floritio: primo vere, sed intra 15-30 dies serius quam S. gra-
nulata L. granulata.

Subspecies magistro luso Dri. Abilio Fernandes dicata.

Tallo erecto, simple. Hojas basales lobadas-reniformes.

Hojas caulinares en niimero de 3-4, desde reniformes a 3-5
fida. Predominio de los tricomas uniseriados eglandulares (més
del 90 %) sobre los uniseriados glandulares (menos del 109%).

Inflorescencia terminal umbelliforme, con pocas flores (2)-
-3-5-(8).

Polen granular espinuloso-verrucoso, con granulos de 0,2 a
0,4 uym y microgranulos de 0,05 a 0,1 ym, mas abundantes en el
colpo y siempre en menor proporcién que los granulos.

Semillas con macropapilas cuadrangulares (igual ancho que
largo) con el dpice de plano a umbilicado y los laterales estriados;
micropapilas nunca sobre las macropapilas y sin secreciones epi-
cuticulares.

n = 22, 24, 26, 28, con predominio de n = 22.

Habitat: lugares expuestos, praderas.

Floracién: a principios de primavera, pero entre 15-30 dias
méas tarde que S. granulata L. subsp. granulata.
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MATERIAL ESTUDIADO

S. granulata L. subsp. granulata

Pontevedra: Cerdedo, 29TNHS50, 1-IV-1990, N. Redondo et
M. Horjales; Monte Xiabre, 29TNH22, 20-I1I-1990, N. Redondo
et M. Horjales; rio Toxa, Pazos, cascada, 29TNH63, B8-V-1987,
M. Horjales et N. Redondo; id, 8-IV-89, R/131, M. Horjales et
N. Redondo. :

Lugo: Calde, 20TPH15, 9-IV-1990, N. Redondo et M. Horjales;
Monterroso, 29TNH93, 9-IV-1990, N. Redondo et M. Horjales;
Monte Faro, 29TNHS3, 1100 m., 9-6V-85, R/96, M. Horjales et
N. Redondo; Belesar, 29TPHO01, 300 m.s.m., 27-IV-1986, M. Hor-
jales et N. Redondo.

Orense: Orense, muro, S-SE, 20TNG98, 13-IV-1989, N. Redondo
et M. Horjales; Nogueira-Carballino, 29TNG79, 400 m., marzo
1985, R/60, R/58, R/59, R/61, R/62: n = 11, M. Horjales et
N. Redondo Id, 24-IV-1989, N. Redondo et M. Horjales; Vieite,
rocas, E., 20TNGTS8, 24-IV-1989, N. Redondo et M. Horjales; rio
Xares, 20TPG58, 22-V-1981, M. Orjales, C. Morla et N. Redondo;
Puebla de Trives-Montefurado, 29TPG49 20-V-1981, M. Horjales
et N. Redondo; Velle, 20TNG99, S-SE, 13-IV-1989, M. Horjales
et N. Redondo; Peares, Penalva, 20TPG09, ribazo N-NO, R/135,
M. Horjales et N. Redondo; Oulego-Santo Tirso, en fisuras de rocas
calizas, W, 29TPH70, 800 m., 14-IV-1989, R/136, M. Horjales et
N. Redondo, Oulego-Santo Tirso, 20TPHT70, 800 m., pedregal méis
0 menos seco, encinar, M. Horjales et N. Redondo ; Oulego, 29TPH70,
800 m.s.m., pizarra, cuneta humeda, 14-IV-1989, Qeste, M. Hor-
jales et N. Redondo; Quins, 29TNG68, rocas, 13-IV-1989, R /130,
N. Redondo et M. Horjales; Ribadavia, 20TNG78, 290 m., grietas
rocas, 28-IT1-1985, R/63: n = 11, M. Horjales et N. Redondo; 9-IV-
-1989, R/21s, M. Horjales et N. Redondo; As Ermitas, 20TPG5S,
500-600 m.s.m., 13-IV-1985, R/67: n = 11, M. Horjales et N. Re-
dondo. Rubia — A Vega, 20TPH60, 13-IV-1985, R/69, R/78: n=11,
M. Horjales et N. Redondo ; Rubia, 20TPH60, 550 m.s.m., 4-IV-1986,
R/116: n = 11, M. Horjales et N. Redondo; Orense, 29TNG9S,
14-IV-1985, R/77, M. Horjales et N. Redondo: Barrio (Trives),
29TPG59, 600-900 m.s.m., 14-IV-1985, R/79: n=11, R/80; n=11,
R/81, M. Horjales et N. Redondo; Montefurado, 29TPG49, 300



290 N. Redondo & M. Horjales

m.s.m., 14-IV-1985, R/73: n = 11, M. Horjales et N. Redondo;
Peares, Penalva, 29TPG09, 12-IV-1989, R/135, M. Horjales et
N. Redondo:; Ribadavia, 25-I11-1990, M. Horjales et N. Redondo.
Leén: Ancares, Ambasmestas, 700 m., 29TPH62, 3-IV-1986,
M. Horjales et N. Redondo; Ancares, O Castro, 20TPH63, 1000 m.,
5-I11-1986, R/118: 2n = 24, 28, M. Horjales et N. Redondo.
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® 8. granulata L. subsp. fernandesii N. Redondo & M. Horjales.
0O 8., granulata L. subsp. granulata.
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Saxifraga granulata L. subsp. fernandesii Redondo et Horjales

Corufia: Playa de Razo, Carballo, 20TNH29, 9-1V-1990, M. Hor-
jales et N. Redondo; Playa do Trece, Cabo Vilan, 20TMHS87, 9-IV-
-1990, M. Horjales et N. Redondo.

Orense: Viana do Bolo, Embalse do Bao, 29TPG57, 24-V-1981,
800 m.s.m., R/4s, R/4p, M. Horjales et N. Redondo; Pefia Trevinca,
20TPGS8S8, 2000 m.s.m., 1-VII-1983, R/16s, R/18s, R/18p, N. Re-
dondo et M. Horjales; Alto das Chas, 29TPG88, 1500 m.s.m., 2-VII-
-1983, R/20p, N. Redondo et M. Horjales; A Ria, 29TPG59, 14-IV-
-1985, R/76, M. Horjales et N. Redondo; Larouco, 29TPG59, 500-
-600 m.s.m., 14-IV-1985, R/68: n = 22, N. Redondo et M. Horjales;
Larouco, rio Bibey, 29TPG48, 14-IV-1985, R/72, R/75, M. Hor-
jales et N. Redondo; Invernadeiro, Ribeira Grande, 29TPG36,
1300 m.s.m., 16-VI-1988, Oulego, 29TPHT70, N-NW, prado inclinado
himedo, 13-IV-1989, R/133, M. Horjales et N. Redondo; rio Budal,
29TPHO00, 500-600 m.s.m., 14-I11-1985, R/51: n = 22, M. Horjales
et N. Redondo; Oulego, 29TPHT70, 600 m.s.m., W, pizarra en cuneta
himeda, 14-IV-1989, R/138, M. Horjales et N. Redondo; Oulego-
-Santo Tirso, 29TPHT70, 800 m.s.m., 14-IV-1989, pedregal méas o
menos seco, encinar, R/139, M. Horjales et N. Redondo.

Pontevedra: Monte Faro, 29TINHS83, 800 m.s.m., 28-ITI-1985,
R/57: n = 22, M. Horjales et N. Redondo; Castro-Dozén, 20TNHS1,
24-TV-1989, 800 m.s.m., M. Horjales et N. Redondo; Idem, 1-V-
-1982, R/41s, R/39p, R/4, R/8: n=22, R/29, R/38: n = 24,
R/45: n = 22, 24, 28; R/46, R/54: n = 26, M. Horjales et N. Re-
dondo; Idem, 24-IV-1989, N. Redondo et M. Horjales; Idem, 1-IV-
-1990, N. Redondo et M. Horjales; Idem, 9-IV-1990, M. Horjales
et N. Redondo; Peneda, 29TNH38, 19-I11-1990, R/150, M. Horjales
et N. Redondo, rio Deza, Merza, 29TNH63, 100 m.s.m., 3-IV-1982,
R/31s, R/32p, M. Horjales et N. Redondo.

Lugo: Monte Faro, 20TNHS&3, 1100 m.s.m., 9-VI-1985, R/96,
M. Horjales et N. Redondo; Os Peares, 29TPH00, 300 m.s.m.,
14-I11-1985, R /49, R/50, R/53, M. Horjales et N. Redondo; Ancares,
Fuente Maria Gonzalez, 29TPHT74, 1900 m.s.m., 11-7-1987, N. Re-
dondo et M. Horjales; Penasillas-Monte Faro, 20TNH91, praderas,
24-TV-1989, N. Redondo et M. Horjales; Trasulfe, 29TNHS82, ribazo
carretera, 22-IV-1989, N. Redondo et M. Horjales; Saavedra,
29TPH17, 9-IV-1990, M. Horjales et N. Redondo; Martul, 29TPH17,
9-IV-1990, M. Horjales et N. Redondo; Calde, 29TPH15, 9-IV-1990,




292 N. Redondo & M. Horjales

N. Redondo et M. Horjales; Laxe, 20TNH92, 25-I11-1990, N. Re-
dondo et M. Horjales.

Le6n: Tejedo de Ancares, bosque de la Magdalena, 20TPHS4,
1100 m.s.m., 2-VII-1985, M. Horjales et N. Redondo.

Agradecemos la colaboracién prestada a M. J. REicosa, al
Personal de los Servicios Informéaticos de la Universidad de Vigo,
a CELso RODRiGUEZ por su transcripcién latina, a C. MORLA por
los pliegos prestados, a MIGUEL JEREZ por su ayuda en la micros-
copia electrénica y a los herbarios SANT, MA, COI LOURIZAN,

B y DBN.
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Semillas de 8. gronulata L. subsp. fernandesii N. Redondo & H. Horjales.
Castro-Dozén (Pontevedra).

- Semillas 8. granulate L. subsp. granulaie Ribadavia (Orense).

FPolen 8. granulata L. subsp. granulata Nogueiras-Carballifio (Orense).
Pclen 8. granulata L. subsp. fernandesii N. Redondo & M. Horjales
Castro-Dozén (Pontevedra).



LAMm. II

1-3. — 8. granulata L. subsp. granulaia Ribadavia (Orense).
2-4, — 8. granulata L. subsp. fernandesii N. Redondo & M. Horjales
Castro-Dozén (Pontevedra),
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NOTES SUR LES VERBENACEAE
VIIl — DEUX NOUVELLES COMBINAISONS DANS CHASCANUM E. MEY.

par

ROSETTE B. FERNANDES *

Regu le 29-VI-1990.

DANS un article antérieur (Plexipus Rafin. versus Chascanum

E. Mey. in Bol. Soc. Brot., Sér. 2, 57: 265-273, 1984), nous
avons démontré que le genre Plexipus Rafin. avait la priorité
sur Chascanum E. Mey., puisqu’il avait été publié en 1837, tandis
que le dernier était de 1838. Et, d’accord avec la régle de la prio-
rité du Code International de Nomenclature, nous avons fait le
transfert dans Plexipus des taxa de Chascanum connus jusqu’a
cette date-1a, en décrivant encore une nouvelle sous-espéce. Cepen-
dant, un groupe de botanistes anglais (cf. Taxon 35, 2: 391-393,
1986), en se basant sur quelques faits dont quelqu'uns nous sem-
blent discutables, a présenté & la Section de Nomenclature du
14éme Congrés International de Botanique (Berlin, 1987) une
proposition concernant la conservation de Chascanum. Cette pro-
position étant acceptée, comme on le peut constater en consultant
la derniére édition du Code (pag. 259, 1988), Chascanum -ayant
été, done, considéré comme nomen conservandum, la plupart des
taxa envisagés dans notre travail doivent reprendre leur ancien
nom. Toutefois, deux nouvelles combinaisons s’imposent:

Chascanum angolense Moldenke subsp. zambesiacum (R. Fernan-
des) R. Fernandes, comb. nov.

Basion.: Plexipus angolensis (Moldenke) R. Fernandes
subsp. zambesiacus R. Fernandes in Bol. Soc. Brot., Sér. 2,
57: 267 (1984).

* Centro de Fito-sistemética e Fito-ecologia, EcC2, de I'LL N. I. C.

[2ss]
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Chascanum schlechteri (Giirke) Moldenke forma torrei (Moldenke)
R. Fernandes, comb. et stat. nov.

Basion.: Chascanum schlechteri var. torrei Moldenke in
Bol. Soc. Brot., Sér. 2, 40: 121 (1966).
Plexipus schlechteri (Giirke) R. Fernandes var. torrei

(Moldenke) R. Fernandes in Bol. Soc. Brot., Sér. 2, 57: 273
(1984).

Nous prions les conservateurs des herbiers oll se trouvent les
échantillons des taxa de Chascanum avec nos déterminations
comme Plexipus de faire les changements des noms qui s'imposent.




Bol. Soc. Brot,, Sér. 2, 63: 297-309 (1880).

NOTES SUR LES VERBENACEAE

IX —REMARQUES SUR QUELQUES TAXA AFRICAINS
DU GENRE PREMNA L.

-

par
ROSETTE B. FERNANDES *

Recu le 29-V-1990.

1 — IDENTIFICATION DE Premna holstii Giirke var. glandulifera
Moldenke

Le fait que le type de Premna holstii Giirke n’a pas été trouve
au sud de la Tanzanie et que, d’autre part, la seule espéce de
Premna référée pour 1'Afrique du Sud (Natal et Transvaal) est le
P. mooiensis (H. Pearson) Pieper, cité aussi pour le sud du Mozam-
bique (cf. MOLDENKE, Fifth Summ. Verbenaceae: 257 et 252, 1971),
nous a porté i croire que le var. glandulifera Moldenke de P. holstii,
décrit sur du matériel de Goba (Mozambique), devrait se rapporter
plutot a l'espéce sud-africaine. Nos suppositions se sont montrées
correctes d'aprés I'étude que nous avons faite des types respectifs.
Etant donné qu'une variété — var. rudolphii H. Pearson — avait
été déja décrite dans P. mooiensis, laquelle posséde sur les calices
des poils capités-glanduleux, principal caractére qui la sépare du
type, et que, précisement, MOLDENKE distingue son var. glandulifera
du type de P. holstii par la présence de poils capités-glanduleux non
seulement sur les calices mais aussi sur les «ramulis pedicellisques,
nous croyons que le var. rudolphii de P. mooiensis est identique
au var. glandulifera de P. holstii. Cette identité a été établie méme
sans que nous ayons vu le type du premier taxon?, lequel, comme
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' Il nous a été impossible de localiser 1'échantillon Schlechter 11935,
récolié & Ressano Garcia, Maputo, Mozambigue, type du var. rudolphii
H. Pearson de Premna mooiensis (H. Pearson) Pleper,
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celui du second, est une plante de la province de Maputo (Mozam-
bique), en nous basant sur la description et la figure. De
cette facon, dans la catégorie de variété, le nom a adopter
est celui de H. PEARSON et non celui de MoLDENKE. Cependant,
d’accord avec le critére que nous avons suivi pour d'autres entités
dont la différence principale relativement au type est la présence
d'un indument différent, nous préférons attribuer a la plante
du Mezambique la catégorie de forme. Et, dans cette catégorie,
nous choisissons I'épithéte de MOLDENKE — glandulifera — bien plus
suggestive que celle de H. PEARSON.

Il est curieux que MOLDENKE, & la méme date — Janvier de
1966 — a identifié sur les étiquettes, comme P. mooiensis, deux
autres échantillons de rLisc (Barbosa TOT et Torre 2037) récoltés
au locus classicus — Goba — de P. holstii var. glandulifera.

Nous présentons dans le Tableau I les principales différences
entre P. mooiensis (type et forma glandulifera en excluant l'in-
dument) et P. holstii, parmi lesquelles il faut signaler les types

TABLEAU I

Premna mooiensis (H. Pearson) Fiper

P holstii Giirke

Arbre ou arbuste

Limbe des feuilles atténué vers et
en coin A4 la base

Pétioles relativement (4 la longueur
du limbe) plus longs

Inflorescence racémiforme, laxe, pau-
eiflore

Bractées linéaires, longues jusqu'a
3 mm.

Calice florifére long de 3-4,5mm.
(avec les lohes)

Lobes du calice égalant le tube, plus
longs que larges, oblongs, obtus ou
sous-aigus

Lobes de la corolle ciliés

Arbuste

Limbe des feuilles généralement plus
grand, arrondi ou sous-cordé & la
base

Pétioles relativement plus courts

Inflorescence corymbiforme, dense,
pluriflore

Bractées triangulaires, bien plus
courtes

Calice long de 3-4 mm. (avec les
lobes)

Lobes du calice bien plus courts que
le tube (hauts de moins de

0,5mm.), plus larges que hauts,
obtus ou arrondis

Lobes de la corolle non ciliés
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de linflorescence et la forme et les dimensions des lobes du
calice comme les plus remarquables.

Chez le forma glandulifera de P. mooiensis, les poils capités-
glanduleux se trouvent sur les rameaux de l'inflorescence, les
pédicelles, les calices et la partie des drupes saillante du calice,
particuliérement & leur partie supérieure.

Nous présentons ci-dessous la nouvelle combinaison, sa syno-
nymie et 'énumération des specunens que nous avons examinés:

Premna mooiensis (H. Pearson) Pieper forma glandulifera (Mol-
denke) R. Fernandes stat. et comb. nov.

Premna holstii Giirke var. glandulifera Moldenke in Bol.
Soc. Brot., Sér. 2, 40: 121 (1966) ; Fifth Summ. Verbenaceae:
252 (1971), basion.

Vitex mooiensis H. Pearson var. rudolphii H. Pearson
in Hook., Ic. Pl 28: t. 2705 (1891); in Thiselt.-Dyer, F1. Cap.
5, 1: 719 (1912).

Premna mooiensis var. rudolphii (H. Pearson) Moldenke

; Fifth Summ. Verbenaceae 1: 257 (1971).

Premna mooiensis sensu Moldenke, op. cit.: 252 (1971)
non (H. Pearson) Pieper.

Mozambique. Maputo: Goba-frontiére, 12.xii.1947, Barbosa 707
(L1sc, arbuste rameux, de 3-4 m., aromatique; fleurs blanches;
fruits noirs; dans un sol compact, chitain-rougeitre, pierreux);
Goba, 6.xii.1942, Mendonga 1654 (LIsC, holotype du var. glandulifera
Moldenke; arbuste de 3 m.; fleurs blanches; dans les fourrés a
feuilles caduques) ; prés de la Gare de Goba, 16.xi.1940, Torre 2037
(COI1; LISC; LMU; MOLDENKE; WAG; arbre de 4-5m. des fourrés
denses, le long des ruisseaux; tronc de 2 dm. de diam.; fleurs blan-
chitres, aromatiques).

L’échantillon Torre 2037, par l'indument de poils capités-
glanduleux moins denses, fait la transition vers le type de 'espéce.

2 — NOTES SUR QUELQUES ESPECES DU MOZAMBIQUE

a — Premna obtusifolia R. Br.

L’échantillon Kirk s. n. a été récolté prés du fleuve Rovuma
(Mars, 1861); il est cité par BAKER (in Thiselt.-Dyer, Fl. Trop.
Afr. 4: 290, 1900, sous P. serratifolia L.) comme provenant de
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la Tanzanie («German East Africa»). Mais, d’aprés l'étiquette, il
fut recueilli au Mozambique.

Ce spécimen différe de la plupart des autres échantillons de
P, obtusifolia du Mozambique, lesquels sont glabres a la page supé-
rieure du limbe des feuilles et possédent des poils sur les nervures
a la page inférieure vers leur base et des touffes de poils aux angles
formés par la nervure médiane avec les secondaires, par le suivant:
ie pétiole, plus fort, est couvert de poils sétiformes, blancs, étalés;
le limbe des feuilles présente sur la page supérieure les mémes poils
sétiformes, étalés, épars, et des poils semblables mais plus denses,
surtout vers leur base a la page inférieure (surface et nervures);
les touffes de poils axillaires sont absentes. MOLDENKE a décrit
le var. pubescens de P. obtusifolia, basé sur une plante cultivée
a Java. Cependant, cette variété, par le type de l'indument, différe
du spécimen du Mozambique. Il est possible que la plante du
Rovuma corresponde 4 une forme nouvelle. Néanmoins, un autre
échantillon (Mogg 32569, srGH), aussi du Mozambique et de la
méme province (Nyassa, Ile de Caldeira), est intermédiaire entre
Kirk s. n. et les autres exemplaires en ce qui concerne I'indument,
puisqu'il présente des poils fins (non sétiformes) sur la page supé-
ricure, cutre les caractéristiques poils sur les nervures et les
aisselles de celles-ci & I'inférieure. De cette facon, nous préférons
ne pas séparer le spécimen du Rovuma dans une nouvelle forme,
avant que d’autres récoltes de plantes avec les mémes caractéres
ne soient faites.

b — Premna senensis Klotzsch et P. oligetricha Bak.

Clerodendrum kibwesense a été décrit par MOLDENKE (in Phy-
tologia, 61: 404, 1986) qui lui a référé seulement deux échantillons,
le type (Scheffler 62, BR, holotype; 8, isotype) de Tanzanie (Kibesi)
et Hornby 2499 du Mozambique (Nyassa, Mandimba). Comme
VERDCOURT (information in litt.) a identifié Scheffler 62 comme
P. oligotricha Bak., on pourrait s'attendre & que le spécimen du
Mozambique appartenait & cette derniére espéce. Cependant, son
étude nous a montré qu'il s’agit de Premna senensis Klotzsch.
Hornby 2499 est un échantillon sans fleurs, mais, malgré cela,
a cause de son indument, des forme et dimensions des feuilles,
forme et dimensions du calice fructifére et forme et dimensions

des drupes, il appartient 4 l'espéce décrite par KLOTZSCH, assez
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commune dans le Mozambique au nord du fleuve Save, particulié-
rement dans la province de Tete. Pour la province de Nyassa,
Hornby 2499 est, néanmoins, la seconde récolte, ce qui peut étre
attribué & une exploration peu intensive de la région de Mandimba.
En effet, cette localité se situe tout prés de la frontiére avec
le Malawi et, du sud de ce pays, il y a plusieurs récoltes de
P. senensis, quelqu'unes [Brummitt, Polhill & Patel 15992 (x),
de Mangochi; Jackson 1386 (FHO: K), de Nankumba] presque &
la méme latitude de celle de Mandimba. On peut, done, conclure
que Clerodendrum kibwesense Moldenke doit étre supprimé de la
liste des espéces du genre Clerodendrum et que, autant que le
matériel du genre Premna étudié par nous le permet conclure,
P. oligotricha ne se trouve pas au Mozambigque.

¢ — Premna sp. A.

Premna hildebrandtii sensu Moldenke, Fifth Summ. Verbe-
naceae 1: 252 (1971).

L'échantillon Mendonga 1004 (Lisc), récolté a Cabo Del-
gado, province de Nyassa, Mozambique (entre Nangade et Palma,
a 1Tkm. de Palma, 20.x.1942), fut déterminé par MOLDENKE
sur l'étiquette, en 1966, comme P. hildebrandtii Giirke. Sa con-
frontation avec un isosyntype de ce taxon (Hildebrandt 2008,
BM) nous a permis de constater qu’il en est trés différent: poils
du limbe des feuilles un peu épars et non formant un tomen-
tum trés dense; forme, consistance et couleur des feuilles diffé-
rentes; inflorescence en corymbe et non en panicule; ete. Il est
possible qu'il s’agit d’'une espéce nouvelle. Cependant, comme le
dit spécimen ne posséde pas des fleurs ouvertes, nous préférons
ne pas la déerire avant que d’autres récoltes ne soient faites dans
la région.

MoLDENKE (loc. cit.) référe P. hildebrandtii Giirke pour le
Mozambique, basé possiblement sur le méme échantillon Mendonga
1004. Comme nous n’avons vu aucun spécimen mozambicain de
I'espéce de GURKE jusqu'a présent, il faut la supprimer de l'in-
ventaire de la flore du Mozambique. D’autre part, elle ne se trouve
pas aussi au Zimbabwe, malgré la citation de ce pays par le méme
auteur (op. cit.: 248) pour l'aire de P. hildebrandtii, puisque tout
le matériel du Zimbabwe du genre Premna que nous avons examiné
dans les herbiers appartient au P. senensis Klotzsch.

; e -
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Par la forme et la couleur du limbe des feuilles (vert foncé
sur les deux pages) et par l'inflorescence en corymbe, 1’échantillon
Mendonga 1004 est semblable aux P. obtusifolia R. Br. et P. velu-
tina Giirke, en différant des deux, & premiére vue, par l'indu-
ment des feuilles, présent sur les deux faces de celles-ci, et par
le pétiole plus long. En prenant en considération l'ensemble de
ses caractéres, il est possible qu'il soit un hybride entre P. se-
nensis (espéce a longs pétioles et limbe des feuilles pubescent de
chaque coté) et I'une ou 'autre des espéces ci-dessus mentionnées,
lesquelles, comme P. senensis, ont été trouvées dans la province
de Nyassa.

3 — NOUVEAUX SYNONYMES POUR Premna angolensis Giirke

L'observation des types respectifs se trouvant dans BR nous
a permis de constater que les taxa suivants, décrits comme nou-
veaux, doivent étre inclus, comme des synonymes, dans P. an-
golensis:

Premna angolensis var. cuneata De Wild. in Ann. Mus.
Congo, Bot., Sér. 5, 3: 127 (1909).

La différence des feuilles, cunéiformes a la base, présentée
par la variété relativement au type, ne se mantient pas, puisque
la base des feuilles chez le P. angolensis Giirke varie depuis arron-
die on cordée jusqu'a sous-cunéiforme ou cunéiforme, parfois dans
la méme récolte. Des feuilles & base cunéiforme comme celles du
type du var. cumeata du Zaire (entre Tumba et Kimpese) ont
été trouvées aussi chez des échantillons de I’Angola.

Premna claessensii De 'Wild., Pl. Bequaert. 5: 21 (1929).

Ce taxon, récolté a Foki (Zaire) et dont le type est Claessens
1017 (BR), le seul échantillon lui référé par DE WILDEMAN, est
placé par son auteur dans le groupe de P. quadrifolia Schumach.
& Thonn. Malgré la pilosité un peu abondante des feuilles, par la
marge entiére de celles-ci, par les pétioles relativement longs, par
le type de poils de l'indument (sur les pétioles, le limbe des
feuilles et I'inflorescence), il nous semble que la plante s'écarte de
P. quadrifolia, en se rapprochant plutét du P. angolensis, dont elle
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représente une forme a feuilles pubescentes comme celles signalées
par HEPPER (cf. Fl. W. Trop. Afr. éd. 2, 2: 438, 1963) pour
P. angolensis.

Premna elskensii De Wild., Pl. Bequaert. 5: 22 (1929).

Il est tout-a-fait identique au P. angolensis en ce qui concerne
les principaux caractéres, en différant seulement par la présence
de quelques poils vers la base du limbe des feuilles, & la page
inférieure. Son type est Elskens 102 (BR), récolté a Kitele,
Urundi, le 6.xi.1923, qui est le seul échantillon que DE WILDEMAN
a référé a son espéce.

Premna quadrifolia var. subglabra Moldenke in Phyto-
logia, 4, 3: 181 (1953).

Ce taxon, qui a pour type le spécimen Luja 119 (Br), du
Zaire, n'a rien a faire avec P. quadrifolia, dont il différe non seu-
lement par la presque glabrescence des feuilles, le seul caractére
signalé par MOLDENKE pour le distinguer du type, mais aussi par
la marge de celles-ci, entiére et non crénulée, par I'acumen non
brusquement rétréci a la base et plus court, par les pétioles plus
longs, par les fleurs plus petites, etc. Cette variété, par 1'ensemble
de ses caractéres, se rapporte au P. angolensis.

4 — Premna polita Hiern et P, congolensis Moldenke

Le fait que MoLDENEKE (Fifth Summ. Verbenaceae 1: 244,
1971) cite Premna congolensis Moldenke pour la province du
Congo (Angola), tandis que R. Goobp (Gossweiler’s Pl in Journ.
of Bot. 68, Suppl. 2: 140, 1930) référe pour cette région seulement
le P. polita Hiern (espéce que MOLDENKE signale dans 1’Angola a
peine pour Lunda) nous a porté i éclaireir ce cas. De cette facon,
nous avons entrepris I'étude non seulement des échantillons de
GOSSWEILER inclus par R. Goop dans P. polita, de ceux apparte-
nant au P. polita cités par HIERN (Cat. Afr. Pl. Welw. 4: 833,
1900), mais encore du type de P. congolensis Moldenke et d’autres
exemplaires de ce taxon du Zaire. De plus, le type de P. congolensis
var. integrifolia Moldenke, ainsi que les types de P. matadiensis
Moldenke et de P. matadiensis var. parvifolia Moldenke ont été
encore étudiés, puisque MOLDENKE (loc. cit.) référe la derniére
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entité aussi pour I'Angola. Nous présentons ensuite notre étude
des taxa décrits par MOLDENKE, en faisant leur confrontation
avec F. polita.

Premna congolensis Moldenke in Phytologia, 4: 180 (1953)

Le type de ce taxon (Dacrémont 361bis, BR), le seul échan-
tillon qui lui a été référé par MOLDENKE lors de sa publication,
ce qui ne permettait pas alors d’avoir une connaissance de la
variation de l'espéce, d’autant plus qu'il est assez pauvre (partie
terminale d'un rameau fleuri, & cinq feuilles), a été récolté a
Matadi. Les feuilles complétes qu'on a pu mesurer vont de 8,5 &
10,5cm. de longueur et de 3 & 55 cm. de largeur et elles sont
ovées, arrondies & la base, assez atténuées vers le sommet, &
acumen long, étroit, aigu, et dentées 4 la marge; le pétiole mesure
de 1 & 2cm. L'indument de la partie supérieure du rameau, ainsi
que de l'inflorescence, n'est pas «minutely puberulous» comme dit
MOLDENKE, mais formé par des poils trés courts, assez rigides
et étalés.

Sa comparaison avec les syntypes de P. polita montre qu'il
s'agit de deux taxa différents: non seulement les feuilles du dernier
sont plus petites, ne dépassant pas 7,8 cm. de longueur et 3(3,2)em.
de largeur, mais elles sont relativement plus étroites, comme on
le peut voir sur le Tableau II. De plus, l'indument de P. polita
est différent et les dents du calice sont plus développés chez le
P. polita que chez le P. congolensis.

Premna congolensis var. integrifolia Moldenke in Phytologia,
4: 181 (1953).

Aprés la description du type du P. congolensis, vient celle de
la variété, la distinction entre celle-ci et le premier, d'aprés
MOLDENKE, étant seulement la marge entiére des feuilles du var.
integrifolia. Un seul échantillon (Gillet 4022, Br), récolté & Moanda
(Zaire, sur la ebte, un peu au nord de Banana) a été référé a la
variété. L'observation de celui-ci nous a montré qu'il différe du
var. congolensis non seulement par les feuilles entiéres, mais
aussi par les poils des pétioles, de la base des feuilles, de la
partie supérieure du rameau et de l'inflorescence lesquels sont un
peu plus longs que chez le type, ce qui leur confére une presque
hispidité, et par les feuilles plus petites (longueur 4-7 em., largeur
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2,3-4 cm) et moins longuement acuminées (v. Tableau IT). Sa con-
frontation avec P. polita montre aussi qu'il s'agit de deux entités
distinctes.

Premna matadiensis Moldenke in Phytologia, 3: 422 (1951)

Le type de P. matadiensis, le seul échantillon que MOLDENKE
a inclus dans sa nouvelle espéce, est E. & M. Laurent s. n. (BR) et
il a été récolté a Matadi, c¢'est-a-dire, au méme endroit (ou proche)
ol fut cueilli le type de P. congolensis. Matadi se situe sur la rive
gauche du fleuve Zaire dans la frontiére avec I’Angola, non loin
du village angolain de Noqui. L’échantillon, fructifié, se compose
de quelques feuilles, la plupart détachées, qui varient de 4,2 a
11 em. de longueur et de 3,5 & 7,5 em. de largeur, le pétiole mesurant
de 1 a 3,8 cm. Il différe du type de P. congolensis, dont il posséde
un indument semblable et des feuilles aussi dentées, par la con-
sistance plus grande de celles-ci, par leur forme (elles sont rela-
tivement plus larges, non atténuées vers le sommet et & acumen
plus court), par les plus grandes dimensions de quelqu'unes et
par les pétioles plus longs en valeur absolue et en relation avec
la longueur du limbe (v. Tableau II). Apparemment, il s’agit d'une
espéce indépendante de P. congolensis, mais seulement d’autres
récoltes de la méme place pourront éclaircir en définitif ce cas.

Premna matadiensis var. parvifolia Moldenke in Phytologia,
4: 181 (1933).

Cette variété a comme type le spécimen Wellens 1015 (BR),
récolté & Banana (Zaire), un peu au sud de Moanda, locus classicus
de P. congolensis var. integrifolia Moldenke, sur la cote, non trés
loin de l'embouchiire du fleuve Zaire. Il est aussi I'unique échan-
tillon que, 4 cette date, 'auteur lui référe. Tout au moins jusqu'a
1971 (Fifth Summ. Verbenaceae: 231), MOLDENKE continuait &
mentionner les quatre entités ci-dessus énumeérées pour le Zaire, en
référant les P. congolensis et P. matadiensis var. parvifolia aussi
pour I'Angola (op. cit.: 244). L’observation du spécimen Wellens
1015 nous a montré que, par 'ensemble de ses caractéres — feuilles
plus minces, relativement plus étroites, plus atténuées vers le
sommet et & acumen plus aigu et pétioles plus courts — il s’appro-
che plus du P. congolensis que de P. matadiensis. De plus, I'indu-
ment est identique & celui de P. congolensis var. integrifolia, dont
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les feuilles, bien que entiéres, sont plus petites que celles du var.
congolensis (v. Tableau II); et les fleurs de Wellens 1015 sont
aussi identiques a celles de P. congolensis (type et variété). Nous
avons, done, conclu que le var. parvifolia, & étre maintenu, devra étre
transféré dans le P. congolensis. D'autre part, la récolte Gossweiler
13838, de I'Angola (Dundo), dont I'échantillon de B a été déter-
miné par MOLDENKE comme P. matadiensis var. parvifolia®,
posséde des feuilles atteignant 7,7 X 4,2 cm., entiéres ou dentées,
plus ou moins atténuées, a acumen un peu long ou court, se
placant en ce qui concerne leurs dimensions entre le type de
P. congolensis et le type du var. parvifolia de P. matadiensis
(v. Tableau II). De plus, la variation de la relation longueur/
/largeur des feuilles (I f.) est plus proche de celles de ces deux
taxa (v. Tableau II) que de celle de P. matadiensis type. Cela
s'accorde avec notre point de vue de considérer le var. parvifolia
dans P. congolensis et non dans P. matadiensis, point de vue
renforcé encore par l'observation d’autres échantillons du Zaire
déterminés comme P. congolensis (détermination qui nous semble
correcte) et ou, parfois chez le méme exemplaire, on observe
une variation de caractéres comportant le var. parvifolia: ainsi,
chez Compére 1638, de Nkusu, il y a des feuilles longuement
atténuées-acuminées, relativement étroites (p. ex.: 4,5 X 1,5 cm.)
et d’autres non atténuées et courtement acuminés et relativement
plus larges (p. ex.: 5,7 X 3,4; 3,7 X 2,3cm.). Tout cela nous a
porté & conclure que le var. parvifolie n'a pas de valeur taxono-
mique et qu'il doit étre introduit comme un synonyme dans
P. congolensis.

Etant donné que la présence de dents dans les marges des
feuilles n'est pas aussi constante, en existant chez un méme
échantillon des feuilles entiéres et d’autres dentées, et que le
nombre de dents est variable, parfois une seule d’un cété, il nous
semble que le var. integrifolia de P. congolensis ne peut pas aussi
étre maintenu. Toutefois, par les feuilles relativement larges,
quelques spécimens s'approchent de P. matadiensis, en s'éloignant
cependant par leurs dimensions plus petites et surtout par les
pétioles toujours relativement plus courts.

* La référence de ce taxon pour l'Angola (cf. Fifth Summ. Verbena-
ceae: 244, 1971) a été basée, probablement, sur cet exemplaire de GOSSWEILER,
puisque nous n'avons vu aucun autre ainsi déterminé par MOLDENKE.
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L'étude des échantillons de I'Angola référés par R. Goop
(loc. cit.) & P. polita nous a montré qu'ils ne peuvent pas s'inclure
dans cette espéce mais que, par contre, ils sont trés semblables
4 des spécimens du Zaire considérés par nous et par d'autres
déterminateurs de BR comme P. congolensis. D’ailleurs, tous les
exemplaires angolains considérés par nous dans P. congolensis ont
été récoltés dans les provinces du nord de I'’Angola, quelqu'uns
tout prés de la frontiére avec le Zaire, tandis que P. polita a été
trouvé plus au sud, dans le Cuanza Norte.

Avant de conclure, nous voulons rappeler l'attention pour le
suivant: étant donné que les types respectifs de P. matadiensis
Moldenke et P. congolensis Moldenke ont été récoltés les deux
a Matadi, des récoltes plus nombreuses de cette place sont
nécessaires pour savoir si, en fait, il s’agit de deux espéces indé-
pendantes. En présence du matériel actuellement vu par nous et
en considérant, de plus, que le type de P. matadiensis ne posséde
pas de fleurs, nous 'avons interprété comme différent de P. con-
golensis. Cependant, si on vient & démontrer qu'une seule espéce
existe & Matadi, alors le nom qu'on lui doit donner est P. mata-
diensis, puisque il est le plus ancien.

Nous présentons ci-dessous la synonymie que nous avons
établie pour P. congolensis et la liste des spécimens de ce taxon
que nous avons examinés:

Premna congolensis Moldenke in Phytologia, 4: 180 (1953) ; Fifth
Summ. Verbenaceae 1: 231 et 244 (1971). Type: Zaire, Dacré-
mont 361bis (BR).

Premna congolensis var. integrifolia Moldenke in Phyto-
logia, 4: 181 (1953) ; Fifth Summ. Verbenaceae 1: 231 (1971).
Type: Zaire, Gillet 4002 (BR).

Premna matadiensis var. parvifolia Moldenke in Phyto-
logia, 4: 181 (1953) ; Fifth Summ. Verbenaceae 1: 231 et 244
(1971). Type: Zaire, Wellens 1015 (BR).

Premna polita sensu R. Good in Journ. of Bot. 68, Suppl. 2
(Gamopet.) : 140 (1930) non Hiern (1900).

Outre les types, cités plus haut, nous avons vu:

Zaire: Cartier 277 (BR), de Lemba; Compére 1638 (BR), de
Nkusu, Thysville; Dacrémont 193 (BRr), de Matadi; Gillet s. n. (BR).
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8. L.; Gillet 1191 (BR), de Kimuenza ; Pawels 3360 (BR), de Kimuenza;
W. Robyns 4274 (BR), de Kimuenza.

Angola: Gossweiler 8038 (BM: Cco1; LiSU), de Pango Mongo
(Cabinda) ; Gossweiler 8509 (BM), de Santo Anténio do Zaire:
Gossweiler 8963 (BM), 8963b (BM; LiSJC), 9187 (BM) et s. n. (BM),
~ tous de Sumba, Peco (Zaire); Gossweiler 13838 (B; BM; K), de

Dundo (Lunda).

L’échantillon Gossweiler 8617 (BM), d’accord avec les données
~ de l'étiquette, a été récolté dans «Muanda stream, Lower Congo,
- pr. Congo R.». Selon la Gazetteer n° 20 (Angola), les coordonées

géographiques de la seule «Muanda stream» y référée sont T° 23’
~ lat. S et 15° 24’ long. E, lesquelles correspondent & une localité
située dans la province angolaine de 1'Uige, trés loin, done, du
fleuve Congo. Il est possible que le «Muanda» de I'échantillon de

GOSSWEILER corresponde 4 Moanda (prononcé en portugais de la
~ méme facon que Muanda), localité que se situe sur la céte du
- Zaire (ancien Congo Belge), prés de I'embouchiire du fleuve Congo
(actuel Zaire), d’autant plus qu'elle est le locus classicus de
P. congolensis var. integrifolia (= P. congolensis) et que, d’autre
part, sur l'autre rive du méme fleuve, en Angola, 2 Santo Anténio
do Zaire, le P. congolensis a été aussi cueilli. De cette facon, le
n® 8617 aurait été récolté ao Zaire et non dans I'Angola (2 moins
~ qu'une autre «Muanda stream» n’ait été pas enregistrée dans la
~ citée Gazetteer).
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SUMMARY

Out of 38 fungl specles of Polyporaceae fifty-seven strains were tested
for their ability to produce hydrolytic enzymes which degrade insocluble
cellulose (Avicel, Whatman and dyed cotton cellulose). The cellulose powder
was either incorporated into a basal medium containing agar, mineral salts
and growth factors or layered on a basal medium containing agar, mineral
salts, yeast extract and growth factors,

The white-rot species, Ganoderma resinacewm Boud. (456, 4595, 4644,
4646), was able to produce clearing zones on a celluloge soluble or insoluble
medium. Most of these strains rapidly released the dye from the cotton
cellulose (see Fig. 1).

The cellulasic activity was also tested with the scluble cellulose CMC
(carboxymethylcellulose) by reading at 525 nm the O. D. of the reducing
sugars obtained after a 4 hour incubation period of 10ml of a 1% solution
of CMC with 2ml of the extracellular extract from 8, 15, 22 and 30 day
old cultures growing in a liquid medium containing CMC (1 %) (see Fig. 2).
The tests of loss of viscosity of the CMC (with an Ostwald viscosimeter)
obtained with the extracellular extracts are outlined in Fig. 3.

The polyphencloxidasic activity was tested by adding one of nine
Phenolic compounds (catechol, gallic acid, guaiacol, hydrogquinone, naphtol,
phloroglucinol, resorcinol, tannic acid and tyrosine) to the malt agar growth
medium. The results are given by the intensity of the colour, the diameter
of the reaction and the growth of the mycelia in that medium (see Table 1
and Fig. 4).

* These results were presented in the «15th FEBS, Brussels Interna-
tional Cenference Centre, Meeting, 24-20 July 1983s.

[a]
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INTRODUCTION

INCE 1950, PiNTo-LoPEs and other authors drew attention
to the devastation of the woody tissues of trees and timber
caused by fungi of the Polyporaceae family.

Since 1969 a catalogue has been published by RODRIGUES
listing the different species of Polyporaceae found in Portugal,
showing the host trees and their geographical distribution. The
species were identified by MELo (1978a, b; 1980, 1981a, b; 1983)
and by MELO et al. (1980, 1983) according to the DONK system
(1974).

Different types of rot are caused by species of Polyporaceae
(white or brown-rot; alveolar, cubic or lamelar).

It is our aim to find out what substrate they prefer (cellulose
or/and lignin) and to detect their cellulasic and polyphenoloxidasic
activities. For these purposes tests on media with cellulose (soluble
or insoluble) or with phenolic compounds were carried out and
tests on lignin are now in process.

MATERIAL AND METHODS
Material

The cultures of Ganoderma resinaceum (456, 4595, 4644, 4646)
were isolated from mycelium of fruity-bodies collected from trees
and maintained by subculture on potato-dextrose-agar (PDA) or
on malt agar (ma).

Methods

All tests were carried out at an incubation temperature of
25° C = 1° C. In order to inoculate the same quantity of mycelium,
dises were cut-out from agar medium growing cultures using a
12 mm cork-borer.

Cellulase production was evaluated by the appearance of
clearing zones on an insoluble cellulose medium around the
inoculum and its extent recorded as the diameter in mm, according
to NILssoN (1973, 1974a), RauTeLa & CowLING (1966) or the
free dye diffused into the basal layer of medium (PETTERSON
et al., 1963; SmrtH, 1977). The CMC  activity was tested in a
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liquid medium containing 1 % of CMC in buffer (NORKRANS, 1967
with some modification).

For that purpose 5ml of an inoculum prepared from a
macerate of 5 mycelial plugs in 25 ml of water was added to
100 ml of the liquid medium containing 1% of CMC. After 8,
15, 22 and 30 days of incubation the mycelium was harvested
by centrifugation (30 mir. at 10,000 r.p.m. at 0° C) and then the
extracellular extract stored frozen. Two ml of the supernatant
was then added to 10 ml of a buffer containing 1% of CMC and
after a 4 hour incubation period the concentration of the reducing
sugars read at 525 nm following the SomMoGYI-NELSON method of
evaluation (Somocyi, 1952; NELsON, 1944).

The activities were tested at different pH and temperature
values and from differently aged cultures.

Polyphenoloxidasic activity was tested on malt agar medium
containing one of nine phenolic compounds (catechol, gallic acid,
guaiacol, hydroquinone, naphtol, phloroglucinol, resorcinol, tannic
acid and tyrosine) : the growth of the mycelium from the inoculum
and the extent of the coloured zone around was recorded after
5 days of incubation.

RESULTS

As for G. resinaceum it can be said that the cellulose powder
degrades and that the dye is released from the cotton cellulose
(Table 1 and Fig. 1).. In CMC the activity was evaluated and
the best conditions were pH 5.3-5.8, 50° C and a 22 day old culture
(Fig. 2). The loss of viscosity was best at pH 5.8, 50°C and a
15 day old culture, which confirms the results obtained with
CMC and reducing sugars (Fig. 3).

It has a good growth rate on malt agar and phenolic com-
pounds and it also exhibits a phenoloxidasic activity with cathecol,
gallic acid, guaiacol, hydroguinone naphtol, phloroglucinol and
tanic acid (see Fig. 4).

DISCUSSION AND CONCLUSIONS
The most important work carried out with Fungi species

with cellulasic or polyphenoloxidasic activities does not make
use of Polyporaceae.



TABLE 1

Effect of white-rot fungi Ganoderma resinacewm (Polyporaceae) on various
insoluble cellulozes or different phenols as measured by presence or absence
of colored zones in an agar medium (a) (b)

Strains
(=)
4595 4644 4646
R + +4 +
Catechol (11 X 10— 3M) OR 45 40 20
G 35 30 30
R ++++ ++ +4+
Gallic Acid (0.5 %) 2R 40 40 42
Sene G 30 35 20
% R ++4++4+ S LR +++++
Gulaiacol (1 > 107-M) @R 50 50 40
G 45 45 30
o R R TR m—
Hydroquinone (1 » 10~ -M) @R — — -
G 70 40 65
R G = e 13 o 1 ++++ - s S
Naphtol (0.05 %) @R 33 556 T5
e e o & 55 80 55
[ - + +
Pholoroglucinel (0.5 %) B8R 48 30 35
G 45 22 29
R e b — —
Resorcinol (1 % 10~3M) @R - — —
A — G 85 m 50
R e £ +4f +++4
Tannic Aceid (0.5 %) @R T0 67 40
_G 95 40 30
R e == at
Tyrosine (0.5 %) OR Eik o y B
ek, 18 30 18 30
v D white white white
Malt (2 %) R white white white
AP e SRS e e B G 85 Eﬂ_ M 55
Rot white-rot | white-rot | white-rot
R + ++ +
i e oM lilac lilac blue
Celluloge powder (1 %) -+ B +
(Clear zones) (mm) 38 35 35

(a) All values are the average of six replicates after 5 days growth.

(b) BSystem used to record coloration: —, Negative, no colour discoloration
of the agar under or about the mat. 4, Diffusion zone light to dark
colour, formed under inoculum at center of mat and wvisible only from
under side of dish. In case no growth takes place, a faint colour dis-
ccloration under the inoculum, +-+, Diffusion zone light to dark colour,
formed under most of mat but not extending to margin. Visible from
under side omly. +++, Diffusion zone light to dark colour, extending
a short distance beyond the margin of the mat and visible from the
upper side. + 44+, Diffusion zone dark colour, opague, extending
considerably beyond margin of fungus mat. + +-+-++, Diffusion zone
very intense, dark colour, opaque, forming a wide corona about mat.

(e) R = Reaction; @R = Diameter (mm) of reaction: G = Mycelian Growth;
CM = Colour of medium.
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Fig. 1. — Ganoderma resinaceum (4595, 4644); first tube-control
with cotton blue cellulose.

Some of the results obtained are in line with those of NILssON
(1974a, b), RauTteLa & CowLiNGg (1966), SmitH (1977), KIRK

& KELMAN (1965) but some of the species used in this work are

- different from those studied by those authors.

: The visualization of clearing zones on agar with powder
- cellulose was very difficult but the same fact is referred to by
~ SmitH (1977).

i Among 25 white-rot fungi only 13 showed distinct clearing
~ zones after using different powder cellulose (Avicel, Whatman
~ or cotton dyed cellulose) different pH values, different concen-

~ trations, different temperatures or even a treatment of the

cellulose powder with orthophosphoric acid (according to
‘WaLSETH, 1952).
No references were found as far as the alteration of the

~ blue colour of the dyed cotton cellulose that occurred with some
~ strains is concerned.

It was observed therefore, that some of our isolates helonging
to a same species gave different results in the same conditions
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Fig. 3. — Cellulasic activity of extracellular extracts of G. resinacewm
on CMC by loss of viscosity.

and it can be suggested that this fact can be attributed to differ-
ences related to host specificity or to geographical races within

- species fungi.
It is possible that numeric taxonomic analysis on the data
collected in the course of this work (which we intend to carry

out) will show that some of those isolates belong to a different
variety.
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Fig. 4. — Phenoloxidasic activity of Ganoderma resinacewm (456; 4595; 4644 or 4646)
on malt agar with different phenolic compounds. Gallic and Tannic Aecid, Catechol,
Guaiacol, Hydroquinone, Napthol, Phloroglucinol, Resorcinol or Tyrosine.

1— Tannic acid 3 — Guaiacol €& — Napthol
Gallic acid 4 — Phloroglucinol 7 — Resorcinol
2 — Cathecol 5 — Hydroquinine 8 — Tyrosine
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ABSTRACT

The strains of Polyporaceae — Inonotus hispidus (Fr.) Karst. and Fomes
fomentarius (Fr.: Fr.) Fr., were tested for their ability to degrade cellulose
{insoluble-modified or not by Walseth method-Avicel, Whatman and dyed
cotton cellulose) and carboxymethylcellulose (soluble cellulose = CMC) as
the sole carbon source. The celluloses were incorporated into a basal medium
containing mineral salts and growth factors, with or without agar.

The white-rot species Imonotus hispidus and Fomes fomentarius were
able to produce clearing zones on medium containing Avicel, Whatman powder
or carboxymethylcellulose. These strains were also able to promote the
release of the dye from the cotton cellulose (blue cellulose azure). The
cellulasic activity was tested with the soluble cellulose by reading at 525 nm
the O. D. of the reducing sugars obtained after 4 hours of incubation of
10ml of a 1% solution of CMC with 2ml of the extracellular extracts
from 8, 15, 22, 30, 40 and or 50 day old cultures growing in a liquid medium
containing CMC (1%:). That activity was also tested (guantitative and
gualitatively) on the same medium but with 24 agar and 0.1 % CMC and
according to the Teather & Wood (1882) method (the clearing zones were
visualizated by flooding the Petri dishes after inoculation and incubation). The
tests of loss of viscosity of the CMC (determined with an Ostwald viscosi-
meter) were done with the extracellular extracts and with cellulase of
Trichoderma viride (Sigma). The carboxymethylcellulase activity was deter-
mined in different conditions of age, pH and temperature.

* These results were presented at the «IT Congresso Lusoc-Espafiol de
Bioquimica», September 26-30, 1983, Barcelona, Spain.

[sn]
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The phenoloxidasic activity was tested by the oxydation of the different
phenolic compounds added, one by one, to the malt agar growth medium
(nine phenolic compounds were tested-catechol, gallic acid, guaiacol, hydro-
guinone, naphtol, phloroglucinol, resorcinol ,tannic acid and tyrosine). These
results are given by the intensity of the colour, the diameter of the reaction
and by the growth of the mycelia in that medium.

INTRODUCTION

INCE 1950 PiNTo-LoOPES and other authors drew attention to
the devastion of the woody tissues of trees and timber caused
by fungi of the Polyporaceae family. Some works were published
(such as ALMEIDA et al., 1964 and TEIXEIRA, N., 1964) and a
catalogue was also published (RODRIGUES, 1969) listing the different
species of Polyporaceae found in Portugal, showing the host trees
and their geographical distribution. The species have recently been
identified by MELo (1978a, b; 1980; 1981a, b; 1983) and by
MeLo et al. (1980, 1983) according to the Donk system (1974).
Different types of rot are caused by species of Polyporaceae
(white or brown-rot; alveolar, cubic or lamelar rot.).

It is our aim to find out what substrate they prefer (cellulose
or/and lignin) and to detect their cellulasic and phenoloxidasic
activities. For that purpose, tests on media with cellulose (soluble
or insoluble) or with phenolic compounds were carried out and
the tests on lignin are now in process.

MATERIAL AND METHODS
Material

The cultures were isolated from mycelium of fruity-bodies
collected from trees or from different substrates and they were
maintained by sub-culture on potato-dextrose agar (PDA) or on
malt agar (MA). In this work we tested Inonotus hispidus (strains
n* 452 and 4527) and Fomes fomentarius (strains n> 157 and 488).

Media

Screening for cellulolytic fungi occurred in the synthetic
media described by:

RAUTELA & CowLING (1966) — carbon source cellulose Avicel
and Whatman (0.25%, 0.5% or 1% cellulose) modified by the
‘WALSETH method (1952).
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NiLssoN (1974a, b, ¢) — carbon source cellulose Avicel and
Whatmon (0.5% or 1% cellulose) modified or not by the WALSETH
method (1952).

NORKRANS & HAMMARSTROM (1963) — carbon source carbo-
xymethylcellulose 0.19% and 19%.

Methods

All growth tests were carried out at an incubation temper-
ature of 25°C + 1°C. ;

In order to inoculate the same quantity of mycelium, discs
were cut-out from cultures which had grown on an agar medium
using a 12m cork-borer.

Cellulase production was evaluated by the appearance of
clearing zones on insoluble cellulose (AVICEL and WHATMAN) or
soluble cellulose agar medium (CMCA) around the inoculum and
its extent recorded as the diameter in mm, according to RAUTELA
& CowLiNGg (1966), NiLssoN (1973, 1974a) TEATHER & WooD
(1982). After inoculation, the Petri dishes extracellular extracts
in the wells and CMC as substrate, maintained in the refrigerator
for 30 min. and were stained with Congo red according to the
TEATHER & WooD method (1982). The cellulasic activity was
quantified using a direct relation between log enzyme concentration
and the diameters of the cleared zones induced on the medium
by the mycelia or by the extracellular extracts placed in wells
made previously in the medium containing 0.1 % of CMC. Cellulase
production was also evaluated by the release of the cotton cellulose
dye that had diffused into the basal layer of the medium (PEeT-
TERSON et al., 1963; SmiTH, 1977).

The CMC,ce activity was also tested, in a liquid medium
containing 19 of CMC in phosphate buffer with different pHs.
For that purpose 5ml of an inoculum prepared from a macerate
of 5 mycelial plugs in 25 ml of water was added to 50 ml of the
liquid medium also containing 19 CMC.

After 8, 15, 22, 30 and 40 days of incubation the mycelia
were harvested by centrifugation (30 min. at 10,000 r.p.m., at 0° C),
and then stored frozen. Two ml of the supernatant was then added
to 10 ml of a buffer containing 1% of CMC and after 4 hours
of incubation (at the optimal temperatures) the econcentration
of the reducing sugars read at 525 nm following the SomoGYI-
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NeELsoN method (Somocyi, 1937; NELsoN, 1944; Somocyi, 1952).
The activities were determined at different pH and temperature
values and from differenty aged cultures. The decrease in viscosity
of CMC solution at 1 % was measured with an Ostwald viscosimeter
adding 6 ml of an extracellular extract and 30 ml of 1% CMC
in buffer, and the time taken to elapse was appointed and com-
pared with a standard CMCgse of Trichoderma viride (10 mg
ml~') in the best conditions of pH, temperature and age of
those cultures.

Protein concentration in culture supernatants was estimated
according to LOWRY et al. (1951) using bovine serum albumin
as a standard.

Phenoloxidasic activity was tested on a malt agar medium
containing one of the following phenolic compounds (in different
concentrations 0.5%, 0.05%, 0.005% or 10~%, 10" mol 17 of
medium) — catechol, gallic acid, guaiacol, hydroquinone, naphtol,
phloroglucinol, resorcinol, tannic acid and tyrosine. The growth
of the mycelium from the inoculum (discs with 12 mm in diameter)
and the extent of the coloured zone under or around was recorded
after 5 days of incubation. We tested the phenolic compounds
according to BAVENDAMM (1928), NoBLES (1958), KAARIK (1965),
Km®RK & KeELMAN (1965) and GILBERTSON et al. (1975) methods.

RESULTS

Enzymic hydrolysis of cellulose

Fomes fomentarius is able to degrade cellulose powder (Avicel
and/or Whatman) and can release the dye from cellulose and
produce extracellular carboxymethylcellulase which is clearly
shown by the results presented in Table I and Fig. 1 (CMC stained
by Congo red: CMCgase coloured yellow or lilac) and Fig. 3 (pro-
duction of reducing sugars from CMC). The cellulasic activity
is at its best from an extracellular extract of a 15 day old culture
using CMC and the highest activity is at pH 5.8 and at a tem-
perature of 50° C.

The loss of viscosity is higher at pH 5.8, after 40 days of
culture and at a temperature of 50° C (refer to Fig. 4). This
species produced extracellular CMC,se with higher concentration
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TABLE I

Effect of white-rot fungi (Polyporaceae) on various celluloses as measured
by presence or absence of clearing zones or diffusion of the blue dye.
Contents of extracellular extracts in CMC .., proteins, reducing sugars and

decrease of viscosity from CMC (a, b, c)

S Foames fomentarins Inonotus hispidus
Species (L.: Fr.) Fr. (Bull.: Fr.) Karst,
Strains 157 488 452 4527
i :
B 5.4 e — 4552 | —
3 PH g8 22 — | 2 -
3 51 e 3 =z il
@ Whatman
=
g . R F++ | HH+ | A+ | T
Ch. md. colour | Reddish | Reddish et -
et R bt ++ ++ ++
Ha R 33 33 32 36
aG 29 32 18 14
3,100 3,800 2,250
cMC L ‘Wasn't 2 :
» ok /1) 10 days | . eq |30 days| 30 days
2 ; old old old
=
"E}' Reducing su- 206,0 » 2548 226,3
= gars (ug/ml)
=
2 Proteins 321,5 » 166,0 204,0
& (ng/ml)
Decrease of 86,27 » 9212 | 8711
viscosity (%)
Relat. activity 100 » 250 250
{AR)

(a)
(b)

(e)

All values are the average of six replicates after 5-30 days' growth.

Degradation of insoluble (Avicel, Whatman) cellulose or soluble cel-
lulose (CMC) — The activities have usually been measured by formation
of clearing zones (mm) in soluble cellulose agar.

R = Reaction; OR = Diameter (mm) of reaction; @G = Diameter (mm)
of mycelian growth; +-+ = Faint diffusion of blue dye or of Congo
red reaction; +++4 = Diffusion of blue dye to dark colour or less
intensity of Congo red reaction; |4 ++ = Great intensity of diffusion
of blue dye to dark colour, extending considerably on the lower layer
of medium or better intensity of CMC,. and CMC substract;
+ 4+ 44+ = Diffusion of blue dye very intense, dark colour, opague,
staining all lower layer of medium or the best reaction between CMC
and CMC substract.




Fig. 1.— Cellulasic activity of extracellular extracts
of Fomes fomentarius on carboxiymethylcellulose
(TEATHER & Wo0oD method, 1882). a) extracellular
extract rcaction; s) Standard cellulase from
Trichoderma viride.

Fig. 2. — Cellulasic activity of extracellular extracts of

Imonotus hispidus on carboxymethylcellulose (TEATHER

& Wo00D method, 1982), a) extracellular extract reaction;
s) Standard cellulase from Trichoderma viride.
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Strain n® 157

2604

stasssss Qth day of Cul1l.|l'!‘|
esocaaca IE"l: day of culture |
k ————— 2nmdav of culture | 1= 50°C3 1°C -pH 58
B —— 30 day of culture )
T e A e T S 1 rePord 1] soth day of culture
o 5 s Standard cellulase
G S
3 RS
s FPSCR
£ 120 N
(U
e." ."-.
L9 e, :
Rk T T
.‘“..% i dans s i O RS ra et a bt

60

2,
S
LT
'‘Saho
e P

e —— LTTT
\ B CEE Sy B SesNtssssocvvsssassese

0 60 120 |§u
Time {min})

FiFg, 4. — Cellulasic activity of extracellular extract of Fomes
fomentarius on CMC by loss of viscosity.

(g ml~') in the following conditions: t(*C) 50, pH 5.8, and
8 days of culture.

As for Inonotus hispidus one can see in Table I and Fig. 2
that the cellulose powder (Avicel) and carboxymethylcellulose
on an agar medium are degraded (CMC stained by Congo red)
and that the dye is released from the cotton cellulose. In liquid
medium with CMC, the activity was evaluated and the best
conditions were pH 5.4-5.8, temperature 55° C and a 30 day old
culture. The contents of CMCase in extracellular extracts was
higher in a 30 day old culture (consult Table I and Fig. 5).

The loss of viscosity was best at pH 5.8, 50°C and at 22 day
as is represented in the Fig. 6 confirming the other results of
CMC.,;Q 3cti\’ity.

Enzymic reactions of phenolic compounds malt agar media

Although the strains n° 157 and 488 of F. fomentarius had
different results on malt agar with the diverse phenolic compounds,
qualitatively they are similar (Table II).
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TABLE II

Effect of white-rot fungi (Polyporacene) on various phenols as measured

by presence or absence of coloured zones in an agar medium (a, b, ¢)

Species > Fomes fomentarius Inonolas hispides
Phenals {L.: Fr.) Fr. {Bull: Fr.) Karst,
Strains > 157 @ | am 4527
Cathechol ; R +++ i +1+7+ ——
i R 35 37 40
(1 X1072M) G 30 17 16 16
e F+4+ | +4+++ | ++++ | ++++
?oa;“%;‘md OR 20 43 50 39
: G NG 15 NG NG
R s o +++ S
s S OR 25 35 40 40
(13X 107°M) G 30 22 17 18
Hydroguinone gR :-D -;04_ ;_8 Ay
(1310 3M) G NG NG 18 17
R + el i bk
%aggt% R 35 40 42 28
y G NG NG 30 28
R 5 5 EE e
f&’{,}"g‘f lucinol OR 30 20 48 18
: G 78 20 27 13
R T ++4 i =
Resorcinol
@R 90 25 20 =l
(1X10—°M) G 90 50 20 16
R +4++ | F+++ | F+ ++
'ﬁf’;‘,‘,;,f} acld OR 27 29 28 24
i G 25 30 16 14
R T+ =t + +
?3'?’%?" OR 35 15 25 20
3 G 40 25 30 22
D | White White | Yellow | Yellow
]i";“j; S Colour | R’| Yellow | Yellow | Brown dark
: & brown dark 14
G 50 30 20

(a)
(b)

(c)

All values are the average of six replicates after 5-30 days’ growth.

System used to record coloration: —, Negative, no colour discoloration
of the agar under or about the mat. +, Diffusion zone light fo dark
colour, formed under inoculum at center of mat and visible only from
under side of dish. In case no growth takes place ,a faint colour dis-
coloration under the inoculum. + -+, Diffusion zone light to dark colour,
formed under most of mat but not extending to margin. Visible from
under side only. +-++, Diffusion zone light to dark colour, extending
a short distance beyond the margin of the mat and visible from the
upper side. +-++-+, Diffusion zone dark colour, opaque, extending
considerably beyond margin of fungus mat. +4-+++, Diffusion zone
very intense, dark colour, opaque, forming a wide corona about mat.
R = Reaction; @R = Diameter (mm) of reaction; G = Mycelian growth
(mm); NG = Non Growth; D = Direct; R' = Reverse.
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Strain n°4527

cossane !5"' day of culture

evae 2210 day of culture |12 50°C3 1°C-pH 5.8
—— e 30N day of cullure |

Standard cellulase

Time | sec )

———

Time [ min.}

Fig. 6. — Cellulasic activity of extracellular extract of Imonotus
hispidus cn CMC by loss of viscosity.

They gave intense reactions with some phenolic compounds
and grew well on the medium with of without that substrate. The
results are expressed in Table II and can be observed in Fig. 7).
Strains nr. 452 and nr. 4527 of I. hispidus also gave, different
qualitative results with the different phenolic compounds as ean
be seen in Table II and Fig. 8.
These strains have a slow growth on malt or potato dextrose
agar (= 90mm for 30 days) and although all of them oxidize
on malt agar with phenolic compounds, their growth is better.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

The most important work carried out with fungi species
which have cellulasic or phenoloxidasic activities does not pre-
ferentially use Polyporaceae.

Some of our results are in line with those of RAUTELA &
CowLiNG (1966), NmssoN (1973, 1974a, b, c¢), KIRK & KELMAN
(1965), KAARIK (1965) and SMITH (1977) but the species used
in this work are not the same as those studied by them. Among
25 white-rot and 13 brown-rot species of fungi tested in our

cellulose agar medium. The visualization of clearing zones on

laboratory, only 14 showed distinct clearing zones on a insoluble *



Fig. 7. — Effect of Fomes fomentarius on diversous phenolic compounds — Gallic and
tannic acid, cathecol, guaiacol, hydroquinone, naphtel, phoroglucinol, resorcinol
and tyrosine.

4 — Cathecol T — Gualiacol
5 — Hydroquinone 8 — Ressorcinol
6 — Naphtol 9 — Tyrosine

1 — Gallic aeid
2 — Tannie acid
3 — Phlorogluecinol




i erebia

fig. 8. — Effect of Imonotus hispidus on diversous phenolic compounds — Gallic and
- tannic acid, cathecol, guaiacol, hydrogquinone, naphtol, phoroglucinel, resoreinol

and tyrosine.
1 — Tannic acid 4 — Phloroglucinol 7 — Naphtol
2 — Gallic aecid 5 — Guaiacol 8 — Resorcinol

3 — Cathecol 6 — Hydroquinone 9 — Tyrosine
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agar with powder cellulose was very difficult, perhaps we used
a high concentration of cellulose, but SmrTH (1977) has had the
same difficulty.

When we tested CMC agar medium similarly to HANKIN
& ANAGNOSTAKIS (1977), Woop (1980), VANDAMME et al. (1982)
and TEATHER & Woop (1982) the clearing zones were clearly
visible with the strains now presented in this work. When we
placed extracellular extracts or a standard sample in the wells
made previously in a CMC agar medium, we also obtained clearing
zones but after a short time the yellow zones became lilac (the
standard sample had the same shade). As TEATHER & WooDp
suggested (and as it is common in tests with antibiotics) we
can find out the contents of CMCase in the extracellular extracts
of the tested strains (see Table I and Figs. 1 and 2). No references
to the alteration of the blue colour of the dyed cotton cellulose
that occurred with some of our strains were cited by other authors.

The reaction of the extracellular phenoloxidases with different
phenolic compounds suggest that Fomes fomentarius and Inonotus
hispidus will have a different affinity to degraded lignin. Therefore
we have observed, that some of our isolates (n° 157 and 488,
452 and 4527) belonging to the same species gave different results
(in the same conditions) which suggests that this fact can be
attributed to a host specificity or to geographical races within
the species.

It is possible that the numeric taxonomic analysis in the
data collected in the course of our project (57 isolates belonging
to 38 different species of Polyporaceas) permit us to conclude
that some of our isolates belong to different varieties.
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ABSTRACT

This paper shows that crude extracts of lichens obtained from Clado-
niaceae species, collected cn tableland rilieve, sandy eoil of Santa Rita and
Alhandra, Paraiba state, Northeastern part of Brazil, exhibit cytotoxic
activity on KB cells in vitro, and inhibit the growth of the sarcoma-180 and
Ehrlich carcinoma in vivo. It is demonstrated that the Cladonia substellata
and the Cladonia verticilleris crude extracts Inhibited both 809 of the
Ehrlich carcinoma growth and 73 % and 64 % respectively of the sarcoma-180
growth. The other species of lichens tested such as Cladonia crispatula,
Cladonia sp. and Cladina dendroides did not show significant activity.

INTRODUCAO

A comprovada eficiéncia das substincias liquénicas contra
diversas enfermidades, vem sendo pesquisada ha varias
décadas (Lrano 19, 1951; HARKSWORTH & HmL 11, 1984).

O poder inibidor de extratos brutos e substincias puras no
crescimento de bactérias, é comprovado a partir de 1944, por
BURKHOLDER 2 e seus colaboradosres.

Por outro lado, atribui-se a esses produtos de metabolismo
secundério dos liquens, atividade farmacolégica, hipotensiva, anal-

Departamento de Antibidticos® e Boténica® Centro de Ciéncias Biold-
gicas, Av. Prof. Moraes Rego, s/n, 50739, Cidade Universitiria, Recife
— PE, Brasil.
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gésica, anti-inflamatoéria, anti-espasmoédica e neuromuscular
(CorREIA DA SILVA 3, 1976; CorREIA DA SiLvA 4, 1979; APpa-Rao
& PRABHARKAR1, 1987).

Os polissacarideos extraidos de liquens foram largamente
estudados, quanto 4 sua acfo inibidora do crescimento de tumores
cancerigenos.

SHIBATA et alli 26, 27 (1968a; 1968b) reportaram a completa
regressido do sarcoma-180 gquando tratado com fracbes de polissa-
carideos isolados de diferentes espécies de liquens, tendo sido
exemplificada, pela primeira vez, a atividade antitumoral de gli-
copeptideos de liquens em um manano e um glucano isolados de
Lobaria orientalis (TAKAHASHI et alli2®, 1974; NISHIKAWA et
alli21, 1979).

Heteroglicanos obtidos de espécies de Lasallia, Usnea e Cla-
donia foram considerados por NISHIKAWA ef alli22 (1974), como
de atividade moderada frente a tumores aseciticos do tipo carci-
noma de Ehrlich. Compostos liquénicos nitrogenados impediram
o completo desenvolvimento deste mesmo tipo de tumor, porém
essas mesmas substdncias ndo exerceram influéncia contra o
sarcoma-180 do tipo sélido (FuJikawA et alli 9, 1973; TAKAHASHI
et alii30, 1981).

Substincias de natureza icida como a atranorina e os Acidos
D-protoliquesterinico e nefrosferinico, foram também ativos contra
a carcinoma de Ehrlich do tipo sélido, bem como o Acido fisnico
com atividade inibidora significativa contra o carcinoma de Lewis
(HImavyamMa et alii12, 1980; HirosHi13, 1972; KUPCHAN &
KOPPERMANN 16, 1975).

Segundo TAKAI et alii *® (1979), o acido tsnico e seus deri-
vados lipofilicos apresentaram citotoxidade em testes com leucemia
murina P 388 e células L 1210. Esses compostos de comprovada
eficicia sdo também reportados como substincias componentes
de diversas espécies da familia Cladoniaceae, dentre outros
(HUOVINEN & AHTI4, 1986a; HOUVINEN & AHTI15, 1986b:
LEecAZ et alii 17, 1986; CULBERSON et alii®, 1977; XAVIER-FILHO
et alii 32, 1985). Por esta razao, foram selecionadas espécies desta
familia para testes de atividade antineoplasica.

Este trabalho teve como objetivo detectar possiveis efeitos
citotéxicos e antitumorais de extratos liquénicos, obtidos a partir
de espécies da familia Cladoniaceae, ocorrentes em diferentes
4reas de tabuleiros arenosos (cerrado), no Estado da Paraiba,
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Nordeste do Brasil, visando um melhor conhecimento dos recursos
naturais a nivel regional, além de uma provével contribuigdo
ao estudo de substincias com atividade anticancerigena.

MATERIAIS E METODOS
1. Liquens: coleta e preparaciio

Neste trabalho foram utilizadas as espécies Cladina dendroides
(des Abb.) Ahti e Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. coletadas
em Alhandra e Santa Rita, Cladonia substellata Vainio e Cladonia
crispatula (Nyl.) Ahti coletadas em Santa Rita e Cladonia sp.
coletada em Alhandra.

Os extratos foram preparados a partir dos talos secos &
temperatura ambiente (cerca de 30° C) e extraidos com solventes
orgdnicos em série eluotrépica, a citar: heptano, cloroférmio,
acetona e metanol, por sistema de esgotamento a frio. Os extratos
obtidos foram evaporados e mantidos em dessecador até peso
constante.

2. Atividade citotéxica

O estudo «in vitro» foi realizado pelo método de cultura de
tecido. Células KB (carcinoma nasofaringeo) foram desenvol-
vidas em «Minimal Essential Medium: Mewm (EacLeT, 1959),
suplementado com 10 9% de soro fetal bovino, 1% de glutamina
e 1% de antibiético (penicilina, streptomicina e kanamicina).

As células foram cultivadas rotineiramente em dias alter-
nados, e semeadas em 106 células por frasco. O material foi
empregado no ensaio de citotoxicidade de acordo com o «Protocol
for Screening Chemical Agents and Natural Productss» (GERAN
et alii10, 1972), e repicadas 24h antes do experimento em
monoextrato, removidas com 0,25 % de tripsina (EDWARDS &
FocH 8, 1959) e diluidas no meio a 30 000 células/ml.

Os extratos liquénicos testados foram acrescentados a 4,0 ml
do meio a uma concentracac de 0,1; 1,0; 10,0 e 100,0 ycg/ml.
As placas foram incubadas por 72h em uma atmosfera de 5%
de CO.. ;

A atividade citotoxica foi avaliada pela percentagem de ini-
bicdo de crescimento do tratado em relagdo ao grupo controle.
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A proliferacio celular foi medida pela concentracdo de proteinas
(OvamMA & EAGLE 24, 1956).

3. Atividade antineoplasica

Os extratos liquénicos foram submetidos a teste preliminar
de toxidez aguda para a determinacio de DL, aproximada
(OETTEL & WILHELM 23, 1955) e empregados na quimioterapia
usando a décima parte da dose letal média. Os extratos apresen-
taram uma boa diluicio quando adicionados de tween 80 a 10 %
e soro fisiolégico. A atividade antitumoral foi verificada nos
tumores experimentais sélidos sarcoma-180 e carcinoma de
Ehrlich, para camudongos albinos suicos variagio musmusculos.
Nos experimentos, os animais doadores mantinham tumores
com 12 a 15 dias de implantados. A técnica empregada foi a co -
implantacdo de fragmento tumoral via subcutdnea por meio de
trocater (STOCK et alii28, 1955). Apés 24h do implante foi
iniciada e quimioterapia por T dias. Ao término do tratamento
os animais foram sacrificados, pesados e os tumores dissecados
para avaliacdo do célculo de inibigdo tumoral, obedecendo a for-
mula TWI% = C— Tx100 (NACHON et alii20, 1981).

RESULTADOS

A cultura de células é um meio especifico utilizado nos testes
«in vitros, objectivando selecionar substincias com atividades
antiproliferativa, oferecendo a vantagem da obtencdo de respostas
imediatas em relacdo a4 dose téxica da substincia estudada, sob
condicdes controladas de crescimento.

Na Tabela I, encontram-se os dados de efeito toxico dos
extratos liquénicos sobre as células de cincer da linha continua KB.

A atividade antitumoral dos extratos liquénicos testados esta
expressa na Tabela II para os resultados obtidos com liquens
colectados em Santa Rita, e na Tabela III encontram-se os dados
de atividade antitumoral de liquens ocorrentes em Alhandra.

DISCUSSAO

Das espécies de Cladoniaceae utilizadas neste trabalho, apenas
duas, ocorrentes em Santa Rita, demonstraram atividade cito-
toxica e antineoplissica relevante.



TABELA 1

Atividade citotéxica de extratos liquénicos sobre células
da linha KB — Determinacio da DI,

Espécies Procedéncia i Di;
|
Cladonia sp. Alhandra | =~ 23 ,cg/ml
Cladina dendroides Alkandra S22 30 wop
Santa Rita =12 ucg/ml
Cladonia verticillaris » Alhandra ~~ 17 pcg/ml
Santa Rita =~ 30 ucg/ml
Cladonia crispatula Santa Rita ~— 26 ucg/ml
Cladonia substeilata Santa Rita ~ 12 wcg/ml
TABELA II

Alividade antitumoral de extratos brutos de liquens coletados

em Santa Rita, PB-Brasil

o Tipo de Dose M. diferenga de M. do peso de tumor Inibigao
Bapécies tumoe | mgfkg < Tip| pese CIT (g) CIT () (%)
W 80 +15/-04 | 1,0 *=054/0,36 =017 | 64,0
Cladonia verticillaris | po yion | g0 | +21/-16 | 1,2 +092/025+012 | 80,0
! S. 180 60 +15/-24| 10 =054/027T+019 | 73.0
Clado tellat :
nia substellata | o o onl 60 | +21/-832|127+092/025+017 | 800
B lonic. orissateia. | B 189 60 +14/-1,1 | 0,81 = 0,34/0,60 = 0,20 | 26,0
Ehrlich 60 +21/-05 | 1,27 = 0,92/0,65 + 0,43 | 488
: S. 180 60 +15/-00 | 1,0 +0,54/0,54 = 0,42 | 46,0
Cladonia dendroides ¥ v ]!
i Ehrlich 60 | +28/-25 | 1,25+ 0,49/0,79 ~ 0,29 | 368
TABELA III
Atividade antitumoral de extratos brutos de liquens colectados
em Alhandra, PB-Brasil
Espécies Tipo de Dose M. diferenga dtl M. do peso do tumor Inibigio
tumor mg/kg ><Tip | pese C/T (g) CiT(g) [LI°Y]
Cladina dendroides S. 180 80 + 14/ -1,2| 0,81 =0,34/0,46 = 0,30 | 43,2
. S. 180 25 1+ 1,4/4+ 06| 0,81 = 0,84/0,40 = 0,35 | 50,6
Cladon : ’
_— Ehrlich 25 +21/4+1,6| 1,27 = 092/0,62 = 0,44 | 51,2
BB i verticiianii | i 180 60 + 0,6/ -1,2| 0,88+ 0,54/0,75+0,60 | 150
Ehrlich ! 60 |+ 28/ 10| 1.25 = 0,99/0,97 = 0,48 | 22,4
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Os ensaios de acfo antiproliferativa dos extratos liquénicos
realizados com células da linha continua KB demonstraram que
a Cladina dendroides e a Cladonia substellata foram as espécies
cujos extratos apresentaram maior citotoxidade, com uma DI,
em torno de 12 pcg/ml para ambas, resultado considerado satis-
fatério em comparacéo com as demais espécies testadas (Tabela I).

Na interpretagio dos resultados dos testes de atividade anti-
tumoral, foram considerados fortes inibidores aqueles extratos
que impediram o desenvolvimento tumoral acima de 60 %.

Nos testes de atividade antineoplésica realizados foi demons-
trado que os preparados obtidos de Cladonia substellata e Cla-
donia verticillaris coletadas em Santa Rita possuem poder de
inibico de 80% do crescimento do carcinoma de Ehrlich, além
de inibirem respectivamente em 73 % e 64 % o desenvolvimento
do sarcoma-180 (Tabela II).

Por outro lado, ainda na mesma Tabela, é possivel observar
que a Cladonia verticillaris coletada em Alhandra no mesmo
periodo nfio apresentou inibicdo significante dos tumores tes-
tados. PEREIRA 25 (1989) reporta uma influéncia da sazonalidade
na atividade antimicrobiana de extratos liquénicos, para espécies
colectadas nas mesmas regides.

E provavel que no periodo chuvoso os fenéis contidos no talo
sejam lixiviados, enquanto durante o periodo seco haja uma
provavel retencdo desses compostos através da cristalizacio.
Outrossim, os espécimens aqui estudados, foram coletados apenas
no periodo seco, o que descartaria a possibilidade de uma influéncia
sazonal. Entretanto, LEGAZ ef alii 17 (1986) mencionam diferentes
quantidades de fendis e pigmentos em Cladonia verticillaris, con-
siderando apenas se o tufo liquénico ocorria sob arbustos, ou
estavam expostos ao sol.

PEREIRA 25 (1989) sugere ainda. que as variacdes dos com-
ponentes microclimaticos das areas em estudo (Santa Rita e
Alhandra), sejam os responsaveis pela alteracio do teor de subs-
tancias ativas contidas no talo, atribuindo diferentes microclimas
para essas areas de solos e vegetacdo de constituicdo similares.

E também possivel observar na Tabela II que os extratos de
Cladonia crispatula e Cladina dendroides ndo exerceram relevante
inibicdo, frente aos tumores testados.

Na Tabela III, onde foram expressos os resultados dos testes
antitumorais com extratos de Cladoniaceae colectadas em Alhan-
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dra, é possivel constatar que a Cladina dendroides, Cladonia sp.
e Cladonia verticillaris foram ineficazes nos ensaios de inibicao
tumoral. '

CULRBERSON 5 (1969) refere o 4cido fumarprotocetririco como
substincia em maior concentracio em Cladonia verticillaris,
enguanto AHTI, em comunica¢do pessoal, sugere, ainda, o 4cido
protocetririco e a substincia Cph., para esta espécie. LEGaz et
alii 17 (1986), detectaram por HPLC (cromatografia liquida de
alta eficacia) em Cladonie verticillaris além do acido fumar-
protocetrarico e orcinol, 8 metil-orcinol carboxilato e atranorina.
PEREIRA 25 (1989) identificou em TLC de extratos desta espécie,
seis bandas que correspondiam &s substincias referidas pelos
autores supra mencionados.

A Cladonia substellata, segundo CULBERSON ef alii® (1977)
possui o Acido 1isnico em maior concentracao e, ainda, os Acidos
estitico, constitico e, segundo AHTI (comunicacdo pessoal), tam-
bém o 4acido criptoestitico.

Em comunicacido pessoal, AHTI sugere para Cladonia cris-
patula os acidos tamnélico e decarboxitamndlico; para Cladina
dendroides os #écidos fumarprotocetririco e protocetrarico e a
substincia Cph.. PEREIRA 25 (1989) sugere ainda para C. den-
droides o 4cido Usnico, o que confirma os dados de LEGAZ ef alii 18
(1987).

De acordo com HIRAYAMA et alii 12 (1980) e HirosHI 13 (1972),
os acidos D-protoliquesterinico e nefrosferinico, além da atra-
norina sdo ativos contra o carcinoma de Ehrlich do tipo sélido,
enquanto o 4cido lsnico é apontado por estes autores bem como
por KupCHAN & KOPPERMANN 18 (1975) como inibidor do car-
cinoma de Lewis. Segundo TAKAI et alii 31 (1979) este composto
possui atividade citotéxica contra células de leucemia P 388
e L 1210.

CONCLUSAO

Face ao exposto, é possivel atribuir aos 4cidos fisnico e
fumarprotocetririco a atividade antineoplisica detectada neste
trabalho, visto que das espécies que apresentaram poder inibidor,
Cladonia substellata possui o primeiro em alta concentracéo,
enquanto que o segundo ocorre em Cladonia verticillaris junta-
mente com a atranorina, também referida como eficiente na acéo
antitumoral.
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Vale salientar que a maioria dos trabalhos de atividade
antineoplisica de substéncias liquénicas refere-se aos seus polissa-
carideos. Portanto, para que seja possivel tecer consideragoes
acerca dos principios ativos contidos nas espécies estudadas,
posteriormente serdo realizados testes com fracles obtidas dos
extratos brutos lipofilicos, ou seja a partir de solventes orgéanicos,
bem como dos agquosos.
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ALGUNS FUNGOS LENHICOLAS
DO PARQUE NACIONAL DA PENEDA-GERES,
NOVOS PARA PORTUGAL

I. MELO * & M. T. TELLERIA **
* Museu, Laboratésio ¢ Jardim Botinico, Rua da Escola Politécnicas, 58,
1200 Lishos — Portugal.
** Real Jardin Botanico, Plaza de Murillo, 2, 28014 Madrid — Espanha.

Recebido em 6 de Julho de 1990,

SUMMARY

Thirty four species of Aphyllophorales (Fungi, Basidiomycetes), mainly
corticia and polypores, are reported as new to Portugal. Specimens were
collected at the Peneda-Gerés Natlonal Park, the selected area for the first
foray of the Iberian Mycological Flora project. Short descriptions, ecological
and chorological notes refering to the Iberian Peninsula are provided for
every fungus species, and many are illustrated.

SUMARIO

Trinta e quatro espécies de Aphyllophorales (Fungi, Basidiomycetes),
em grande parte Corticiaceae e Polyporaceae, sfo referidas pela primeira
vez para Portugal. Os espécimes foram todos colhidos no Parque Nacional
da Peneda-Gerés, a Area seleccionada para a realizacfo da primeira cam-
panha integrada no projecto «Flora Micolégica Ibéricas. B dada uma breve
descricAo dos himendforos, bem como alguma informacfo adicional sobre
a ecologia e corologia das espécies na Peninsula Ibérica; grande parte delas
estd ilustrada.

SITUADO no NW de Portugal, ao longo da fronteira espanhola

(Galiza), o Parque Nacional da Peneda-Gerés ocupa o limite
NE e NW das provincias do Minho e de Tras-os-Montes e Alto
Douro, respectivamente, ocupando uma A4rea aproximada de
72000 ha. Pela sua situacdo, riqueza de vegetacdo, diversidade
de microclimas e espécies vegetais, foi considerado como local
prioritario para a realizacdo de uma primeira campanha micolé-

[34]
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gica, integrada no projecto Flora Micolégica Ibérica. No decurso
do estudo dos fungos colhidos durante esta campanha, encon-
tramos, juntamente com outras bastante comuns, um niimero con-
sideravel de espécies de Aphyllophorales nunca referidas para
Portugal. Grande parte destas espécies possuem himenéforos
reduzidos, passando muitas vezes despercebidos. Talvez seja esta
a razdo porque s6 foram colhidas em uma ou duas localidades.

Este estudo é baseado em coleccdes depositadas em LISU
e MA-Fungi. As espécies estdo dispostas por ordem alfabética,
independentemente das suas relagbes sistemiticas e, para cada
uma, é feita uma pequena descricdo baseada nos espécimes exami-
nados, acentuando-se os caracteres que as distinguem das espécies
préximas, suplementada, em alguns casos, com dados sobre a sua
ecologia e distribuicdio na Peninsula Ibérica.

Aleurocystidiellum disciforme (DC.: Fr.) Telleria Fig. 1
Biblioth. Mycol. 135: 25, 1990

Terras de Bouro, Gerés, Albergaria, 20TNGT7227, 750 m, Quer-
cus robur, em tronco, 1989.04.29, I. Melo, J. Cardoso, M. T. Telleria,
K. Hjortstam & M. Duenas 4022 (LISU, MA-Fungi).

Himenoforos discoides de 1-25cem de difmetro, coriiceos,
creme-eshranquicados, lisos ou ligeiramente tuberculados, com
margens espessadas, pouco aderentes ao substrato. Sistema de
hifas monomitico, hifas hialinas, septadas, com ansas, de paredes
finas ou muito espessadas nas hifas basais, 2-3,5 um de didmetro;
gloeocistidios 55-85 X 7-10 pm, sulfopositivos, com é&pice moni-
liforme:; basidios subaclavados, 75-80 X 8-12 ym, com 4 esterigmas
longos atingindo 18 um de comprimento; esporos hialinos, subglo-
bosos a elipsbides, de membrana irregularmente verrucosa, com
apiculo pronunciado, amil6ides, medindo cerca de 16-20 X< 10-
-13,5 pm.

A. disciforme desenvolve-se, como parasita, em troncos vivos
de caducifélias, geralmente espécies de Quercus (LEMKE, 1964).
A auséncia de acanto e dendrohifidios no himénio, associada
a forma dos himenéforos e ornamentacio dos esporos levaram
BomiN et al. (1968: 1985) a transferirem a espécie do género
Aleurodiscus para o género Aleurocystidiellum; a nova combi-
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nagio, porém, nao foi vilida, uma vez que os autores nio publi-
caram o respectivo basiénimo, falha que foi depois reparada por
TELLERfA (1990).

Aleurodiscus aurantius (Pers.: Fr.) Schroet. Fig. 2
Krypt.-Fl. Schlesien 3 (1): 429, 1988

Terras de Bouro, Gerés, Albergaria, 29TNGT7227, 750 m, Arbu-
tus unedo, em ramos finos, 1989.04.29, I. Melo, J. Cardoso, M. T.
Telleria, K. Hjortstam & M. Dueiias 4032 (LISU, MA-Fungi).

Himenéforos corticéides, resupinados, fortemente aderentes
ao substrato, pédlidos, cam tonalidade alaranjada, sem margem
bem definida. Sistema de hifas monomitico, hifas hialinas, de
paredes finas, septadas e com ansas, 2,54 ym de didmetro; cis-
tidios quase sempre ampuliformes, de 4pice moniliforme, sulfo-
positivos; presena de numerosos dendrohifidios, fortemente rami-
ficados no dpice, cobertos de cristais: basidios cilindricos a subacla-
vados, 60-75 X 12-17 um, com 4 esterigmas longos, até 20 ym de
comprimento; esporos hialinos, elipséides, finamente equinulados,
amiléides, com cerca de 16-20 X 12-14 um.

Espécie cosmopolita, conhecida na Peninsula Ibérica de varios
pontos de Espanha: no norte, para as provincias de Astdrias
(DUENAS & TELLERfA, 1988: 17-18), Alava (SALCEDO LARRALDE,
1989: 36-37), Guiplhzcoa (TELLERiA & NAvVARRO, 1980: 9) e
Huesca (HJORTSTAM et al., 1981: 528) e no sul para a provincia
de Granada (ORTEGA ef al., 1982: 54). Desenvolve-se como sapro-
fita em ramos e troncos mortos de angiospérmicas, na Europa
com uma preferéncia marcada pela familia das Rosaceae (LEMKE,
1964). O material portugués, apesar de escasso, era facilmente
reconhecido como 4. aurantius, pelos grandes esporos equinulados,
cistidios ampuliformes e dendrohifidios ramificados.

Amylostereum laevigatum (Fr.) Boidin Fig. 3
Rev. Mycol. 23: 345, 1958

Arcos de Valdevez, Mezio, Entre Outeiros, 20TNG5937, 630 m,
em madeira nao identificada, 1989.04.30, M. T. Telleria, 9631Tell.
(LISU, MA-Fungi).
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Himenéforos resupinados, adnados, lisos ou quando secos
finamente fendilhados, castanhos claros. Sistema de hifas mono-
mitico, hifas hialinas ou ligeiramente amareladas, septadas, com
ansas, fortemente ramificadas, de membrana fina ou espessa,
dificeis de diferenciar. Cistidios, quando jovens, subulados, de
paredes finas, mais tarde tornando-se mais espessas, castanhas
amareladas a castanhas, fortemente incrustadas na parte apical;
basidios estreitamente aclavados, 25-35 X 4-6 um, com 4 este-
rigmas; esporos subcilindricos a cilindricos, de membrana fina,
amiloides, 7-10 X 3-4 pm.

Em Portugal, a espécie mais préxima de A. laevigatum é
A. areolatum que se distingue da anterior por possuir himeno-
foros geralmente efuso-reflexos, com estrutura dupla, sistema de
hifas dimitico e esporos de menores dimensdes.

Com a presenca desta espécie no Parque Nacional da Peneda-
-Gerés, é ampliada a sua area de distribuicdo na Peninsula Ibérica
onde até agora s6 era conhecida do quadrante NW de Espanha,
Alava, Burgos (SALCEDO LARRALDE, 1989: 43-44), Soria, Huesca
(TeLLERfA, 1990: 28) e da zona centro, Madrid e Guadalajara
(TELLER{aA, 1. c.).

Boidinia furfuracea (Bres.) Stalp. & Hjortst. Fig. 4
Mycotaxon 14: TT, 1982

Terras de Bouro, Gerés, Leonte, 20TNGT7124, 850 m, em soca
de Cryptomeria japonica, 1989.04.29, I. Melo, J. Cardoso, M. T
Telleria, K. Hjortstam & M. Duefas 3971 (LISU); Terras do
Bouro, Gerés, Malhadoura, 29TNG7418, 650 m, em Pinus sylvestris,
1989.04.28, M. T. Telleria, 9544Tell. (MA-Fungi).

Himenéforos resupinados, adnados, primeiro farinoso-porosos,
depois peliculares, finos, esbranquicados a cremes, com margem
indistinta. Sistema de hifas monomitico, hifas de membrana fina
a ligeiramente espessada, apresentando por vezes dilatacdes, sep-
tadas, com ansas; gloeocistidios tubulares, alguns com base dila-
tada, terminais ou, por vezes, laterais, 35-80 X 4-8 pm; basidios
tubulares a suburniformes, flexuosos, com um ou mais septos
adventicios, 22-30 X 4-6 um, com 4 esterigmas; esporos subglobosos
a globosos, de 5-6,5 ym de didmetro, equinulados, amilb6ides.




