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INTRODUCCIÓN

1. INTRODUCCIóN

La publicación en 1950 del trabajo de Irene Manton “Problerns of
cytology and evolution in the Pteridophyta”sentó las basesparael estudiode
los pteridófítosa nivel citológico. Los subsecuentestrabajosbasadosen los
métodos citológicos desarrolladospor Manton dilucidaron las relaciones
entre los miembros europeosde numerosostáxones de pteridóf¡tos, entre
ellos ¡os del género Asplenluin L. En 1983 Anne Sleep estableció las
relacionesde los miembrosibéricosde fronde lanceoladade estegénero,que
incluye tanto diploides como tetraploidesderivados y que son táxones
morfolóQicamentemuy variables.

Este conjunto de táxonesestáintegrado por el diploide A. fonranum
(L.) Bernh., del cual se han descrito hasta ahora dos subespecies
(REICHSTEIN & SCHNELLER. 1982), la subsp. tipo y la subsp.
pseudofontanwn(Kossinsky) Reichst. & Schneller; el grupo A. obovatum
Viv.. y A. foreziense Legrand ex Giraudias (incluido A’. rnacedonicum
Kúmmerle), un alotetraploide derivado de A. fonranum y la subespecie
diploide de A. obovatumn.

El concepto actual de A. obovatum incluye dos subespecies,una
diploide, la subsp.obovatum,y una tetraploide,la subsp.lanceolaturn(Fiori)
P. Silva. A ellas se añade una tercera subespecie,numid¡cum Salvo &
Cabezudo,de incierta posición taxonómica(BECHERER. 1935; SALVO e:
aL. 1992; MAIRE, 1959; RUMSEY & VOGEL, 1996). De la subespecie
diploide se han reconocido tres variedades (DEMIRIZ el. al., 1990):
obovatum. deltoideurn Demiriz, Viane & Reichst. y prorobillotil Demiriz,
Viane & Reichst.

Hastaque sedescribió la variedadpro:obillolíi de A. obovatuin subsp.
obovatum, todos los autorescoincidían en señalarque A. obovatwnsubsp.
lanceolaíwn(subA. bu/oil F.W. Schultz)eraun autotetraploidederivadode
A. obovatumn subsp. obovaíum. basándose fundamentalmente en el
comportamientomeyótico de híbridos naturalesy artificiales de estetaxon
con otros (BENNERT el al., 1991; BOUHARMONT, 1977a, 1977b;CALLÉ
et al., 1975; CUBAS & SLEEP, 1994; EMMONTT, 1964; GIRARD &
LOVIS. 1968; LOVIS, 1977; LOVIS & VIDA, 1969; MANTON &
REICHSTEIN, 1962; RASBACH el aL, 1991; REICHSTEIN, 1981; SLEEP,
1983).

Ante los resultadosde los análisis citológicos y por el hecho, inusual
en los autotetraploides,de presentardiferencias morfológicasevidentescon
su ancestro diploide, SLEEP (1983) indicó que A. billotil era un
autotetraploidederivado de A. obovatum o de una forma con cromosomas
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homólogos, dejando abierta la posibilidad de que pudiera tratarsede otro
taxon.

Tras encontraruna variedaddiploide de morfología muy próximaa la
del tetraploide, DEMIRIZ et al. (1990) y RASBACH et aL (1990)
atribuyeron a ésta el origen del tetraploide por autopoliploidía, y así la
llamaronvar. protobillotil.

Los pteridófitos difieren del resto de las plantasvascularespor tener
completamenteindependientesla generaciónesporofíticay lá gametofítica.
Los gametófitos, a pesar de su sencillez anatómica,tienen sus caracteres
morfológicos,sus condicionesde crecimientoy sus preferenciasecológicas.
Además,son los responsablesde la reproducciónsexualy la seleccióninicial
del hábitat. Su conocimiento es indispensablepara tratar de conocer los
mecanismosde dispersióny de especiaciónde los pteridófitos.

Aunquela clasificacióny las hipótesisfilogenéticasde los helechosse
han basadotradicionalmenteen los caracteresdel esporófito,la morfologíay
la biología de la generacióngametofíticaes de gran valor y puedecontribuir
a un mejor conocimientode la evoluciónde los helechos(ATKINSON, 1973;
MILLER, 1968; NAYAR & KAUR, 1971; STOKEY, 1951; WINDHAM &
HAUFLER, 1986). Cada vez son más los estudios morfológicos de los
protalos en los que se destacada importancia de estos caracteres
gametofíticosen los helechos.En el géneroAspleniumcabedestacar,entre
otros, los de HENRIET (1970), HENRIET & MOENS (1976); HENRIET et
al. (1976), HERRERO et al. (1993),MOMOSE (1959, 1960a, 1960b, 1960c,
1961a, 1961b),NAYAR et al. (1968), PANGUA et al. (1994) y PRADA et
al. (1995, 1996).

El sistemade reproducciónjuegaun papel importanteen la biología
evolutivade una especie. En contraste con todas las demás plantas
vasculares,los pteridófitos homospóreostienen gametófitospotencialmente
bisexuales.Esta peculiaridaddel ciclo de vida haceque existantres posibles
formas de fecundación(KLEKOWSKY, 1969a, 1979; LLOYD, 1974), de
consecuenciasevolutivasmuy diferentes:
1) autofecundaciónintragametofítica, la fusión de gametos del mismo
gametófito,
2) autofecundaciónintergametofítica,la fecundacióncruzadade gametófitos
producidosporun solo esporófito,y
3) fecundación cruzada intergametofitica, la fecundación cruzada de
gametófitosproducidospordiferentesesporófitos.

Como los anteridiosy los arquegoniosse formanmuy próximosen el
mismo talo, KLEKOWSKI (1979) y KLEKOWSKI & BAKER (1966)
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sugerían que la autofecundación intragametofítica era el modo de
reproducciónmásfrecuenteen poblacionesnaturalesde helechos.Estudiosde
laboratorio y observacionesde gametófitosen la naturalezaindican, sin
embargo, que muchas especies de pteridófitos poseen mecanismosque
conducena la formación de gametófitosfuncionalmenteunisexuales,lo cual
promoveríala fecundaciónintergametofítica(D. SOLTIS & P.’ SOLTIS, 1987
y referenciascontenidas).

Son tres los principales mecanismosque tienen los pteridófitos
homospóreospara promover la formación de gametófitos funcionalmente
unisexualesy/o fomentarla fecundaciónintergametofítica:
1) la secuenciaontogenéticade los gametangiospuedeproducir gametófitos
unisexualesal mismo tiempo o gametófitos bisexuales donde maduran
asincrónicamentesus gametangios(KLEKOWSK[. 1969a;LLOYD. 1974).
2) la producciónde la hormonaanteridiógenopor partede protalosfemeninos
madurosy que inducirían en su vecindad la formación de jóvenesprotalos
masculinos(DÓPP, 1950; NÁF. 1979, SCHNELLER d al.. 1990),y
3) la presenciade una cargagenéticadebidaa alelos letalesrecesivosque se
expresaríaen esporófitosproducidosvía autofecundaciónintragametofítica,
reduciráo eliminará su viabilidad reproductivaen favor de la producciónde
esporófitos vía fecundación intergametofítica (KLEKOWSKI. 1969b;
LLOYD, 1974; COUSENS, 1979; CRIST & FARRAR. 1983). Relacionado
con ésto, estaríatambién la capacidadpara reproducirsede un gametófito
aislado,que puedeexpresarsemedianteel potencialde aislamiento.

El análisis de estos mecanismosse utilizan para inferir los tipos de
sistemade reproducciónde los pteridófitos.

Además, el sistemade reproducciónde una población o una especie
puedeserinferido por la distribuciónde la variaciónalélica en los genotipos
(p. ej. a travésde los datosobtenidosde los zimogramasde electroforesisde
¡soenzímas)y por comparación de las proporciones de los genotipos
observadoscon los esperadosen condicionesde equilibrio según Hardy-
Weinberg.Las desviacionesde esteequilibrio se puedencalculara travésdel
índice de fijación de Wright (F).

En los últimos años, gracias a los estudios isoenzimáricos,se han
aclaradoalgunosde los conceptosde la biología y evoluciónde los helechos
homospóreos.Estos incluyen la hipótesis de que los actuales helechos
homospóreos diploides se han originado tras sucesivos ciclos de
poliploidización seguidosde la pérdidade la expresióngénicay extinción de
los táxonesprogenitores(HAUFLER, 1987, 1989); lo cual explicaríaque, a
pesar de que los helechos homospóreos tienen un elevado número
cromosomático,lo que llevó a interpretarloscomo poliploides antiguos, se
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comportan como verdaderos diploides y serían antiguos poliploides
diploidizados(HAUFLER & SOLTIS, 1986).

Además, el estudio de electroforesisde isoenzimasse ha revelado
como uno de los métodosmásútiles parainterpretarlos mecanismosque han
podido conducir a la formación de pteridóf¡tos de origen poliploide y su
posteriorevolución (BRYAN & D. SOLTIS. 1987; GASTOÑY, 1986, 1988,
1990: HAUFLER. 1985a,1985b; HAUFLER el al. 1985. 1990, 1995; LIN e:
al.. 1996: PRYER & HAUFLER, ¡993: RABE & HAUFLER, 1992;
RANKER el aL, 1989: D. SOLTIS & P. SÓ LTIS. 1993; P. SOLTIS et aL.
1991. WERTH, 1989. 1991; WERTH el aL, 1985a. 1985b); así como para
interpretarlos sistemasde reproducciónde los pteridófitos (HAUFLER & D.
SOLTIS. 1984; KIRKPATRICK e: al., 1990; KORPELAINEN, 1995;
RANKER, 1992; RANKER e: aL, 1996; D. SOLTIS & P. SOLTIS, 1986,
1987a, 1987b;D. SOLTIS el al, 1988; P. SOLTIS & D. SOLTIS, 1988b).

En el género Asplenlumn cada vez son más los estudios realizados
utilizando técnicas moleculares, tanto de electroforesis de ¡soenzamas
(BENNERT & FISCHER, 1993; DEDERA & WERTH. 1987; PA.JARÓN el
aL. 1996; RANKER eí al., 1994; SCHNELLER & HOLDEREGGER, 1996;
WERTH e: al, 1985a. 1985b). como de ADN (VOGEL el aL. 1996), que
estáncontribuyendoal mejor conocimientode estegénero.

4
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2. OBJETIVOS

Este trabajo nos lo planteamoscomo una contribución al mejor
conocimiento de la biología de los táxones, preferentementeibéricos, de
fronde lanceoladadel géneroAspleniumn.

Los principalesobjetivosde estetrabajohan sido:

1. Estudiar la generaciónesporofíticade todos los táxonesdel grupo, así
como de híbridosrelacionadoscon ellos

2. Estudiar la generacióngametofítica,tanto su morfolgía como su biología
reproductiva.

3. Estudiar la variabilidad genética de los táxones usando técnicas de
electroforesisde isoenzimas.Comprobar si la variabilidad morfológica se
correspondecon la variabilidadgenéticay así delimitarmejor los táxones.

4. Esclarecer,utilizando técnicascitológicas e isoenzimáticas.el origen y
evoluciónde los tetraploidesdel grupo.

5
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3. MATERIAL Y MÉTODOS

3.1. MATERIAL ESTUDIADO

Los estudiosse han llevado a cabo con plantas secasy vivas. Las
primeras procedentanto de nuestrasherborizaciones,como de las visitas y
los préstamosde los herbariosque seenumerana continuación(abreviaturas
segúnHOLMGREN et aL, 1990): B, BM, G, K, WC, MA, MACB. MAF y
MGC. En el apéndice1 se relacionael material de herbario revisado,en el
apéndice II el material recolectado por nosotros, en el apéndiceIII los
individuos utilizados en los estudiosde la generacióngametofíticay en el
apéndiceIV el material utilizado en los diferentesestudios, incluyendo el
número de individuos de cada población usados en el estudio de
electrofores¡s.

De las plantasvivas se recolectaronvarias frondes jóvenes que se
conservaronen papelhúmedoy en frío parasu posterioranálisiscitológico y
electroforético,no durandomásde una semanasu conservaciónen frío antes
de serprocesadas;además,se recolectaronuna o dos frondesmadurasque se
prensaronpara obteneresporasy paraobservary medir los caracteresmacro
y micromorfológicosdel esporófito.Así mismo, con el fin de tener material
vivo en el laboratorio de forma permanente.se recolectaronentre 1 y 3
rizomas en aquellas poblaciones que estaban formadas por numerosos
individuos. Estos rizomas se mantuvieronen cultivo en una cámaracon luz
artificial.

3.2. METODOLOG¡A

3.2.1. Generaciónesporofítica

3.2.1.1.Estudiomorfológico.

Del esporófito se han analizadolos caracteresque se resumenen la
tabla 1. De los caracteresmétricos se realizaron 30 medidas en cada
individuo estudiado.Para la observaciónde los caracteresde las pinnas
mediasde las frondesse hicieron preparacionespermanentesaclaradascon
hidróxido sódico al 2.5% e hipoclorito sódico al 10%, teñidascon rojo de
rutenioy montadasen bálsamode Canadá(VIANE, 1990). Las esporasy las
páleas del rizoma se montaron en DePeX para su obsetvación con el
microcopioóptico. De las esporasseha medido la longitud del exosporioen
posición polar o ecuatorial longitudinal y se ha realizado el estudio
morfológico del perisporio con microscopio electrónico de barrido. De los
estomaslocalizadosen la zonaentrelasvenassemidió su longitud.

6
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De los caracteresmétricos estudiados se calculó su media y su
desviaciónestándar,y serepresentaronen una gráfica.

Paracaracterizarlas células epidérmicasy las células estomáticasy
su(s) célula(s)aneja(s)hemosadoptadola terminologíade VAN COTTHEM
(1970, 1973), y la terminologíarevisadade VIANE (1993)parádeterminarla
posición de la zonade contactoentre las células estomáticasy las paredes
transversalesde la(s) célula(s)aneja(s).

FRONDE PINNAS EPIDERMIS PÁLEAS ESPORAS

forma forma célulasepidérmicas tipo ornamentacián

color del pecíolo y tipo de dientes longitud de los color longitud del

raquis estomas exosporio*

gradode división mucrón tipo de estomas forma

indusio

indumento

Tabla 1. Caracteresmorfológicos del esporófito analizados. Con * los
caracteresmétricos.

3.2.1.2.Estudiocitológico

La mayorpartede los estudioscitológicossehan realizadoobservando
el comportamientomeyótico de las células madres de las ‘esporas, y en
algunos casos observandolas mitosis de células radiculares de jóvenes
esporófitos.

Para el estudio de las meyosis, se fijaron los esporangiosen una
mezclade alcohol absoluto-ácidoacético(3:1). Generalmentelas fijaciones
serealizarondirectamenteen el campo,pero en algunoscasosse llevaron a
cabo en el laboratoriotras permanecerlas frondesvariashorasen la nevera.
La tinción se realizó con hematoxilinade Wittman durante 12-14 horas, a
continuaciónse lavaron con ácido acético glacial durante 5~ minutos y se
montaron en medio Hoyer diluido para obtener preparaciones
semipermanentes.La observaciónse realizóal microscopioóptico en campo
claro y concontrastede fases.

Paraobservarlas mitosis se siguió un método muy similar al de las
meyosis,pero realizamosun pretratamientode las raicillas te los jóvenes
esporófitoscon para-diclorobencenoduranteunas7 horasantesde procedera
la fijación.

7
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3.2.2. Generaciongametofítica

Para el estudio de los gametófitosse realizaronsiembrasde esporas
del material que se señalaen el apéndiceIII. Las esporas,que procedíanen
cadacasode un único esporófito,se sembraronen placasPetri de 6 cm de
diámetro. Para el estudio de la germinación.de los primeros estadosdel
desarrollo de los protalos y como fuente para el transplantede jóvenes
protalosen estadopresexualparalos distintosexperimentos,se sembraronen
medio nutritivo solidificado con agar (DYER. 1979). Parael estudio de la
morfologíadel gametófitoadulto se sembraronen una mezcl~ de composty
arena en proporción 3:1, esterilizadaen autoclave a l25~ C durante 20
minutos, con el fin de desvitalizar posiblesesporascontaminantesde otros
táxones.En amboscasoslas placassesellaroncon Paratilm,y las de tierra se
regaronperiódicamente.De cadamuestrase realizaron2 réplicas.Todas las
placassemantuvieronen una cámarade cultivo a 200 + 20 C con 12 horasde
luz fluorescente(28 jiE) ¡ 12 horasde oscuridad.

Para los diferentes estudios de la generación gametofítica los
muestreosserealizaronde la siguientemanera:

3.2.2.1. Germinación de las esporasy fases ¡niciales del ‘desarrollo del
protalo

A partir de los cultivos en medio nutritivo solidificado con agar se
contabilizó cadados días el porcentajede germinaciónde las esporas.el
número de células que formaban la fase filamentosa y se observaronen
protalossin teñir sus primerasfasesdel desarrollo.

3.2.2.2.Estudiomorfológico del protaloadulto

Se muestrearonunos 50 protalosen las placasde tierra de los cultivos
multisporosen las diferentesetapasde desarrollo,aproximadamentecadados
semanas,se fijaron y tiñeronen aceto-carmíncon hidrato dt cloral en baño
maría a 500 C durante dos horas (EDWARDS & MILLER, 1972), y se
montaronen aguaparasu estudioal microscopioóptico. En los táxonescon
protalospelosos,la densidadde los pelos marginales,que viene dadapor el
n0 de pelos¡ mm, sedeterminóutilizando un analizadorde imagen(Microm)
~ la longitud de los pelos se estudió con el microscopioóptico dotado de
ocularmicrométrico.De estosdos últimos parámetrossehicieron 30 medidas
en protalos maduros de aproximadamente4.5-5 mm de anchuraen cada
muestraestudiada,se calculó su media y su desviaciónestándar,y los datos
serepresentaronen un diagrama“box and whisker” múltiple.

8
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3.2.2.3. Secuenciaontogenéticade los gametangios,expresiónsexual y
sistemasde reproducción

Se aislaronde los cultivos en agar 50 protalosen estadopresexualy se
transplantaronal mismotipo de placaPetri con suelodesvitaliZadopreparado
como ya hemos indicado anteriormente.Los protalos se situaron de forma
regularen las placasPetri con el fin de obtenerunadensidadhomogénea(1

2protalo ¡ 0,56 cm ) en todos los cultivos (Fig. 1) y facilifar el examen
periódico (semanal)de cadagametófitoindividualmentepara~determinarla
expresiónsexualinicial y su evolucióna lo largo del períodode observación.
Éste ha variado entre 113 y 148 días dependiendode las muestras; las
observacionesfinalizaroncuandolos porcentajesde cadatipo de gametófito
(masculino,femeninoy bisexual)se hicieronestables. ¡

Figura 1. Placade cultivo de los 50 protalos. ya madurosy estables,de la
muestraBUF lOa de A. forezienseparadeterminarla secuenciaontogenética
de susgametangios.

3.2.2.4.Potencialdeaislamiento

Paradeterminarla capacidadde autofecundaciónintragametofíticaen
las muestrasestudiadashemostransplantadogametófitosen estadopresexual
a cajitas de plásticode 3 cm x 3 cm con suelo desvitalizado.Se aislaron25
protalos por un lado, y por otro 25 parejas. Estos protalos se regaron
semanalmentecon el fin de facilitar la fecundación y ~e observó la
producciónde esporófitostanto en los cultivos de protalosaisladoscomo en
los emparejados,como medida paradeterminarel potencialde aislamiento.

9
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Tambiénse compararonestos datoscon los datos obtenidosde la formación
de esporófitosen los cultivos multisporos.

3.2.2.5.Obtención de híbridos artificiales

Como medidade la semejanzagenómicay las relacionesde parentesco
de las variedadesobovalum y protob¡llotii del diploide A. obovatu’n subsp.
obovatum con el tetraploide A. obovatum subsp. lanceolatum hemos
analizadoel apareamientode cromosomasen meyosis y los datos de las
electroforesis de híbridos artificiales. Para obtener estos híbridos en el
laboratoriohemoscruzadolos individuos VAR7 x M1E27 (ver apéndice11)
siguiendoel métododescritopor RASBACH eral. (1994).

3.2.3. Electroforesisde isoenzimas

Para la electroforesisde isoenzimasen gel de almidón hemosseguido
fundamentalmentelos protocolosde D. SOLTIS el al. (1983). Las diferentes
etapasdel procesose han realizadode la siguienteforma: ¡

3.2.3.1.Obtencióndel extractovegetal

Se recogiómaterial frescoen el campoy se mantuvo siemprefresco y
húmedo,nuncamásde una semana,hastaprepararloparasu posterioranálisis
electroforético.El primer paso fue la obtención de un homogeneizadodel
tejido vegetal, en nuestro caso hojas o pinnas jóvenes de los diferentes
individuos para analizar la generación esporofítica, o bien gametófítos
maduros cuando se trataba de analizar la generacióngametofítica. La
extracción se hizo triturando aproximadamente0.05 g de material vegetal
frescoen 0.5 ml de tampón de extraccióncon la basede tubos de centrífuga,
en pocillos de porcelanaque se situabansobreplacasde hielo con el fin de
mantener el material a una temperatura no superior a 50 C. La
homogeneizaciónde los tejidos rompe la compartimentalizacióncelular
produciendo la interacción entre proteínas y compuestos secundarios
(fundamentalmentefenoles), lo que interfiere en la actividadenzimáticaque
se pretendeanalizar;para evitar esto los tamponesde extraccióncontienen
una serie de aditivos que reducenla interacción entre las proteínasy estos
compuestossecundariosy sus productosde reacción.Se ha utilizado para la
extracción el tampón fosfato-polivinilpirrolidona (fosfato-PVP) con 2-
mercaptoetanolal 1% (D. SOLTIS el al., 1983); a las muestrasque iban a ser
conservadasen el ultracongelador se les añadió además un 10% de
dimetilsulfóxido (DMSO). Una vezobtenidoel homogeneizado,el extractose
absorbíaen rectángulosde 6 mm x 4 mm de papelde filtro Whatmann0 3.
Las muestrasseconservarona una temperaturaaproximadade -860C hastasu

lo
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utilización. En algunoscasosse utilizaron inmediatamentedespuésde haber
sido preparadas.

3.2.3.2.Preparaciónde los geles

Se utilizaron geles de almidón en una concentraciónque ha variado
entreel 10% y el 12% segúnel lote, ya que se trata de un productobiológico
que estásujetoa variaciones.Tras la coccióndel gel, se desgasificacon una
bomba de vacío durante 1 minuto. A continuación el gel se vierte
uniformementeen un molde de 18.5 cmx 15.5 cm x 0.5 cm y se dejaenfriar.
Por último se tapacon unapelículade plásticoparaevitar su desecacióny se
mantiene en un sitio fresco hasta su utilización (normalmente se han
preparado15 horasantesde cargarlas muestras).

En la tabla 2 sedetallanlos diferentes
de los sistemasque hemosusado.

tamponesdel gel y del electrodo

SISTEMA TAMPÓN

Sistema 1 (WENDEL

& WEEDEN 1989)

Sistema 2 (WENDEL

& WEEDEN 1989)

Sistema 3 (WENDEL

& WEEDEN 1989)

SistemaS (WENDEL

& WEEDEN 1989)

Sistema 6 (SOLTIS et

al. 1983)

SistemaS (SOLTIS et

al. 1983). modificado

(HAUFLER 1985a)

TAMPÓN ELECTRODO

0.065 M L-histidina

0.019 M ácido cítrico

0.04 M ácido cítrico, ajustar

pH con N-(3-aminopropil)

mor fo lina

0.135 M Tris

0.043 M ácido cítrico

0.3 M ácido bórico, ajustar

pH con NaOH

0.1 M ácido bórico, ajustar

pH con NaOH

0.039M hidróxido de litio

0.263 M ácido bórico

pH TAMPÓN DEL GEL

~v7 dilución 1:6 deI tampón del

electrodo

61 dilución 1:19 dél tampón

del electrodo

7.0 dilución 1:14 del tampón

del electrodo

8.0 0.076 Nl Tris

0.005 M ácido cítrico

8.6 0.015 M Tris

0.004 M ácido ditrico

8.0 0.033 M Tris

0.005 M ácido cítrico

0.004 M hidróxido de litio

0.03 M ácido bórico

Sistema II (SOLTIS ci 0.4 M ácido cítrico, ajustar

al. 1983) pH con HCI 1 N

7.0 0.005 M L.histidina. ajustar

pH con NaOH

pH

5.7

6. 1

7.0

8.6

7.8

7.6

Tabla2. Composicióny pH de los distintossistemastampónútilizados.

7.0
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Las muestrassecolocana lo largo de un corteque hacemosen el gel a
unos4 ó 5 cm de su parte inferior. Una vez cargadaslas mue~trasse vuelven
a unir las dos partesdel gel productodel cortey se compnmencon la ayuda
de unabarra de vidrio para evitar su separacióndurantela electroforesis.En
la zonacentral del gel se poneuna láminade acetatoparaevitar la desecación
y se coloca encimade las cubetasque contienenel tampón del electrodo,se
colocan las bayetasy encima se pone un peso (un cristal) para facilitar el
contactode las bayetascon el gel.

3.2.3.3.Electroforesis

El molde en el que hemos preparadoel gel se sitú4 sobre las dos
cubetas que contienen el tampón del electrodo. unidas por un soporte
horizontal. El contactoentre el tampón del electrodo y el gel se consigue
medianteuna bayeta de cocina de aproximadamente16 cm x 15 cm., Todo
ello se coloca en un refrigerador a unos 40 C y se conectaa una fuentede
alimentación regulable (Hoefler PS SOOXT y Consort E714), con la
precauciónde colocar siemprelas muestrasen el extremo catódico,ya que
todos los sistemasenzimáticosque hemosensayadomigranhaciael ánodo.

Las condicionesde voltaje o intensidadde la fuentede electroforesis
sedetallanjunto a cadasistemautilizado. asi comoel tiempo aproximadoque
mantenemosel gel sometidoa la acción de la corrienteeléctrica, en la tabla
.3.

SISTEMA TAMPÓN VOLTAJE (y) O

INTENSIDAD (mA)

TIEMPO (HORAS)

Sistema l (WENDEL & WEEDEN 1989) 40 mA 6-7

Sistema 2 (WENDEL & WEEDEN 1989) 40 mA 6-7

Sistema 3 (WENDEL & WEEDEN 1989) 40 mA 6-7

Sistema 5 (WENDEL & WEEDEN 1989) 250v 3-4

Sistema 6 (SOLTIS el aL 1983) 250 y 3~4

Sistema 8 (SOLTIS el al. 1983), modificado 30 mA 5-6

(HAUFLER 1985a)

Sistema II (SOLTIS el aL 1983) 40 mA 6-7

Tabla 3. Condicionesde la corriente eléctrica y tiempo aproximadode los
diferentessistemasutilizados.
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Con las condicionesde voltaje (250 y> del sistema6. la intensidadcon
la que comienza es elevada (80-90 mA). Para evitar problemas en la
resolución de las bandas debidos al calentamiento del gel, además de
introducir todo en cl refrigerador, se colocan placasde hielo alrededor del
molde con el gel.

3.2.3.4.Tinción

Los geles se tiñen inmediatamentepara detectar la presencia de
enzimasespecíficas(3 por cadagel) cuyospatronesde migracióna travésdel
gel podránser utilizados como marcadoresgenéticosy como una fuente de
información acerca de la variabilidad genética de los táÑones. Para las
tíncioneshemos utilizado tanto solucioneslíquidas como solidificadascon
agarosaal1%.

La basebioquímica de esta tinción consiste fundamentalmenteen la
interacciónde los productosresultantesde la reacciónde las enzimascon sus
sustratos (que añadimos en la solución) con sales de diazonio u otros
compuestosque precipitan como una mancha insoluble allí donde se ha
producidola reacciónenzimática.

Los protocolos usados en la tinción son fundaméntalmente los
señaladospor D. SOLTIS el al. (1983). De los 14 sistemasenzimáticos
ensayados,sólo 9 se han resueltosatisfactoriamentey son los que se señalan
en la tabla 4. junto a su abreviaturaen inglés. su código de nomenclatura
(International Union of Biochemistry Nomenclature.1984) y los sistemas
ensavados.

Las fotografíasde los geles una vez teñidos (zimogramas)las hemos
realizadoconpelículaKodak Tmax 100.

3.2.3.5.Nomenclaturae interpretaciónde las bandas

Los sistemasenzimáticosse han designadode acuerdocon las reglas
usualesde nomenclatura.Se ha utilizado la abreviaturaen mayúsculasdel
nombrede la enzima en inglés (Tabla 4). El patrón de bandasde cadagel
(zimograma)se divide en diferenteszonasde actividad, correspondientesa
cada una de las ¡soenzímasque conforman el sistema enzimático y se
designancon la abreviaturadel nombreen mayúsculasde la enzimaseguida
de un número(por ordendel ánodoal cátodo).Los diferentes.loci se indican
con la abreviaturadel nombre en minúscula y en cursiva, seguida de un
númeroque indica cadauno de los genesque codifican en un mismo sistema
enzimático. Para cada alelo de un determinado gen se utiliza una letra

13
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minúsculaen cursiva y se nombranpor orden alfabético, del más rápido al
más lento.

SISTEMA ENZIMÁTICO CÓDIGO

E.C.2.6. 1.1 1989)Aspártico aminotransterasa

(= Glutámico oxalacético

t ran sfe rasa)

AI3REv.

A A T

O’ GOT)

SISTEMAS ENSAYADOS

1 (WENDEL & WEEDEN

6 (SOLTIS ¿iaL 1983)

8 (SOLTIS ¿ial. 1983)’

Isocitrico deshidrogenasa

Leucín aminopeptidasa

Málico deshidrogenasa

Fos fotrl uco isomerasa

Fosfoglucomutas a

6- Fos fo g ¡u c ón i c o

deshidrogeriasa

Siquimico deshidrogenasa

Triosa-fosfato isomerasa

[OH E.C.I.I.l.42

LAP E.C.3.4.lI.I

MDH E.C.I.l.I.37

PG ¡

PO Nl

E.C.5.3.I.9

E.C.2.7.5.¡

6-POD E.C.I.I.I.44

SDH E.C.l.I.l.25

TPI E.C.5.3.I.I

¡ (WEN DEL & WEEDEN
2 (WENDEL & WEEDEN

II (SOLTIS d al. 1983)’

2 (WENDEL & WEEDEN

3 (WENDEL & WEEDEN

8 (SOLTIS ci al. ¡983)’

1 989)

1989)

1989)

1989)

1 (WENDEL & WEEDEN 1989)

2 (WENDEL & WEEDEN 1989)’

5 (WENDEL & WEEDEN

6 (SOLTIS ¿taL 1983)’

1 (WENDEL & WEEDEN

6 (SOLTIS cial. 1983)

1 (WENDEL & WEEDEN

2 (WENDEL & WEEDEN
3 (WENDEL & WEEDEN

1989)

1989)’

¡989)’

1989)’

1989)

1 (WENDEL & WEEDEN [989)

2 (WENDEL & WEEDEN 1989)’

6 (SOLTIS el al. ¡983)’

Tabla 4. Sistemas enzimáticos resueltos satisfactoriamentejunto a su
abreviaturaen inglés. su código de nomenclaturay el sistemacon el o los que
hemos conseguidosu mejor resolución (con *) despuésde haberensayado
con varios sistemasy haber consultado trabajos sobre otros táxones de
pteridófitos.

La interpretacióngenéticade los distintos zimogramas la recogen
varios autores, entre ellos, KEPHART (1990) y WENDEL & WEEDEN
(1989). Son varios los factoresque son determinantespara la interpretación
de los modelos de bandeoque se evidenciantras la tinción de los geles

14



MATERIAL Y MÉTODOS

(consideradoscomo fenotipo electroforético):(1) la estructuracuaternariade
la enzima, (2) el número de genes que codifican, (3) su estado alélico
(homocigotoo heterocigoto),y (4) su localizaciónparticularen los distintos
compartimentoscelulares.

Las subunidadespolipeptídicasde la isoenzimacodificadaspor cada
alelo se visulizan como fenotipos (bandas coloreadas) en el gel. Las
aloenzimas(variantesalélicas) de un determinadogen tienen normalmente
herenciacodominante,es decir en los individuos heterocigotosse expresan
todos los alelos de sus parentales homocigotos, con lo cual, podemos
diferenciarentreindividuos homocigotosy heterocigotos.

3.2.3.6.Parámetrosgenéticos

Unavez determinadoslos fenotiposenzimáticospara cadauno de los
loci estudiadosse procedió al cálculo de las frecuenciasálélicas de los
táxones diploides y éstas se usaron para determinar los parámetros
comúnmenteutilizados, con ayuda del programa informático BIOSYS-l
(SWOFFORD& SELANDER, 1981, 1989).Con los táxonestetraploidessólo
hemos calculado las frecuencias de las combinaciones alélicas. Los
parámetrosson los siguientes:

• Porcentajede bel polimórficos (P)

Lo hemos calculadocon un nivel de significación del 0.99, es decir,
hemos consideradoun locus polimórfico cuandola frecuenciadel alelo más
comúnesigual o inferior a 0.99.

• Númeromedio de alelospor cadalocus (A)

• Número medio de heterozigosisobservadapor cada locus polimorfo
(H0)

• Número medio de heterozigosisesperada en condiciones de equilibrio
segúnHardy-Weinberg por cada locus polimorfo (He)

• Índice de fijación de Wright (F)

Este indice comparala heterozigosisesperaday la observadasegúnla
fórmula:

F = 1 - (H0 ¡ He)

15
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F varia de -1. indicando un excesode heterocigotos.a ‘1 que significa
unadeficienciade heterocigotos.

Se ha calculado el nivel de significación de la desviaciónde F a lo
esperadoen condicionesde equilibrio segúnHardy-Weinberg;paracada loci
polimórfico usandoun testde chi-cuadrado.

• Identidad genética(1) y distanciagenética(D)

La medida más empleadade identidad y de distancia genéticafue
propuestapor NEI (1972). La identidad genética(1) indica el grado de
símilitud entredos poblaciones,tomandola proporciónde alelosidénticosen
esasdospoblaciones.

1 J/(JJ) 1/2

2 2donde J.<. J~ x~ son las mediasaritméticasde todos los loci de X x , Z y

y Z x ~Sy respectivamente,x e y son las frecuencíasdel alelo i en en las
poblacionesX e Y respectivamente.

1 varia entre O (no hay alelos en común) y 1 (las dos poblaciones
poseenlos mismosalelosy en idénticasfrecuencias).

La distancia genética (D) deriva de la anterior. Es el número de
sustitucionesalélicaspor locus.

D=-lnl

D varía entre O (no hay ningún cambio alélico, identidadtotal de las
poblacionescomparadas)e infinito (su valor se incrementaráa medidaque
las frecuenciasalélicasseanmásdiferentes).

A partir de las identidadesgenéticassepuedenelaborardendrogramas
con el fin de agrupar táxones y poblaciones por el método UPGMA
(UnweightedParGroupMethod with Arithmetic mean,SNEA1H & SOKAL,
1973).

3.2.3.7.Aislamiento de orgánulos celulares

Con el fin de localizar la compartimentalizaciónsubcelular de las
isoenzimashemosprocedidoal aislamientode los cloroplastosde las frondes
de los esporófitos. Hemos utilizado básicamente la metodología de
GASTONY & DARROW (1983)con algunasmodificaciones.Estashan sido:

¡6
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(1) el tampón de extracciónde las pinnas es el mismo que hemosutilizado
para el restodel material (D. SOLTIS et aL, 1983). ¡
(2) seha realizadounaprimeracentrifugacióna 300 g (2000r.p.m.)durante6
minutos para eliminar los restos de material vegetal y los núcleos. El
sobrenadantese ha vuelto a centrifugar a 2000 g (5200 r.p.m.) durante15
minutos y el sedimentoobtenido es una fracción rica en cloroplastos.Se
verifica que los cloroplastosestánintactoscon un microscopioóptico y por
último serompencon dosgotasdel tampónde extracción(D. SOLTIS et aL,
1983) antesde absorberseen un rectángulode 6 mm x 4 mm de papel de
filtro Whatmann0 3.

La ultracentrífugaque hemosutilizado ha sido una BeckmanOptima
XL 90, un rotor Type 70 Ti y tubosBeckmande polialómerode 32.4 ml.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

4.1. GENERACIÓN ESPOROFÍTICA

4.1.1 Táxonesestudiados

Esteapartadoestáestructuradode la siguientemanera:

• Un primerbloque dondeapareceel nombrecorrectode cadataxon, seguido
de la publicación original. A continuaciónse relacionanlos sinónimosmás
utilizados, con su correspondientepublicaciónoriginal. Para los nombresde
los autoreshemosseguidoa PICHI SERMOLLI et aL (1996).

• Un segundobloqueen el que se incluye la descripcióndel taxon con los
caracteresmacroy micromorfológicosestudiados(Tabla 1).

• A continuaciónsedetallanlos datoscitológicos.

• El último bloque lo constituyenlos datoscorológicosy ecológicos.

En los táxones híbridos, naturales y artificiales, no ¡ se sigue esta
estructura.

4.1.1.1. Asplenium fontanum (L.) Bernh. subsp. fontanum in J. Bot.
(Schrader)1799(1): 314. 1799
Polypod¡umfontanumL., Sp. Pl.: 1089. 1753 (basiónimo)
A. hallen (Rothm.)DC. in Lam. & DC., Fí. Fran9.cd. 3, 5: 240. 1815
A. leptophyllum Lag., D. García & Clemente,Anales Ci. Nat. 5(14): 155.
1802

Taxonmorfológicamentemuy variable (Figs. 2 y 3). Rizoma corto y
erecto, cubierto por abundantespáleasclatradaslinear-lanceoladasde color
castaflo (Fig. 4a), como en el resto de los táxonesestudiados.Lámina de
lanceoladaa ovado-lanceoladaoblonga(Figs. 2 y 3). El gradode división de
la láminaes muy variable, de bipinnatipartidaa tripinnatipartida,raramente
tripinnatisecta.El tamaño de las pinnas disminuye bruscamentedesde las
medias(las más largas)hacia las de la base,siendoel par de pinnasbasales
llamativamentemásreducidasque las medias; ademásla distanciaentre las
pinnas va aumentandodesdelas mediashacia las basales(Figs. 2 y 3). El
color marrón obscuronormalmentesólo llega hastala mitad dél pecíolo,algo
más en la caraabaxial;raramenteasciendehacia el raquis, y cuandolo hace
generalmenteessólo en la caraabaxialy llega, comomucho,hastael tercer o
cuartopar de pinnasbasales.
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Figura 2. Siluetasde frondesde A. fonranumnsubsp.fontanumn,individuos: a,
FOU 8; b, IRA 15; c, BEl 7; d, GAR 11; e, CAM 4; f, BAL 16. Tamaño
natural.
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Figura 3. Siluetasde frondesde A. fontanuinsubsp.fontanum~individuos: a,

BEl 18; b, RIP 13; c, IRA 8; d, ARA 4; e, BUJ 2. Tamañonatural.
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a

1 $

Figura 4. A. fontanum subsp.fontanum: a, páleasdel rizoma; b, estomasy
célulasde la epidermisabaxialde las pinnas(la flecha indica la direcciónde
las venashacia el margende la pinna); c-e pinnas mediasde las frondes; f,
indumentode las pinnas;g y h, modelosde las célulasde los indusios.Barra
a: 0.125 mm, b: 50 gm, c-e: 0.5 cm, f- h: 0.1 mm

f
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Las pinnasson generalmentetriangulares:la relación lóngitud/anchura
varía de unos individuos a otros (Figs. 3 y 4). Se insertanen el raquis de
forma oblícua, erecto-patenteslas superiores, casi perpéndiculareslas
medias, y reflejas las inferiores (Figs. 3 y 4). Las pínnulasson cuneado-
triangulares,pudiendo llegar a ser estrechamentetriangulares,casi lineares
(Fig. 3 d y e). Presentandientes agudos, más o menos,profundos, de
morfología y tamaño muy variables; son más o menos triangulares. Los
dientesacabanen un mucrón conspicuo(Fig. 4 c-e). El indumentoesescaso,
formadopor pelos multicelularesuniseriadosen ambascaras,con 8-5 células
(Fig. 4 0.

Los estomasaparecenúnicamenteen la cara abaxial de las pinnas,
como en el resto de los táxonesestudiados.son polocíticos y generalmente
varíande acropolocíticosa mesopolocíticos(Fig. 4 b); su longitud media es
de 38.32 j.tm (Tabla 5). Las células epidérmicasde la cára abaxial son
anomomorfas,con las paredeslobuladasy los lóbulos tiendén a ser más o
menosagudos(Fig. 4 b).

Los indusios sedisponensobrelos nervios y suelenestarmáscercanos
al nervio medio que a los marginales;sonde borde liso e irregular (Fig. 4 g).
y en casosextremosalgunasde las célulasdel bordese proloñgandándoleun
aspectoirregularmentedentado(Fig. 4 h). Sus células son lobuladasmuy
similaresa las célulasde la epidermisabaxial(Fig. 4 g y h).

Las esporasde este taxon. como en el resto de As~leniáceas,son
monoletas (Hg. 5) (PANGUA. 1989; TRYON & LUGAIRDON. 1990);
elípticasen vista polar y plano-convexasen vista ecuatoriallongitudinal (Fig.
5 f), al igual que en el resto de los táxonesestudiados.Para caracterizarla
morfología del perisporio de las esporashemos seguido¡ el criterio de
PANGUA & PRADA (1988). Las esporas de este taxon son de tipo
flaviforme-fenestrado(Fig. 5 a-d). El número de perforacioneses variable,
llegando a tener en algunos casosel perisporio un aspectocasi reticulado,
como ya indicara MARTÍN (1984) en una muestrade la Sierra de Guara
(Huesca).En un mismo individuo la variación del número de perforaciones
puedeser elevada(Fig. 5 a y b). La mediade la longitud del exosporioesde
35.03 ¡sm (Tabla 5).

Esta especie es diploide. Nuestros recuentos cromosomáticos
coincidencon los de MANTON (1950),MEYER (1958, 1960; 1962),PEREZ
CARRO & FERNÁNDEZ ARECES (1996) y SÁEZ et aL (1997),entreotros.
Nuestrosresultadoshan sido de 2n = 72 en los individuos CE318 y AHIF
(PRADA e¿~ aL, 1996) y de n = 36 en los individuos BUJ 3, GUA 7, CAM 7,
CAM 9 (Fig. 6), BET 17 (HERRERO et aL, l997a) y GOR 1, FOU 1, FOU
20, CON 9 (HERREROel aL, 1997b).
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A. fontanum subsp. fontanum: a-d, fotografías al microscopio
electrónicode barrido;e-f, fotografíasal microscopioóptico. Barra e y f: 10
gm.

e f

Figura 5.
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a a’

1

Figura 6. Fotografía y diagramaexplicativo de la meyosis de las células
madresde las esporasde A. fontanuin subsp. fontanum, individuo CAM 9,
mostrandon = 36. Barra: 10 gm.

Esta especiees fundamentalmentefisurícola, aunquetambién ocupa
rellanosde rocasy taludesmás o menosrocosos.Prefierelas rocasbásicas,y
sólo puntualmenteaparecesobresustratosácidos(BOUDRIE, 1996; SAEZ et
al., 1996); nosostrostambiénla hemosobservadoen sustratosácidos,sobre
pizarrasen el valle de Benasque(Huesca)y en el barrancode’ la Baillanouse
(Pyrenées-orientales)y sobregranitosen el valle de Ordiso (Huesca).Tiene
unaamplitudaltitudinal muy grande;nosotrosla hemosrecolectadodesdelos
300 m en e] Valí de Laguart (Alicante) hastacerca de los 2200 m en el
refugio de Góriz (Huesca).

Tiene una distribución más o menos continua por el este de la
PenínsulaIbérica, Pirineos, Alpes y Prealpesfranceses,suizo~ e italianos,y
Jura, existiendo localidades aisladas en Marruecos (QUiEZEL, 1959),
Apeninosy sur de Alemania.REICHSTEIN& SCHNELLER (1982) señalan
que los individuos de la pequeñapoblaciónde los montesVértes (Hungría)
probablementehayan desaparecidoy que las citas antiguas’de Inglaterra,
Bélgica, noroeste de Alemania, Austria y Grecia no han podido ser
confirmadascon recoleccionesrecientes.ADLER et al. (1994) lo consideran
extinguido en Austria, si bien existenreferenciasde principios de este siglo
de su presenciaen este país (DALLA TORRE, 1906; FRITSCH, 1922).
Nosotros hemos estudiadoun pliego en el herbario E (B 14494) con un
individuo, que correspondea estetaxon, de Salzburgo(Austriá), del herbario
de Metteniussin fecha,probablementedel siglo pasado.

En la PenínsulaIbérica se distribuyeprincipalmentepor los Pirineos y
sistemas montañosos de la mitad este peninsular (desd& Gerona hasta
Alicante) con un areal más o menos continuo; ademásexiste otra localidad
puntual en los Picos de Europa (MAF 115718). De las citas que recogen

:1

1
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MORALES & FERNÁNDEZ CASAS (1989), la de Sierra Nevada (MA
233997)correspondea A. foreziense,las de la Sierrade Seguracorresponden
a una referenciade Fernández-Galiano& Heywood sin que exista ningún
testimonio de pliego de herbario,como señalaSORIANO (1988) y sin que
ninguno de los autoresque han trabajado en esta zona lo hayan vuelto a
indicar: las citas de El Escorial (Madrid) (MA 981 y MA 158975)
correspondena este taxon, pero tenemosdudas de que la localidad sea
correcta,ya que con la mismaetiquetahay un pliego en el herbarioMA de A.
tnar¡nurn L., y las de Sevilla y Zamoranos parecenmuy dudosas.Existen
testimoniosde pliego de estetaxon en Mallorca (BENNERT el al., 1987);
estos autoresindican que si actualmentetodavía está presenteen la flora
mallorquina, sería muy raro y probablementerestringido a muy pocas
localidades.

4.1.1.2. Asp¡enium fontanum (L.) Bernb. subsp. pseudofontanum
(Koss¡nsky)Reichst.& Scbnellerin Candollea37(1): 124. 1982
A. pseudofonranumKossinsky, Bot. Mater. Gerb. Glavn. Bot. Sada RSFSR.
111(31): 122. 1922 (basiónimo)

Taxonmorfológicamentemuy similar al anteriory que algunosautores
no reconocen cjBlR & SHUKLA, 1968; DHIR. 1980). Las diferencias
morfológicas de uno y otro son muy escasas,por no decir nulas (Fig. 7). En
cuanto a la morfología de las pinnas, quizá haya una tendenciaa que el
número de dientesde las pínnulassea menor y que los mucronessean de
menorlongitud en la subsp.pseudofonuznumque en la subsp.fontanum(Fig.
8 c-e). Además.las pínnulassuelenestarmás separadasunasde otrasy serde
menor tamaño en este taxon, lo que le da a las frondes un a~pectogeneral
menoscompacto(Fig. 8 a-b).

Todos los caracteresmicromorfológicosde las pinnasson similares a
los de la subsp.fonranumn.Los estomasson polocíticos.como ya comentaran
BIR cf al. (1981). y generalmentevan de acropolocíticosa mesopolocíticos
(Fig. 8 b); su longitud mediaes de 34.94 ¡.im, algo menorque la de la subsp.
fontanum (Tabla 5). Las células epidérmicas de la cara abaxial son
anomomorfas,con las paredeslobuladas y con los lóbulos más o menos
agudos(Fig. 8 b).

Los indusios se disponensobrelos nervios y suelenestarmáscercanos
al nervio medio que a los marginales; son de borde liso, más o menos

irregular y sus células son lobuladasmuy similares a las de la epidermis
abaxial (Fig. 8 g).
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Figura 7. Fotografías de material de herbario de A. fontanum subsp.
pseudofontanum:a, individuo del herbario BM; a’, detalle de las pinnas; b
individuo B 14668(isótipo); b’, detallede las frondes.Barra:0,5 cm.
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Figura 8. A. fontanurn subsp. pseudofontanurn:a, páleas del rizoma; b,
estomasy células de la epidermisabaxial de las pinnas (la flechá indica la
direcciónde las venashaciael margende la pinna); c-e pinnasmediasde las
frondes;f, indumentode las pinnas;g, modelosde las célulasde los indusios.
Barraa: 0.125 mm, b: 50 pm, e-e: 0.5 cm, fy g: 0.1 mm.

d
e

9

27



RESULTADOS Y DISCUSIÓN Generaciónesporoiltica

Al microscopioóptico se observala ornamentacióndel perisporiomás
o menosespinulosa(Fig. 9 e y O. y éstadebeser la razónpor la queNAYAR
& DEVI (1964.fig. 28) comentanque la ornamentacióndel perisporiode este
taxon es uniformenteespinulosa.Pero al microscopioelectrónico de barrido
se observa una morfología completamente disíinta~ se trata de una
ornamentación de tipo flaviforme-fenestrado, con los pliegues poco
levantados, las crestas equinuladas y con numerosas ¡ perforaciones
uniformementerepartidaspor toda la superficiede la espora,lo que le da un
aspectocasi reticulado(Fig. 9 a-d). Todas las muestrasobservadasson muy
uniformes en cuantoal tipo de ornamentacióndel perisporio.La mediade la
longitud del exosporioesde 34.11 ~.±m(Tabla 5).

KOSSINSKY (1922) ya indicó ciertasdiferenciasen la ornamentación
de A. foná’anum y A. pseudofon¡anum,al igual que VIANE (1987), quien
comentaque las muestrasde esporasal microscopioelectrónicode barrido se
puedeusarpara diferenciartáxonesmuy relacionadoscomo es el casode A.
fon¡anumsubsp.fontanwny subsp.pseudofontanutn.Es cierto que en general
la ornamentacióndel perisporiode estosdostáxoneses diferente,sobretodo,
en el númerode perforaciones;si bien estecarácterpermanecemuy constante
en el casode la subsp.pseudofontanum,en cambio, en la subsp.fon¡anumes
muy variable y dentro del rango de variación aparecenmuestrascon la
ornamentacióntípicade la subsp.pseudofontanum(MARTIN, 1984: 759).

En general,en los caracteresmorfológicosen los que existenpequeñas
diferenciasentrelas dossubsp.de A. fontanurn (grado de división y mucrones
de los dientes de las pinnas y ornamentacióndel perisporio), la subsp.
pseudofonwnumes más uniforme que la subsp.fontanum, y en el rango de
variación de esta última, aparecenformas que recuerdana la primera. Es
posibleque estamenor variabilidadobservadaen la subsp.pseudofontanum
se debaal menor númerode individuos estudiados.aunqueestos individuos
correspondena poblacionesrepresentativasde todo su áreade distribución.

El recuentocromosomáticode BIR (1962, 1966-67) con material del
Monte Shali (HimachalPradesh),que da un númeron = 72 paraestetaxones
erróneo(KHULLAR, 1994); ya REICHSTE[N & SCH?NELLER(1982)ponían
en dudaesterecuento,debidoa que todos los individuos estudiadosporellos
fueron diploides (n = 36, 2n = 72), al igual que los de GIBBY (1982) y
KHULLAR cf al. (1988). GIBBY (1982) tras un estudio de hibridaciones
artificiales llega a la conclusiónde que los genomasde A. fontanuin subsp.
fontanumy A. fontanumsubsp.pseudofonfanumson homólogos.

28



RESULTADOS Y DISCUSIÓN Generación esporofitica

Figura 9. A. fontanumsubsp.pseudofontanum:a-d, fotografíasal microscopio
electrónicode barrido; e-f, fotografiasal microscopioóptico. Barrae y f: 10
pm.

e f
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Este taxon se distribuye por los Himalayas occidentales(Pakistán,
Cachemira. India y Nepal). Afganistán. Uzbekistán y Tajikistán
(AITCHISON. 1881; BIR & SHUKLA. 1968; KHULLAR, 1994;
KOMAROV. 1968; KOSSINSKY. 1922; NAKAIKE & MALIK, ¡992, ¡993;
REICHSTEIN & SCHNELLER, 1982), y crece en grietas de rocas calizasy
silíceas entre los 1400 y los 3700 m de altitud (REICHSTEIN &
SCHNELLER, 1982).

4.1.1.3.AspleniumforezienseLegrand ex Giraudias in Bulí. Soc. Dauphin.
ÉchangePl. 12: 501. 1885
AforisienseLegrand.Ann. Soc. Agric. lndustr. Sci. Loire 17: 378. 1873.
A. forezienseLegrandex Hérib. in Magnier. FI. SelectaExsicc.,n0 743. 1884
(in sched.)
Aforesiacuin (Legrand)Christ, Farnkr.Schweiz1-2: 84. 1900

Se trata de un alotetraploidederivadode A. obova¡umsubsp.obovatuin
y A. fontanuni subsp.fontanum (SLEEP, 1967. 1982), por lo que comparte
con sus parentalesmuchosde suscaracteresmorfológicos,y algunosde ellos
son intermediosentresus parentales(Fig. 10). El rizoma es corto y erecto,
cubierto por abundantespáleasclatradaslanceoladas(Fig. 11 a). La fronde
varía de lanceoladaa ovado-lanceolada;más o menos estrecha,pero algo
menosque en A. fon¡anum (Fig. 10). El grado de división de la lámina varía
de bipinnatipartidaa bipinnatisecta,raramentetripinnatipartida(Fig. 10). El
carácterdel color marrónobscurodel pecíolo y raquis esmuy. variable;en la
caraadaxial normalmenteno asciendehastael raquis,quedándosesólo en el
pecíolo donde puedeocuparúnicamentela parte basalo prácticamentetodo
él; en cambio,en la caraabaxialasciendepor el raquis,pudiendollegar desde
la mitad hastalas dos terceraspartesdel mismo.

Las pinnassongeneralmentetriangulares,raramenteovoideas(Fig. 11
c-e). y seinsertanen el raquisnormalmentede forma oblícua,erecto-patentes
las apicales,casi perpendiculareslas medias,y reflejas las basales(Fig. 10).
Las pinnaspresentandientes,de profundidadmuy variable (Figs. 10 y 11 c-
e), queacabanen un mucrón,y que son intermediosentresusparentales;los
dientes son más profundos que en A. obovatum subsp. obovatum, pero
generalmentemenosque los de A. fonranunz,y los mucronessoncortoscomo
los de A. obovatumsubsp.obovaeum,pero más claramentediferenciados(Fig.
11 e-e). Presentanescasospelos multicelularesuniseriadosen ambascarasde
las pinnas,con 8-5 células (Fig. II O.
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Figura 10. Siluetas de frondesde A. foreziense,individuos: a, RV6046; b,
BUF 19; c, BUF 20; d, FRA 3; e, TíO 2; f, AH1O8F; g, FRA 13. Tamaño
natural.
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Figura 11. A. foreziense:a, páleas del rizoma; b, estomas y células de la
epidermisabaxial de las pinnas (la flecha indica la dirección de las venas
haciael margende la pinna); c-e pinnasmediasde las frondes;,f, indumento
de las pinnas; g, modelosde las célulasde los indusios. Barraa: 0.125 mm,
b: 50 hm, e-e:0.5 cm, fy g: 0.1 mm.

e
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Los estomasaparecenúnicamenteen la caraabaxialde las pinnas,son
polocíticos y generalementevan de acropolocíticosa mesopolocíticos;su
longitud mediaesde 55.32 gm (Tabla 5). Las célulasepidérmiicasde la cara
abaxial son anomomorfas,con las paredeslobuladas,siendo los lóbulos más
o menosagudos,semejantesa las deA. fontanum(Fig. 11 b).

Figura 12. A. foreziense: a-c, fotografías al microscopio
barrido;d-e, fotografíasal microscopioóptico. Barrady e: 10

électrónico de
4m.

e
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Los indusios,al igual que en A. fontanum,suelenestarmáscercanosal
nervio medio que a los marginales,como ya señalaraMARCHETTI (1995),y
son de borde liso e irregular (Fig. 11 g). Sus células son lobuladasmuy
similaresa las de la epidermisabaxial(Fig. 11 g).

El carácterde la ornamentaciónde la esporaes intermédio entresus
dos parentales. E] perisporio puede presenta pliegues y ‘sólo algunas
perforaciones,que nuncallegan a ser tan numerosascomo en A. fontanum
(FERRARINI et al., 1986), aunque es más frecuente que no presenten
ningunaperforación(Fig. 12 a-c). La media de la longitud del exosporio es
de 39.64 ~m. (Tabla 5).

Los recuentoscromosomáticoscoincidencon los de DIEKJOBST &
BENNERT (1985) y MEYER (1960, 1962), entre otros autores. Hemos
obtenido el recuentode ti = 72 en los individuos BUF 2, BU¿F 3, AHll5F
(HERREROet aL, 1997a),MUL 12, CAB 9 (HERRERO et al., 1997b)y FRA
34 (Fig. 13).

a’

A.
1~

rrr* ¿
4$r

raS..’’

Figura 13. Fotografia y diagramaexplicativo de la me os s de las células
madresde las esporasde A. foreziense,individuo FRA 34, mostrandoti = 72.
Barra: 10 hm.

Su principal áreade distribución está centradaen la mitad sur del
Macizo Central francés y más particularmenteen Les Cévennes,donde es
abundante(PRELLI & BOUDRIE, 1992). Además de esteáreaprincipal se
encuentrapuntualmentetambiénen Alemania (DIEKJOBST & BENNERT,
1985), Suiza (CHRIST, 1900; HESS et aL, 1967; REICHSTEIN, 1984),
Córcega (BADRÉ et al., 1986; BRIQUET, 1910), Italia’ (BOVIO &
CERUTTI, 1993; MARCHETTI, 1995), España(NOGUEIRA & ORMONDE,
1986; PANGUA et al., 1990) y Marruecos(RUMSEY & VOGEL, 1996).

4
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Es una planta típicamente fisurícola y acidáfila.
amplitudaltitudinal; nosostrosla hemosencontradodesdeel
el Cabode Creushastalos 2500 metrosen SierraNevada.

Tiene una gran
niVel del mar en

4.1.1.4.Asplenium macedonicumKflmmerle in Bot. Kózlem. 15: 145. 1916
A. bornmueller¡Kummerle,Bot. Kózlem. 19: 81. 1921

Taxon muy emparentadocon A. foreziense. Algunos autores los
considerantáxones diferentes (DERRICK el aL, 1987; GREIJTER el aL,
1984), y otros incluyen a A. macedonicumen A. foreziense(VIANE gí aL,
1993).

Ninguno de los caracteresmorfológicos del esporófi~o estudiados
difieren significativamenteentreA. macedonicumy A. foreziense(Figs. 14-
16, Tabla 5). En la descripciónoriginal, KUMMERLE (1916), se limita a
señalarque ambos táxonesson vicariantes.Posteriormentedescribió otro
taxon,A. bornmnuellerí(KÚMMERLE, 1921), que la mayoría de los autores
considerancomo sinónimo de A. macedonicumn(DERRICK el al., 1987;
GREUTER el al., 1984; JALAS & SUOMINEN, 1972; VIANE el al., 1993),
y al quediferenciabásicamentepor el tamañode la plantay la forma y grado
de división de las pinnas.

a’o—

u

t..

u,

-t

Figura 14. Fotografíasde material del
hábito; a’ detallede las frondes.

herbario BM

a

de A. tnacedonicum:a,
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Figura 15. A. macedonicum:a, páleasdel rizoma; b, estomasy célulasde la
epidermis abaxial de las pinnas (la flecha indica la dirección de las venas
haciael margende la pinna); c-d pinnasmediasde las frondes;e,indumento
de laspinnas;f, modelosde las célulasde los indusios.Barraa: 0.125 mm,b:
SO ¡.tm, c-e: 0.5 cm, fy g: 0.1 mm.
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Figura 16. A. macedonicum:a-b, fotografíasal microscopio electrónico
barrido;c-d, fotografíasal microscopioóptico. Barra c y d 10 gm.

de

Las evidenciascitológicasaportadaspor SLEEP (1967) indican quees
un taxon tetraploide;el hechode quese hayancruzadoexperimentalmenteA.
macedonicum y A. foreziense y los híbridos muestren tina meyosis
completamentenormal y produzcanesporasviables (REICHSTEIN, 1984)
apuntaun comportamientogenéticosimilar de ambostáxones.

LOVIS (1977) señalaque la diversidad
foreziense/macedonicuines debida más al
alotetraploide que a diferenciaciones
poliploidizacion.

encontradaen el complejo A.
origen politópico de este

ocurridas despúés de la

Su distribuciónesmuy puntual,en Macedonia,en unazonamontañosa
cercanaa Prilep. Creceen fisurasde granitosentre los 700 y los 900 metros
(KUMMERLE, 1921 y datosobtenidosde las etiquetasdeherbaitio).

d
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4.1.1.5. Asplenium obovatum Vi~’. subsp. obovatum var. obovatum in FI.
Libycae Spec.:68. 1824

Taxón morfológicamente muy variable (Fig. 17). Rizoma corto y

erecto. cubierto por abundantespáleasclatradas lanceoladas(Fig. 18 a).
Lámina de lanceoladaa ovado-lanceolada;su grado de división varía de
bipinnatisectaa bipinnatipartida(Fig. 17). El color marrónobscuroasciende
generalmentehastael raquis en ambascaras,aunqueno siempreen la cara
adaxial;en la caraadaxialsuelequedarseen las pinnasbasales,mientrasque
la caraabaxialllega hastalas dosterceraspartesdel raquis.

Las pinnas son generalmentetriangulares(Figs. 17 y 18 e-e) y se
insertan en el raquis normalmente de forma oblícua. erecto-patenteslas
apicales,casi perpendiculareslas medias, y reflejas las basales(Fig. 17),
comoen el resto de los táxonesestudiados.Los dientesde las pinnases uno
de los caracteresmás variablesde estetaxon; lo más frecuentees que sean
muy poco profundos, casi inapreciables (Fig. 17 d y e), pero también
aparecenindividuos con los dientemásmarcados(Fig. 17 b y e), sin llegar a
ser tan profundoscomo los de la variedadprotobillotil y los de A. obovatumn
subsp. lanceolatum. PRELLI & BOUDRIE (1992) comentan que en
situacionesumbrosas,las pínnulas son a menudo más dentadas,hasta el
punto que puedenllegar a parecerseen estecaráctera las de A. foreziense.
Los mucronesson inconspicuos,en muchoscasosinexistentes(Fig. 18 e y e).
El indumentode las pinnasapareceen ambascarasy estáformadopor pelos
multicelularesuniseriados,con 11-4 células(Fig. 18 f).

Los estomassonpolocíticosy normalmentevariande mesopolocíticos
a basipolocíticos;su longitud mediaes de 47.46 j.im (Tabla 5). Las células
epidérmicasde la caraabaxial son anomomorfas,con las parédeslobuladas,
siendolos lóbulos máso menosobtusoso redondeados(Fig. 18 b).

Los indusios aparecensobrelos nervios y suelendisponersede forma
marginal;son irregularmentelisos (Fig. 18 g). Suscélulasson lobuladasmu;
similaresa las célulasde la epidermisabaxial(Fig. 18 g).

Las esporasde estetaxon son de tipo flaviforme-imperforado(Fig. 19
a-d) y la mediade la longitud del exosporioes de 30.55 ¡.±m(Tabla5).
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Figura 17. Siluetas de
obovatum, individuos: a, VAR 18; b, VAR 12; c, BEA 13; d,’ VAR 11; e,
BON 13; f, VAR 10. Tamañonatural.

frondes de A. obovatum subsp. obovatum var.
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Figura 18. A. obovatumsubsp.obovatumnvar. obovatum:a, páleasdel rizoma;
b, estomasy célulasde la epidermisabaxialde las pinnas(la flecha indica la
direcciónde las venashaciael margende la pinna); e-e,pinnasmediasde las
frondes;f, indumentode las pinnas;g, modelosde las célulasde los indusios.
Barraa: 0.125 mm, b: 50 gm, o-e: 0.5 cm, fy g: 0.1 mm.

b
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Figura 19. A. obovatumsubsp.obovatumvar. obovatum:a-d, ¡fotografíasal
microscopio electrónico de barrido; e-f, fotografíasal microscopio óptico.
Barraeyf: lOhm.

e f
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STEINECKE & BENNERT (1993) han realizado: un estudio
morfológico del esporófito de este taxon, junto al de las variedades
deltoideum y protobillotil y la subespecielanceolatum, obteniendo unos
resultadossimilaresa los nuestros.

Se trata de un taxon diploide. Nuestrosrecuentoscromosomáticoshan
sido de n = 36 en todos los individuos, BEA 18 (HERRERO et al., 1997a),
VAR 7 (HERRERO el aL, 1997b) y BON 4 y BON 17 (Fig. 20), que
coinciden con los de BRULLO et al. (1982), MANTON & ÉEICHSTEIN
(1962), SÁEZ et al. (1993)y VIANE el aL (1996),entreotros autores.

a’

A

peri ,,t’

Figura 20. Fotografíay diagramaexplicativo de la meyosis de las células
madres de las esporasde A. obovatum subsp. obovatum vár. obovatum,
individuo BON 17, mostrandoti = 36. Barra: 10 xm.

Es un taxonsilicícolay generalmentefisurícola,aunquetámbiénpuede
serterrícola,creciendoen rellanosde rocasy entreel matorral.Es termófilo y
aparecemuy ligado a la costa, siempre bajo su influencia y no subiendo
mucho en altitud (alrededorde los 100 m, excepcionalmentehasta los 900
metros en una localidad de la isla de Ikaria en Grecia, en un pliego del
herbarioBM).

Se distribuye fundamentalmenteen la zona costeradel Mediterráneo
norte,siendomásabundanteenel centroy centro-estede estaregión; aparece
tambiénen las Islas Canarias,norte de África y una localidadrelícticaen la
Bretañafrancesa(PICHI SERMOLLI & BIZZARRI. 1992).

La distribución exactade este taxon no estádel todo clara, debido
fundamentalmentea confusiones con el tetraploide A. oboYaíum subsp.
lanceolatum por cuestionesnomenclaturales.Su presencia en la Bretaña
francesafue señaladapor AYMONIN (1974) y confirmada y estudiada

1’. <t ~.

‘4<

‘Ij
4.0

42



RESULTADOS Y DISCUSIÓN Generaciónesporotitica

cítológicamentepor LABATUT e al., (1984). KUNKEL <1966. 1971) lo
señalaparala Isla de GranCanaria,pero ORMONDE (1991)y ORMONDE el
al. (1995) dudande su presenciaen las IslasCanarias,ya que todo el material
estudiadopor ellos correspondea A. obovatuin subsp. lanceolatum,al igual
que el estudiadopor nosotros; sin embargo algunasde las siluetas que
aparecenen KUNKEL (1971: 33) del grupo A. obovatum.dectivamente,
recuerdana la morfología típica del diploide A. obovatumsubsp. obovatumn
var. obovatumn. con las pinnas redondeadas,sin apenasdientes y con un
mucrón inconspicuo.pero sin otro tipo de datos no podemosasignaríasa un
taxon u otro. Pareceque su presenciaen la Macaronesiaes cuandomenos
dudosay precisade un estudiomásprofundo.

Todo el material del complejo A. obovatum del noAe de África
(Marruecos) que hemos estudiado, corresponde a .4. obovatumn subsp.
lanceolatwn. BAITANDIER & TRABUT (1905) diferenciandentrode los
Aspleniumde fronde lanceoladauna forma bajo el nombred9 A. obovatum
Viv. con los lóbulos de las pinnasredondeados,crenadoso con los dientes
menosagudosen La Calle (Argelia); MAIRE (1952) tambiéndiferenciauna
forma de pinnas redondeadas,con dientes cortos ~ obtusbs dentro del
complejoA. obovatum.Al igual que ocurre en la Macaronesia,es necesario
un estudio más profundo para corroborar la presenciade este taxon en el
nortede África.

La presenciade estetaxon en la PenínsulaIbérica fue señaladaen 1990
(PANGUA et al., 1990: SALVO, 1990) y estudiadacitológicamentepor
SÁEZ el al. (1993). De la poblacióndel Cabo de Gata(Almería) sólo hemos
podido estudiarel materialde herbario(MGC 20602)que habíasido revisado
anteriormente por PANGUA et al. (1990), ya que. a pesar de buscar
insistentementeesta poblaciónen el campo,no hemosconsegúidoencontrar
ningún ejemplar vivo para su análisis citológico y con electroforesisde
isoenzimas; debe tratarse de una población relíctica con muy pocos
individuos muy localizados.

A la vista de los datos corológicosdisponiblesse puedesuponerque
estetaxon pudo ocuparun áreamás o menos continua por gran parte de la
costa mediterránea, llegando hasta la costa atlántica europea (Bretaña
francesa), con posibles radiaciones en la Macaronesia. Según PICHI
SERMOLLI (1979) se trata de un taxon antiguo ya presenteen la flora del
Mediterráneo en el Terciario. Desde entonces parece que su área de
distribuciónha ido disminuyendo,centrándosefundamentalmentea la región
estey centrodel Mediterráneonorte y quedandolocalidadestelícticasen el
Cabo de Gata (Almería) y la Bretaña francesa.También es cierto que en
numerosaszonascosterasmediterráneasno encuentrasu sustratoóptimo, al
tratarsede sustratosbásicosno muy aptospara su desarrollo,,por lo que en
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muchos casos su distribución no puede ser continua. Quizá, en el
Mediterráneooccidental,nortede África, zonaatlánticay Macaronesianunca
fue muy abundantey haperdidoterrenoen favor de su derivadotetraploideA.
obovatumsubsp.lanceolatum,abundanteenestaszonas.

4.1.1.6. Asplenium obovatum Viv. subsp. obovatum
Demiriz, Viane & Re¡chst.in Candollea 45(1): 244. 1990

var. deltoideum

Esta variedadfue descritacomo diferentede las otras dos variedades
de A. obovatumsubsp.obovatumpor tener las frondesdeltoideas(Fig. 2 la).
En los demáscaracteresmorfológicoslas tres variedadessonsimilares(Fig.
22, Tabla5).

Figura 21. Siluetas de frondes: a, A. obovatum
deltoideum individuo Ras-1022; b, A. obovatum
obovatumindividuo BEA 2. Tamañonatural.

subsp.
subsp.

var.
var.

a

b

obovatum
obovatum
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b

c

Figura 22. A. obovatum subsp. obovatum var. deltoideum: a, estomasy
célulasde la epidermisabaxial de las pinnas(la flecha indica la direcciónde
las venas hacia el margende la pinna); b, pinna media de l~s frondes; c,
modelosde las célulasde los indusios.Barraa: 50 j.tm, b: 0.5 cm, c: 0.1 mm.

El carácterde la forma de la fronde es muy variable en este grupo.
Hemosobservadoocasionalmenteen un mismoindividuo frondesdeltoideas
junto a frondeslanceoladas,en A. obovatumsubsp.obovatumvar. obovatwn
(Fig. 21 b), A. obovatumsubsp.obovatumnvar. protobillotil (Fig. 23 a), A.
obovatumsubsp.lanceolatum(Fig. 24 b), y A. foreziense(Fig.~ 25 b), por lo
queestecaráctertiene unadudosavalideztaxonómica.

Es un taxon diploide, como el restode las variedadesde A. obovatum
subsp. obovatum. El material que hemos estudiadoha sido comprobado
citológicamentepor HelgaRasbach(com. pers.),conun resultadode n = 36.

Hastael momentoseha citado estavariedaden Turquía(DEMIRIZ er
al., 1990), Grecia (VIANE et al., 1996) y Francia (VIANE a aL, 1996,
basándoseen una silueta que apareceen LABATUT a al., 1984). En la
población griega convive con las otras dos variedadesdel diploide A.
obovatum subsp. obovatum, siendo interfértiles y apareciendo formas
intermediasentreunosy otros táxones.

Crece en los mismos medios que A. obovatumsubsp. obovatumnvar.
obovatum,sobresustratosácidosen enclavescosteros.
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Figura 23. Siluetasde frondesdel individuo MIE 37 de A. obovatumsubsp.
obovatumvar.protobillotil. Tamañonatural.
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Figura 24. Siluetasde frondesdel individuo CHE 16 de A. obovatumsubsp.
lanceolatumn.Tamañonatural.

a
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Figura 25. Siluetas de frondes del individuo AH123F de A. foreziense.
Tamañonatural.

4.1.1.7. Asplenium obovatum Viv. subsp. obovatum var. protoblllotii
Demiriz, Viane & Reichst. in Candollea45(1): 244. 1990 ¡

Es muy similar morfológicamentea las otras dos variedadesde A.
obovatwnsubsp.obovatum,de las que se diferencia fundamentalmentepor
los dientesy mucronesde las pinnasmás profundosy marcados(Figs. 26 y
27 c-d), lo que le hace indistinguible a simple vista del tetraploide A.
obovatumsubsp.lanceolatumn.En el restode los caractereslas tres variedades
sonsemejantes(Figs. 27 a-b y e-f, y 28, Tabla5).
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Figura 26. Siluetas de frondes de A. obovatumn subsp. obovatutn var.
protobillotil, todasellasdel individuo MíE 34. Tamañonatural.
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u

Figura 27. A. obovatumn subsp. obovatum var. protobillotil: a, páleasdel
rizoma; b, estomasy célulasde la epidermisabaxialde las pinnas (la flecha
indica la dirección de las venashacia el margende la pinna); c-d, pinnas
mediasde las frondes;e, indumentode las pinnas;f, modelosde las células
de los indusios. Barra a: 0.125 mm, b: 50 ~xm,e-e:0.5 cm, fy g:0.1 mm.
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e
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Figura 28. A. obovatumsubsp.obovatumvar. protobillotil: a-c«fotografíasal
microscopio electrónico de barrido; d-e, fotografíasal microscopio óptico.
Barradye: 10hm.

El carácterdiferenciadorde los dientesde las pinnasprofundosy de
sus mucrones conspicuos se mantiene constante en todos los individuos
estudiadosy en los estudiadospor otros autores (DEMIRIZ et al., 1990;
RASBACH et al., 1990; STEINECKE & BENNERT, 1993; yIANE et al.,
1996), y lo separaclaramentede las otras dos variedadesdé A. obovatum
subsp.obovatuin.Ademásde estecarácter,es llamativo el indumentode las
pinnas,del mismo tipo que en las otras dos variedades(Fig. 27 e), pero más
abundante.
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En la únicapoblaciónestudiada,en el valle del río de la Miel (Cádiz),
los individuos examinadostienen un númerocromosomáticode ~i = 36 (MíE
26, MíE 27, MíE 41, MíE 75, Fig. 29 a y b) y 2n = 72 (MíE 75, Fig. 29 c), lo
que coincide con el recuento de otros autoresen individuos de la misma
población(RASBACH a al., 1990) y en otraspoblaciones(DEMIRIZ et al.,
1990; VIANE a al., 1996).
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Figura 29. Fotografíay diagramaexplicativo de la meyosis de las células
madresde las esporasdeA. obovatumsubsp.obovatuznvar. protobillotil: a y
a’, individuo MíE 26 (ti = 36); b y b’, individuo MíE 75 (n =36); e y c’,
mitosisde ápicesderaícesdel individuo MIE 75 (2n = 72). Barra: 10 ¡.tm.

Esta variedad se ha encontrado hasta el momento en Turquía
(DEMIRIZ et al., 1990), España(RASBACH et al., 1990) y Grecia(VIANE
et aL, 1996).

Crece en los mismosmedios que A. obovatum subsp.obovatuin var.
obovatumn,sobresustratosácidosen enclavescosteros.La poblacióngaditana
no se encuentraen la misma costa, sino un poco hacia el iúterior, en un
canuto.

c%9
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4.1.1.8.Asplenium obovatumVb’. subsp. Ianceolatunw (Fiori) P. Silva in
Agron. Lusit. 20: 217. 1959
A. billotil F.W. Schultz. Flora (Regensburg)28: 738. 1845
A. lanceolatuniHudson.FI. Angí. ed. 2: 454. ¡778

El concepto actual de A. obovatum incluye dos subespecies;una
diploide, la subespecieobovaturn. con tres variedades, que ya hemos
comentado,y otratetraploide,que esla subespecielanceolatumn:

Hastaque se describióla variedadpro¡obillotii de A. obovatumsubsp.
obovafum. todos los autorescoincidían en señalarque este taxon era un
autotetraploide derivado de A. obovatum subsp. obovatum, basándose
fundamentalmenteen el comportamientomeyótico de híbridos naturalesy
artificiales de este taxon con otros (BENNERT et al., 1991;
BOUHARMONT. 1977a, 1977b; CALLÉ el aL. 1975: CUBAS & SLEEP,
1994; EMMONTT. 1964; GIRARD & LOVIS. 1968; LOVIS, 1977; LOVIS &
VIDA, 1969; MANTON & REICHSTEIN, 1962; RASBACH et aL, 1991;
REICI-ISTEIN. 1981; SLEEP, 1983).

Ante los resultadosde los análisis citológicos y por el hecho, inusual
en los autotetraploides.de presentardiferenciasmorfológicasevidentescon
su ancestro diploide, SLEEP (1983) indicó que A. billotil era un
autotetraploidederivado de A. obovatwn o de una forma con cromosomas
homólogos,dejando abierta la posibilidad de que pudiera tratarse de otro
taxon.

Tras encontrar la variedad diploide protobillotii. de morfología muy
próxima a la del tetraploide, DEMIRIZ el al. (1990) y RASBACH et al.
(1990)atribuyerona éstael origen del tetraploidepor autopoliploidía.

Morfológicamente,no se diferencia a simple vista, como ya hemos
comentado,del diploide A. obovatumn subsp. obovatum var. protobillotii
(Figs. 30 y 31). pero ambostáxonessí se diferencianen las longitudesdel
exosporio y de los estomas(Tabla 5). como sucede en otros complejos
poliploidesde pteridófitos y susparentales(BARRINGION e! al., 1986).
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Figura 30. Siluetas de frondes de A. obovatum subsp. lanceolatum,
individuos: a, LUA 9; b, MíE 16; c, LUA 16; d, TOR 33; e, CíO 9. Tamaño
natural.

b

e
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Figura 31. Siluetas de frondes de A.
individuos: a, ALM 18; b, ITA 12; c, LUA
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a

g

Figura 32. A. obovatumsubsp.lanceolatuin:a, páleasdel rizoma;b, estomas
y célulasde la epidermisabaxial de las pinnas(la flecha indica la dirección
de las venashacia el margende la pinna); e-e, pinnasmediasde las frondes;
f, indumentode las pinnas;g, modelosde las célulasde los indusios.Barraa:
0.125 mm, b: 50 gm, e-e:0.5 cm, f: 0.1 mm, g: 0.1 mm.
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Lasesporassonde tipo flaveliformes-imperforadas(Fig. ‘33 a-e).

Figura 33. A. obovatwnsubsp. lanceolatum:a-c. fotografíasal microscopio
electrónicode barrido;d-e, fotografíasal microscopioóptico. Barrady e: 10
JJ.m.

En estetaxon existeuna gran variabilidaden el gradode disecciónde
la fronde, relación longitud/anchurade la fronde y profundidadde los dientes
de las pinnasy longitud de sus mucrones(Figs. 30, 31 y 32 cJe), lo que ha
contribuido a la descripciónde nuevostáxonesmuy próximos aA. obovatum
subsp. lanceolatum y que no son más que formas extremasdel mismo.
KUNKEL (1966)describecon materialde la Isla de GranCanariaunaespecie

‘¾
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nueva,A. terorenseG. Kunkel. No hemospodido ver material de ésta,pero
ORMONDE e al. (1995)opinan que se trata de formas tripinnatisectasde A.
obovaíumsubsp.lanceola¡um.

A esta gran variabilidad también se debeel que se haya confundido
frecuentementecon otros táxones.fundamentalmentecon A. obovaíumsubsp.
obovatumy A. foreziense.La diferencia más clara con A. obova¡um subsp.
obovarum.es el nivel de ploidía, acompañadodel mayor tamañode algunos
de los caracteresmicromorfológicos,comoson las longitudesdel exosporioy
de los estomas(Tabla 5): en los individuos típicos de uno y otro taxon con
los caracteresde las pinnasson suficientesparadiferenciarlos.

Más dificil resulta diferenciar algunos individuos de A. foreziense,
como ya señalaraAYMONIN (1969); ambos son tetraploidespor lo que las
diferenciasde tamañode los caracteresmícromorfológicosno los discriminan
(Tabla 5). Habitualmentese utilizan una serie de caracteres,como son la
relación longitud/anchurade la fronde, color marrón obscuro‘del pecíolo y
raquis, dientes y mucrón de las pinnas, abundanciadel indumento de las
pinnas.posición de los sorosy ornamentacióndel perisporio al microscopio
electrónico de barrido, que normalmente sirven, en su conjunto, para
diferenciar un taxon de otro. Además de estos caracteres,existe otro que
hemoscomprobadoque resultamuy útil, y es la morfologíade los lóbulos de
las células epidérmicas;en A. forezienseéstos son agudos (Fig. II b),
mientrasque en A. obovatumsubsp. lanceolcaumson más redondeados(Fig.
32 b).

Nuestrosrecuentoscromosomáticoscoinciden con los de CUBAS el
al. (1990). HORJALES eral. (1991).MANTON el al. (1986), ORMONDE &
QUEIRÓS(1995)y QUEIRÓS(1991),entreotrosautores.Hemosobtenidoel
recuentode ti = 72 en los individuos HOY 20. NAV 8 (Fig. 34), CHE ¡6
(HERREROe! aL. 1997a),CIG 21, AH95F, ALM 17, TOR 33 (HERREROel
aL. 1 997b). AHÓ8F. AH76F. MíE 1. MíE 2, MíE 4, MíE 6, MíE 8, MíE 11,
MíE 12, MIE 18, MíE 24 y MíE 33.

Crece fundamentalmenteen grietasde rocas,aunquetambién aparece
en repisas, taludes más o menos rocosos e incluso en sotobosques,
generalmentesobre sustratossilíceos. En la región mediterráneabusca los
ambientesmás frescosy protegidos.Nosotros lo hemosobservadodesdeel
nivel del mar en numerosaslocalidadesdel norte peninsularhastalos 1200
metrosen la Sierrade Gata(Cáceres).

Se distribuye principalmenteen el Mediterráneo occidental (Italia,
Sicilia, Córcega, Cerdeña,Francia, España, Portugal, Argelia, Túnez y
Marruecos),Macaronesia(Canarias,Madeira, Azores) y zona de influencia
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Atlántica europea(Portugal,España,Francia,Islasdel Canal,QranBretañae
Irlanda), conradiacionesen Suizay Luxemburgo.

a,’ r

Figura 34. Fotografíay diagramaexplicativo de la meyosis de las células
madresde lasesporasde A. obovarumsubsp.lanceolatum,individuo NAV 8,
mostrandon = 72. Barra: 10 hm.

Ninguno de los autores consultados (DERRICK et al., 1987;
GREUTERet aL, 1984; VIANE et aL 1993) señalasu presenciaen Grecia,
pero en el herbario K hemosestudiadoun pliego con material mezcladode
Argolis (Grecia),uno de los individuostiene la morfogíade la fronde y de las
pinnas con dientes y mucrón desarrolladostípica de A. obovatum subsp.
lanceolatum y con la longitud del exosporio (37.03 .im ±1:73) y de los
estomas(61.53 xm ±3.71)dentrodel rangode estetetraploide;por todo ello,
lo hemosatribuido a estetaxon, tratándosepues,de una localidadaisladaen
Grecia, en el Mediterráneooriental, que requeriríaconfirmación citológica.
GREUTER & RECHINGER (1967) ya comentanque en Kithira (Grecia)
dentro del complejo A. obovatu¡n aparecenformas con una morfología que
recuerdaaA. billotil, pero que atribuyenal rangode variacióndel diploideA.
obovatum subsp.obovatumy que VIANE e! al. (1996) suponenque podría
tratarsede A. obovatumsubsp.obovatumvar. protobillotil. Más al orientede
Grecia,DERRICK e! al. (1987)y GREUTERe! aL (1984)lo citan en Crimea
(Ucrania), sin ningunareferencia,y no hemospodido encontrarningún dato
másacercadeestacita.

Se encuentradisperso por toda la PenínsulaIbérica, siendo más
frecuente en la mitad occidental, fundamentalmenteen la zona costeray
tierras bajas del Cantábrico y Atlántico, y hacia el interior en el Sistema
Central, Montes de Toledo y Sierra Morena. Las citas de Balearesno son
correctas(ROSSELLÓe! al., 1986).

IP.
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4.1.1.9. Asp¡eniumobovatumViv. subsp.numidicum Salvo & Cabezudo in
Acta Bot. Malac. 17: 288. 1992
A. obovatumViv. var. numidicumTrab. in Batt. & Trab., FI. Algérie Tunisie:
403. 1902 (basiónimo)

Todos los caracteresmorfológicosestudiadosdel esporófitoincluyen a
estetaxonen el rango de variaciónde A. obovatumsubsp. lanceolatum (Fig.
35, Tabla 5). Se trata de formas de fronde oblonga de A. obovatumsubsp.
lanceolatum.

a

d

Figura 35. A. obovatum subsp. numidicumn: a, siluetas de frondes del
individuo MGC 28503 (tamañonatural); b, estomasy célulasde, la epidermis
abaxial de las pinnas (la flecha indica la dirección de las venas hacia el
margende la pinna); c, pinna media de las frondes; d, indumento de las
pinnas;e, modelosde las célulasde los indusios.Barrab: 50 .im, c: 0.5 cm, d
ye: 0.1 mm.

e
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MAIRE (1959) señalaque estetaxon se aproximapor suscaracteresa
A. foreziense,BECHERER (1935) lo incluye en A. fore:ienseyRUMSEY &
VOGEL (1996) sospechanque podría tratarse de un sinónimo de A.
foreziense.a pesarde no habervisto material de estetaxon. Despuésde haber
estudiadoel material tipo. hemosllegadoa la conclusiónde que setrata de .4.
obovarumsubsp.lanceolarumy no de A. fore:it’nse.

213) ~2 2~O
1 2 3

477 243) 32 a3)
4 5 6 7

Táxones

Figura 36. Representacióngráfica de la longitud del exosporio de los distintos
táxones:1, A. fon¿’anumsubsp.fonranumn; 2, A. fontanumsubsp.pseudofon¡anum;3,
A.foreziense;4. A. mnacedonicum;5. A. obova¡umsubsp.obovarumvar. obovarum;6,
A. obovarumsubsp.obovatumvar. delroideum;7. A. obovatumsubsp.obovarumnvar.
pro¡obillorii: 8. A. obova¡umsubsp.lanceolarum:9. A. obovatumsubsp.numnidicum.
N: númerode medidasrealizadasen cadataxon.
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Figura 37. Representacióngráfica de la longitud de [os estomasde los distintos
taxones:1, A. fon¡anumsubsp.fonranum:2. A. fomuanurnsubsp.pseudofonranum;3,
A. foreziense; 4. A. macedonicunz:5, A. obovarum subsp.obovatum var. obovarum; 6,
A. obovatum subsp.obovarum var. deltoideum: 7. A. obovaturn subsb.obovarumn var.
prorobillorlí; 8. A. obovaíum subsp.lanceolatumn: 9. A. obovarz¿m subsp.num¡dicum.
N: númerode medidasrealizadasencadataxon.

Taxon N Longitud exosporio N Longitud estomas

A Ío’tranurn subsp. fon¡anurn 113 (27)325-35-37.5(46) 7! 29)35.3-38.3-41.3(50)

.4. fonwnunz subsp. 23 (27)3 I.6-34.I-36.6(40> 23 (27)37.5-34.9-37.3(42)

pseudojon¡anun

.4. foreñense 98 32>37-39.6-422(51) 94 (40)5:1.1-55.3-59.5(74)

.4. mocedonicum 16 (33>36.8-39.t-41 .4<47> 6 4! >50.6-54.I-57.6(62)

.4. obovatum subsp. obovatun, 85 <20)286-30.5-32.4(39> 84 ~ 1.3(61>

var. obovatunt

A. obovaiutn subsp. obovatum 1 <28)29.3.30.S-32.3(35) 1 (39)42.3-46.9-51.5(56)

var. dehoideum

.1 obovazurn subsp. obovazun, 41 (27)30.3-32.3-34.3(40> II (35)42-45.S-49.6(56)

var. protobúloijí

.4. obovaturn subsp. lanceolazun, 168 i30>36-38.3-40.6(50) 116 (42)53.8-58.6-63.4(76)

A. obovatum subsp. nu,n¡dícum 2 (35)37.6-40-42.4(44) 2 (32)46.4.5I.I-55.8<61)

Tabla 5. Media (en negrita)± la
máximo (entreparéntesis)de las

desviaciónestándar,y los valoresmínimo y
longitudesdel exosporioy de los estomasde

los diferentestáxones(enmicras).N: númerode individuos.
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4.1.1.10.Asplenium obovatumViv. notbosubsp. cyrnosardoum (Rashacb,
Vida & Reichst.) Rasbach, 1<. Rasbacb, Viane & Bennert nothovar.
cyrnosardoumin Bot. Helv. 100: 10. 1990
Aspleniumx cyrnosardoumRasbach,Vida & Reichsí. in Bot. ‘Helv. 91: 114.
1981 (basiónimo)
— A. obovatum Viv. subsp.obovatum var. obovatum x A. obovatum Viv.
subsp.Ianceolatum (Fior¡) P. Silva

En la poblaciónde A. obovatumsubsp. oborarum var. obovarumque
hemos recolectado en el Cap Béar (Pyrénées-orientales)apareció uno de los
individuos (BEA 9) con el contenidoesporangialabonado(Fig. 38 a) y con la
morfología de los dientes y mucronesde las pinnas intermedia entre A.
obovarumsubsp.obovatumvar. obovarumy A. obova¡umsubsp.lanceolatum
(Figs. 38 b-d y 39). Ésto nos hizo sospecharde que se podría tratar del
híbrido entre estos dos táxones,descrito por RASBACH ci al. (1981) con
materialde Córcega.

No hemospodido estudiarcitológicamenteestaplantapara comprobar
su apareamientocromosómicoen las célulasmadresde las esporas,pero el
estudiode la electroforesisde isoenzimasnos ha confirmadoque se trata de
estehíbrido.

Ademásde esteindividuo recolectadopor nosotros,en un pliego del
herbarioG de la isla de Giglio, en el archipiélagotoscano(Italia) apareció
material mezcladode A. obovatum subsp. obova¡um var. obova¡um y A.
obovatum subsp. lanceolawm y entre ellos una fronde con el material
esporangialabortadoy con morfología intermediaentreestosdos táxones,y
quehemosatribuido a estehíbrido.

En ambos casos no se observandiferenciasen las célulasepidérmicas
de la caraabaxialde las pinnas(Fig. 40 a-c) y en los indusiosdel híbrido y de
sus parentales(Fig. 38 e-g), pero la longitud de las célulasestomáticasdel
híbrido es intermedia entre la de sus parentales(Tabla 6), como también
indicaronRASBACH et aL (1990).
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Figura 38. Esporas de A. obovatumn nothosubsp.cyrnosardouni nothovar.
cyrnosardoum(a), y pinnas mediasde las frondes (b-d) y modelosde las
célulasde los indusios (e-g) de A. obovatumsubsp.obovatumvar. obovatum
(b y e), A. obovatumnothosubsp.cyrnosardoumnothovar.cyrnosardoum(c y

O y A. obovatumsubsp.lanceolatumn(d y g). Barra a: 50 j.tm, b-d: 0.5 cm, e-
g: 0.1 mm.
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Figura 39. Siluetasde las frondes:a, A. obovatumsubsp.lanceolatumn;b, A.
obovatum nothosubsp. cyrnosardoum nothovar. cyrnosardoum; c, A.
obovatumsubsp.obovatumvar. obovatum.(—>): Nivel que alcanzael color
marrónobscuroen el pecíoloy raquispor la caraadaxial,y (——-->) por la cara
abaxialde la fronde.Tamañonatural.
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Figura 40. Estomasy células de la epidermis abaxial de las: pinnas: a. A.
obovatum subsp. obovatumn var. obovawm; b. A. obovatum nothosubsp.
cvrnosardoum nothovar. cyrnosardoum;c, A. obovatumn subsp. ¡anceola¡um.
La flecha indica la direcciónde las venashaciael margende la pinna. Barra:
50 pm.

4.1.1.11. Asplenium obovatum Vii’. nothosubsp. cyrnosardoum(Rasbach,
Vida & Reichst.) Rasbacb, E. Rasbach, Viane & Benncrt nothovar.
ibericum Rasbach, E. Rasbacb, Viane & Bennert in Bot. Helv. 100: 12.
1990

— A. obovatum Vii’. subsp. obovalum ver. protob¡Ilofii Demiriz, Viene &
Re¡cbst.x A. obovatumViv. subsp. Ianceo¡atum (Fiori) P. Silva

Hemos encontrado este híbrido en el valle del río de la Miel (Cádiz),
única localidad dondese ha encontrado hasta ahora (RASBACH el al., 1990),
y en la queconvivecon susparentales.
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b

Figura 41.- Siluetasde las frondes:a, A. obovatwnsubsp.lanceolatum;b, A.
obovatum nothosubsp.cyrnosardoumnothovar. ibericum; c, A. obovatum
subsp.obovatumvar. prorobillotil. (—*): Nivel que alcanzael color marrón
obscuroenel pecíoloy raquispor la caraadaxial,y (—-->) por la caraabaxial
de la fronde.Tamañonatural.
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Figura 42. Esporasde A. obovatum nothosubsp.cyrnosardownnothovar.
ihericum (a), y pinnasmediasde las frondes(b-d) y modelosde las célulasde
los indusios (e-g) de A. obovatumsubsp.lanceolatum (b y e),A. obovatum
nothosubsp.cyrnosardoumnnothovar. ibericumn (c y O y A. obovatumnsubsp.
obovatumvar.protobillotii (d y g). Barraa: 50 ~j.m,b-d: 0.5 cm, e-g: 0.1 mm.
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La morfologíade la fronde y de las pinnases muy similar a la de sus
parentalesque, a su vez, sonmuy similaresentre sí (Figs. 41 a-c y 42 b-d).
Tampoco se apreciandiferenciasni en los indusios (Fig. 42 e-g) ni en las
célulasepidérmicasde la caraabaxialde las pinnas (Fig. 43 a-c) de los tres
táxones.Sólo existen diferencias en la longitud de las célulasestomáticas
(Tabla 6), siendo la del híbrido intermediaentre la de los parentales,como
también indican RASBACH el al. (1990), al igu~l que en la notovariedad
tipo.

Figura 43. Estomasy células de la epidermis abaxial de las pinnas: a, A.
obovatum subsp. lanceolarwn; b, A. obovarum nothosubsp.cyrnosardoum
nothovar. ibericurn: e, A. obovafwn subsp. obovatum var. protobillor¡i. La
flecha indica la direcciónde las venashaciael margende la pinna. Barra: 50
~m.
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Hemosencontradoun total de cincoplantashíbridas,todasellascon el
contenido esporangialabortado(Fig. 42 a). El único individuo que hemos
podido estudiarcitológicamenteha sido MíE 40 y mostrócercade 36’ y 36”
en metafase1.

Debido a la gran homologíagenómicade sus parentales,es frecuente
que aparezcannumerososindividuos híbridos en la única p¿blaciónhasta
ahoraconocida(datospropiosy en RASBACH el al., 1990).

4.1.1.12. Asplenium x protomajoricum Pangus & Prada nothosubsp.
prolomajoricum in Bot. J. Linn. Soc. 108(1): 2. 1992 ¡
Asplen¡umx pro¡omajoricum PérezCarro & Fern. Areces.Anales Jard. Bot.
Madrid 49(2): 188. 1992
— Asplenium fontanum (L.) Bernh. subsp. fontanum x A. petrarchae
(Guérin) DC. subsp. bivalens (D.E. Mey.) Lovis & Reichst. ¡

Nuestraplanta, que se encontrabaconviviendo con sus parentales,
presenta,ademásde los escasospelos pluricelulares comunesen muchas
especiesde Asplenium.numerosospelosunicelularesen la lámina, pecíolo y
raquis, carácterqueespropiode A. petrarchaesubsp.b¡valens.’

Las frondestienen una morfología similar a la de A. fo’ntanum subsp.
fontanumn(Fig. 44 b), si bien las pinnassonmenosincisasy los~ dientesno tan
cuspidados(Fig. 45 c); el pecíolo y la mitad inferior del raquis sonde color
marrón obscuro,siendoen estecarácterintermedioel híbrido con respectoa
sus parentales(Fig. 45 a-c). El raquis sin embargoes de seccióncircular,
como ocurre en A. petrarchae subsp. bivalens y no aplanado y acanalado,

comoes el casoen A. fontanum subsp.fontanurn. No se apreciandiferencias
ni en los indusios (Fig. 45 e-g) ni en las células epidérmicasde la cara
abaxial(Fig. 46 a-c) de los tres táxones.

Se ha podido realizarel análisisde la meyosisen cuatrocélulasmadres
de las esporas,quepresentaronn = 72 en tres de ellas (Fig. 47) y n = 70’ 1”
en la otra.

Este híbrido diploide ha sido citado únicamentedel Levanteespañol;
hasta ahora se habían recolectadodos (PANGUA e! al., 1992) y cinco
individuos (PÉREZ CARRO & FERNÁNDEZ ARECES, 1992), en la
provincia de Valencia. Por las descripcionesdel híbrido que estos autores
hacen,y a la vista del nuevo individuo encontradopor nosótros,podemos
afirmar que la pubescenciade las frondes es extremadamentevariable.
habiéndoseencontradoplantas con la lámina y el pecíolo prácticamente
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glabros, otras con la superficie abaxial de las pinnas provista de pelos
glandularesdispersosy otrascon abundantespelosen toda la fronde

a

Figura 44. Siluetasde las frondes: a, A. petrarche subsp.bivalens; b. A. x
pro¡ornajorícum nothosubsp. prolomajoricum; c. A. Jónranuin subsp.
fontanum. (—*): Nivel que alcanzael color marrón obscuroen el pecíolo y
raquis por la caraadaxial.y (——--*) por la caraabaxialde la frpnde. Tamaño
natural.

b
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Figura 45. Esporasde A. x protomajoricumnnothosubspprotomajoricurn, la
flecha indica una diplóspora (a), y pinnas mediasde las frondes (b-d) y
modelosde las células de los indusios(e-g) de A. petrarchesubsp.bivalens
(b y e), A. x protomajoricum nothosubsp.protomajoricum (c y 1) y A.
fontanuinsubsp.fontanum(d y g). Barraa: 50 ~¡m,b-d: 0.5 cmje-g: 0.2 mm.
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Figura 46. Estomasy células de la epidermis abaxial de las pinnas: a, A.
petrarche subsp. bivalens; b, A. x pro¡omajoricum ¡ nothosubsp.
protomajoricum; c, A. fontanuin subsp. fontanum. La fle¿ha indica la
direcciónde las venashaciael margende la pinna. Barra: 50 ~.¡rn.
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Figura 47. Fotografla y diagramaexplicativo de la meyosis de las células
madresde las esporasde A. x protovnajoricumnothosubsp.protomajoricwn,
individuo CAM 5, n = 72’. Barra: 10 gm.

En el ejemplar estudiadose han observadoalgunasdiplósporas(Fig.
45 a). REICHSTEIN (1981)señalaque existegran variaciónen1 la capacidad
de las especiesdiploides para formar híbridos y en el potehcial de tales

híbridos para duplicar posteriormente sus cromosomas: y originar
alopoliploides. En estecaso,la duplicaciónde los cromosomaslen el híbrido
pareceserrelativamentefácil dadoel contenidoen diplósporasdenunciadoen
los ejemplares hasta ahora localizados; este hecho probablementeestá
relacionadocon la presenciaen esa región del alopoliploide derivado, A.
majoricum, recientementerecolectado en Valencia (PÉREZ’ CARRO &
FERNÁNDEZ ARECES, 1992) y cuyapresenciaen la provincia de Alicante
fue indicadapor PANGUA et al. (1992) basándoseen material de herbario
recolectadopor Rigual y señaladopor este autorbajo A. lanceolatumHuds.
var. valentínum(Pau) Knoch(RIGUAL, 1972).

4.1.1.13.Aspleniumx recoden A¡zpuru & Catalán nothosubsp.recoden in

Anales Jard.Bot. Madrid 42(2): 531. 1986
= A. fontanum (L.) Bernh. subsp.fontanum x A. ruta-murania L. subsp.
ruta-murania

El individuo quehemosrecolectadopresentalas frondesde morfología
intermediaentre las de susparentales(Fig. 48 a-c), con la lámina lanceolada
comoenA. fontanumsubsp.fontanumy las pinnasbasalesdivididas de forma
pinnada,con pinnulas flabeladasmuy semejantesa las de A. ruta-muraría

e

‘4 t

f5

74



RESULTADOS Y DISCUSIÓN Genaaciór¡esporoRda

subsp. ruta-muraría, pero presentando pequeños dientes:agudos bien
definidos (Fig. 49 c) y abundantespelos pluricelulares. Los caracteresdel
indusio son también intermedios en este híbrido, lo que ~ manifiesta
principalmentepor la presenciade algunasfimbrias enel bordedel indusio al
igual que ocurre en A. ruta-muraría subsp. rufa-murarja y por el tamaño y
tipo de células,semejantesa las de A. fontanumsubsp.fontanum(Fig. 49 e-
g). En cambio, no hay diferenciassignificativasen las célulasde la epidermis
de las pinnas de la cara abaxial de los tres táxones (Figi 50 a-e). Sus
esporangiosestán colapsados(Fig. 49 a) y la distribución del material
genéticoen las tétradasesirregular (Fig. 49 a’).

Figura 48. Siluetasde las frondes: a, A. fontanum subsp.fontanum;b. A. x
recoden nothosubsp.recoden!: c, A. rtaa-muraníasubsp. ruta-murania. (—+):

Nivel que alcanzael color marrónobscuroen el pecíolo y raquis por la cara
adaxial,y (———*) por la caraabaxialde la fronde.Tamañonatural.

Este híbrido triploide ha sido citado en el Pirineo navarro(AIZPURU
& CATALÁN. 1986) y en la Sierra de Albarracín (PEREZ CARRO &
FERNÁNDEZ ARECES, 1996), habiéndoseencontradoun sol~ individuo en
cada caso, al igual que en nuestra recolección, en que el único ejemplar
hallado se encontrabaconviviendo con sus parentales.Si bien hastaahora
este híbrido se ha encontradoocasionalmente,el hecho de que A. fonzanum
subsp.fontanumy A. ruta-muraría subsp. ruta-muraría se de~arrollensobre
sustratosbásicos y sus áreasde distribución se solapen,hace pensarque
posiblementese encuentreen otros puntosdel áreaen que esosdos táxones
coinciden.

a b
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Figura 49. Esporangios(a) y tétradas(a’) de A. x recoden nothosubsp.
recoden, y pinnas mediasde las frondes(b-d) y modelosde tas células de
los indusios (e-g) de A. ruta-muraría subsp. ruta-muraría (‘b y e), A. x
recoden nothosubsp.recoden (c y O y A. fontanumsubsp.fontanum (d y g).
Barraa: 125 jm, a’: 50 gm, b-d: 0.5 cm,e-g: 0.2 mm.
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Figura 50. Estomasy célulasde la epidermisabaxialde las pinnas: a A. ruta-
muraría subsp. ruta-muraría; b. A. x recoden nothosubsp.recoden; c, A.
fontanumsubsp.fonzanum. La flecha indica la dirección de las venashacia el
margende la pinna. Barra: 50 pm.

En las dos células madresde las esporasen que ha
observarla meyosis,sehaobtenidoti = c. 36 y 36” (Fig. 51).

sido posible
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Figura 51. Fotografíay diagramaexplicativo de la meyosis de las células
madresde A. x recoden nothosubsp.recoden,individuo EST 2, n = c. 361 y
361!. Barra: 10 ~¡m.

4.1.1.14.Asplenium x sleepiaeBadré & Bondrie nothosubsp.sleepiae in
Bulí. Mus. Natí. Hist. Nat., B, Adansonia4(3): 477. 1981
= A. obovatumsubsp.lanceolatum(Fiori) P. Silva x A. forezienseLegrand
ex Giraudias

Estehíbrido lo hemosencontradoen dos localidades,ed el Puig dels
Bufadors(Gerona)y en la Sierra de Albarracín(Teruel),una de~ellascon dos
individuos. Tanto los parentalescomo el híbrido presentanuna morfología
muy parecidaen lo que serefiere a la formay gradode disecció4de la lámina
(Fig. 52 a-c), observándosealgunasdiferenciasen las característicasde los
dientesde las pínnulas,que son divergentesy cortamentemucronadosen A.
foreziense,aproximadosy largamentecuspidadosen A. obovatum subsp.
lanceolatum e intermedios en el híbrido (Fig. 53 b-d). No se aprecian
diferenciasen los indusios de los tres táxones(Fig. 53 e-g), pero sí en las
células de la epidermis, los lóbulos de éstasson agudosen A. foreziense,
obtusosen A. obovatumsubsp. lanceolatum, y más o menos‘agudosen el
híbrido (Fig. 54 a-c).
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c

Figura 52. SiLuetasde las frondes:a, A. obovatumsubsp.lanceolatum:b. A. x
sleepíaenothosubsp.sleepíae;c. A. fore:iense. (—~*): Nivel que alcanzael
color marrónobscuroen el pecíoloy raquis por la caraadaxial, y (—--*) por
la caraabaxialde la fronde.Tamañonatural.

El contenido esporangialestá totalmente abortado (Fig. 53 a). El
análisis de la meyosis en los individuos estudiadosha dado como resultado
n = c. 66’ 30116111(Fig. 55 ay a) y ti = c. 65’ 32’~5’~’ enel individuo BUF 21,
yn=c. 69’ 3311 3111 en el individuoCAB7(Fig.S5byb’).

Debido a que en el híbrido sepresentantres genomas provenientesde
A. obovatum subsp. obovatum pueden aparecerun número variable de
trivalentes,habiéndoseencontradoen los individuos hastaahora estudiados
citológicamente,de O a 15 trivalentes.
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Figura 53. Esporas(a) de A. x sleepiaenothosubsp.sleepiae,y pinnasmedias
de las frondes (b-d) y modelosde las células de los indusios (e-g) de A.
obovatumsubsp.lanceolatum(b y e), A. x sleepiaenothosubsp.sleepiae(c y

O y A. foreziense(d y g). Barraa: 50 ~¿m,b-d: 0.5 cm, e-g: 0.2 mm.
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Figura 54. Estomasy células de la epidermis abaxial de las pinnas: a A.
obovatumsubsp. lanceolatum;b, A. x sleepiae nothosubsp.sleepíae;e, A.
foreziense.La flecha indica la dirección de las venashaciael margende la
pinna. Barra: 50 gm.
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Figura 55. Fotografíasy diagramasexplicativosde las meyosisde las células
madresde las esporasde A. x sleepiaenothosubsp.sleepíae:a y a’, individuo
BUF 21, ti = c. 66’ 30” 6”’; b y b’, individuo CAB 7, ti = c. 69’ 3311 3í1í~ Las
flechasindican los trivalentes.Barra: 10 jim.

Este hibrido tetraploide fue obtenido de forma artificial por SLEEP
(1983), y hastaahora se ha encontradode forma natural en Francia y en
España.En Franciase conocede numerosaslocalidadescorrespondientesa
varios departamentos(BADRÉ et aL, 1981; BOUDRIE, 1994, 1996;
BOUZILLÉ & BOUDRIE, 1991; RASBACH et al., 1991); en EspañaSÁEZ
et aL (1993)lo encontraronen Gerona,en la mismalocalidadque nosotros.
Además,en el material deherbario quehemosrevisadohanaparecidofrondes
con el contenidoesporangialabortivo y con la morfologíaintermediaentreA.
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obovatum subsp. lanceolatumy A. forezienseque hemos atribuimos a este
híbrido; en el herbarioMGC el pliego MGC 12288 con material procedente
de SierraNevada.del río Lanjarón (Granada),y en el herbario MA el pliego
MA 332560 conmaterialprocedentede Boniches(Cuenca).

En todos los casoslas plantasse desarrollabansobre sustratosilíceo
(granitos, pizarras,esquistos,areniscas),sobre los que crecen normalmente
sus parentales.

La estrecharelación entre sus dos parentaleshaceque presentenuna
morfología muy similar, diferenciándosenormalmente por el grado de
división de la lámina y por las característicasde los dientesde las pinnas,
pero estadiferenciaciónno siemprees fácil dada la variabilidad de los dos
táxones.La morfología del híbrido es tambiénvariable, asemejándoseunas
vecesmása uno de sus parentalesy otrasvecesal otro. Al ser los parentales
muy próximos genéticamente,pareceque es frecuentela aparición de este
híbrido allí dondeconviven.

4.1.1.15. Asplenium x sleepiae Badré & Boudrie notbosubsp. knameni
Herrero,Prada,Pajarón& Panguain Anales Jard.Bol. Madrid 53(2): 246.
1995

— A. obovatum. Vii’. subsp. obovatum var. obovatum x A. foneziense
Legrand ex Giraudias

SLEEP (1983) había sintetizado este híbrido en el laboratorio y
nosotroslo hemosencontradode forma naturalen el Cabo de Creus(Gerona)
y lo hemosdescritorecientemente(HERREROet al.. ¡995). 2

Esta plantahíbrida se asemejaen su morfología general a las plantas
de A. forezienseque crecíancercanasa ella. Sus frondes,al igual que las de
sus parentales,sonovado-lanceoladas,siendomás estrechasen A. foreziense,
al igual que en el híbrido y miden cerca de 24 cm de longitud. Son
bipinnadas,aunquelos segmentosdistalesno estándiferenciadósen pínnulas
(Fig. 56 a-c). El pecíolo, como en A. obovatum subsp. obovatum var.
obovatum,es marrón obscuroen la caraabaxial, así como en el raquis al
menos hasta el espacioentre las dos pares de pinas basales, lo que le
diferencia de A. foreziense,donde el raquis y la mayor partedel pecíolo es
verde.

El carácterde los dientesdel margende las pinnasy sus mucroneses
intermedioentresusdosparentales;los dientessonpoco profundos,algo más
semejantesa los de A. obovatumsubsp.obovatumvar. obovatum,en cambio,
los mucronessonalgo máslargoscomoen A. foreziense(Fig. 57 b-d).
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Figura 56. Siluetas de las frondes: a, A. obovatum subsp. obovatum var.
obovatum;b, A. x sleepiaenothosubsp.kramneri; c, A. foreziense.(—>): Nivel
quealcanzael color marrónobscuroenel pecioloy raquispor la caraadaxial,
y (———*) por la caraabaxialde la fronde.Tamañonatural.
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a

d

Figura 57. Esporas(a y a’) de A. x sleepiaenothosubsp.krameri, y pinnas
mediasde las frondes(b-d).y modelo& de las célulasde los indusios (e-g) de
A. obovatum subsp. obovatum var. obovatum (b y e), A. x sleepiae
nothosubsp.krameri (c y O y A. foreziense(d y g). Barra a: 30 .im, b-d: 0.5
cm, e-g: 0.1 mm.
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Las célulasepidérmicasde la caraabaxial de las pinnas mediasson
anomomorfas.con las paredestípicamentelobuladas.En el híbrido, al igual
que en A. forezíense,estoslóbulos son algo másagudosque en A. obovatum
subsp.obovatumvar. obovatutn(Fig. 58 a-c). Los estomasson generalmente
polocíticos; en el híbrido y en A. obovatumsubsp.obovatumvar. obov’atum
generalmentevan de mesopolocíticosa basipolocíticos,a diferenciade A.
forezienseque van de mesopolocíticosa acropolocíticos(Fig. 58 a-c). La
longitud de las célulasestomáticases intermediaentre los padres(Tabla 6).
No seapreciandiferenciasen los indusiosdel híbrido y suspadres(Fig. 57 e-
g).

Todo el materialde los esporangiosestáabortado(Fig. 57 a y a’). Para
el análisis citológico se estudiarondiez células madresde las esporasen
división. Todas ellas mostraron36~ y 36’~ en metafase1 (Fig. 59 a y a’). Se
trata, por tanto, de un híbrido triploide en el que dos genomas son
homólogos,lo que permitela formaciónde bivalentes.Estosbivalentesserían
el resultadodel apareamientoentre los cromosomasde A. obovatumsubsp.
obovatumvar. obovatum y el juego de cromosomasde A. forezíenseque
correspondea la contribuciónde A. obovatumsubsp.obovatumvar. obovatum
en estealotetrapláide.

Ademásde estalocalidadgerundense,estehíbrido ha sido encontrado
recientementepor RASBACH et al. en el departamentode Var, en Francia
(comunicaciónpersonal).

De forma accidentalen nuestroscultivos hemos obtenido un híbrido
triploide provenientede la fecundacióncruzada de un gametófito de A.
foreziensey de A. obovatum subsp. obovatum var. obovatum. Se trataría,
pues,de estetaxon. Tiene una morfología intermediaentresus parentales.y
paracomprobarsu origen hemoscomparadosusperfileselectroforéticoscon
los de sus padres..El análisiscitológico de estaplanta muestrala existencia
de 108 cromosomasen mitosis (Fig. 59 c y 6), y una meyosis en la que
hemosconstatadola formación de 36” y 361 en seis célulasmadresde las
esporas,y en unahan aparecidodos trivalentes(ti = c. 34! 3411 2111) (Fig. 59 b
y b’). Estaformación de trivalentespuedeexplícarsepor la ciertahomología
que presentael genomade algunosdiploides del géneroAspleníum,comoya
han observado otros autores (CUBAS & SLEEP, 1994; HERRERO &
PRADA, 1997; PANGUA et aL, 1990).
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Figura 58. Estomasy célulasde la epidermis abaxial de las- pinnas: a A.
obovatum subsp. obovatum var. obovatum; b, A. x sleepíaenothosubsp.
krameri; c, A. foreziense.La flecha indica la dirección de las venashaciael
margende la pinna.Barra: 50 gm.

87



RESULTADOS Y DISCUSIÓN Generaciónesporofitica

b

4

• tg •ee.
e

a
—— alt

• A.t
4,.

— •
E

0* ep~
4 e’.—4 tua •tt

tA 3
.4’

e
.cza

o

-c

—t
00

o3tg

ojo
o

fit~

Figura 59. Fotografíasy diagramasexplicativos de la meyosisde las células
madresde las esporasde A. x sleepiaenothosubsp.krameri: a y a’ individuo
natural BON 9, ti = c. 36’ y 36”; b y b’, híbrido artificial de A. obovatum
subsp.obovatum var. obovatumy A. forezierise (A. x sleepíaenothosubsp.
krameri), ti = c. 341 3411 2”~; e y c’, mitosis de ápicesde raíces del hibrido
artificial de A. obovatumsubsp. obovatum var. obovatum y A. forezíense,
mostrando2n = 108. Las flechasindican los trivalentes.Barra 10 gm.
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TAxON N NIVEL DE

PLOIDIA

LQNG¡TUD

ESTOMAS

A. x protomajoricum noíosubsp. protomajorícum 1 diploide (37>39.2-40.8-42.4(44)

A. x recoden noíhosubsp. recoden 1 diploide <42)46.4-49.6-52.8(57)
A. obovotum noíhosubsp. cyrnosardoum noihovar. 2 triploide (45)48.1-51.9-55.7(60)

cyrnosardoutn

A. obovotum noíhosubsp. c rnosardoum nothovar. 2 triploide (46)47.9-50.2-32.5(55)

ibenicum

A. .x sleepiae noíhosubsp. steep¡ae 8 tetraploide (49)53.8-58-62.3(70)
A. .x sleepiae noíhosubsp. krameri 2 triploide <48)52.9-55.8-59.2(63)

Tabla 6. Nivel de ploidía, y la media (en negrita)+ la desviaciónestándary
los valoresmínimo y máximo (entreparéntesis)de la longitud de los estomas
de los diferentestáxoneshíbridos(en micras).N: númerode individuos.

4.1.1.16.Hibrido artificial de Asplenium obovafum Vii’. subsp. obovatum
var. obovatum x 4. obovatum Vii’. subsp. obovatum var. pnotobillotii
Deniiriz, Viane & Re¡cbst.

Con el fin de comprobarla semejanzagenómicay las relacionesde
parentescode las variedadesobovatum y protobillotíí del’ diploide A.
obovatum subsp. obovatum con el tetraploide A. obovatum subsp.
lanceolatum hemos sintetizadoen el laboratorio el híbrido de estas dos
variedades(individuos VAR 7 y MIE 27).

En total hemos obtenido tres plantas hibridas, de las cuales hemos
analizado en profundidad una de ellas. Morfológicamente, esta planta
presentacaracteresintermediosentresusparentalesen los dientesy mucrones
de las pinnas(Figs. 60 y 61 a-c). No presentadiferenciasen los indusios(Fig.
61 e) ni en las células epidérmicasde la cara abaxial (Fig. 62 b) con sus
padres.

El contenidoesporangialen algunoscasoses normal(Fig. 63 a) y en
otros casosse presentaabortado(Fig. 63 b). En las observacionesrealizadas
hemos comprobadoque esto ocurre en todo el esporangio,es decir, que
cuandolas esporasestánabortadaslo estánlas 64 de un esporangioy cuando
son normaleslo son todas las de un esporangio.Son más frecuenteslos
esporangioscon las esporas normales que aquellos que las presentan
abortadas.
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Figura 60. Siluetas de las frondes: a, A. obovatum subsp. obovatum var.

obovatum individuo VAR 7; b, híbrido artificial; c, A. obovatum subsp.
obovatumvar. prorobillotil individuo MIE 27. Tamañonatural.

b
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d

Figura 61. Pinnasmediasde las frondes(a-c) y modelosde las célulasde los
indusios(d-f) deA. obovatumsubsp.obovatumvar. obovatum(a y d), híbrido
artificial (b y e) y A. obovatum subsp.obovatumvar. protobillotii (c y O.
Barraa-c: 0.5 cm, d-f: 0.1 mm.

La meyosisde los híbridos diploides sintetizadosmuestraun elevado
porcentajede célulasmadresde las esporasconapareamientoregularde 36 ~‘

(Fig. 64), lo que conducea la formación de esporasnormales. STEINECKE
& BENNERT (1993) mencionan que en este híbrido aparecenesporas
normalmente constituidas. Además, como ya hemos señalado, hemos
observadoque entreellas aparecenalgunasmal formadas(Fig. 63 b), debido
a que enalgunascélulasmadresde lasesporassedan meyosisirregularescon
formación de 35” y 2’. En la anafase1 de las célulasmadresde las esporas
quepresentanmeyosisirregularesaparecenen el huso univalentesretardados
que no se reconocen(Fig. 65 a); en cambio, en la telofase 1 de las células
madresde las esporasconmeyosisregularno aparecenestosunivalentes(Fig.
65 b). El porcentajede meyosisregularese irregularesen un mismoindividuo

c

e
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híbrido va a dependerdel grado de semejanzagenómica que~ tengan los
parentales;como ya hemos dicho, son más frecuenteslas meyosis regulares
que las irregulares, lo que significaría que la semenjanzagenórnicade las
variedadesobovatum y protobillotii de A. obovatum subsp. obovatum es
elevada.

Figura 62. Estomasy células de la epidermis abaxial de las pinnas: a, A.
obovatum subsp. obovatum var. obovatum; b, híbrido artificial; c, A.
obovatumsubsp.obovatumvar. protobillotil. La flecha indica la direcciónde
las venashaciael margende la pinna.Barra: 50 ¡m. ¡
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Figura 63. Esporasinmadurasdel híbrido artificial de A. obovatumn subsp.
obovatumvar. obovatumx var. protobillotii: a, esporasnormales; b, esporas
abortadas.Barra:30 jam.
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Figura 64. Fotografíay diagramaexplicativo de la meyosis de las células
madresde las esporasdel híbrido diploide artificial de A. obovatumsubsp.
obovatumvar. obovatumx A. obovatumsubsp. obovatumvar. protobillotíl,
mostrandoti = 3611. Barra 10 gm.
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Figura 65. Meyosisde las célulasmadresde las esporasdel hibiido artificial
de A. obovatum subsp. obovatum var. obovatum x A. obovatuin subsp.
obovatumvar. protobíllotil: a, anafase1 de meyosisirregurales;b, telofase1
de meyosisregulares.Las flechasindican los univalentesretardados.Barra:
30 1am.

En las mismascondicionesde cultivo que el resto de las plantasno
híbridasque hemosmantenidoen cultivo, estoshíbridoshan crecido con más
dificultades. Han formado frondes normalmente,pero a medida que iban
creciendoy madurandoseiban secandopor los bordeshastasecarsetodaella.

Para comprobarla viabilidad de las esporasproducidas:por el único
esporófito híbrido que maduró, realizamosuna siembraen medio nutritivo
solidificadocon agar.El porcentajede germinaciónfue relativamenteelevado
(cerca del 64%), pero los gametófitosque se formaron a p4rtir de estas
esporas tuvieron problemas de desarrollo. Estas esporas ~mpezaron a
germinarcomo el restode los táxonesno híbridos (entre 5 y 9~ días después
de la siembra),pero despuésde la aperturade la célulaesporal,~elercimiento
se detuvo y el desarrollodel protalo sufrió un retrasode unos 3 mesescon
respectoal resto de los táxones.Aproximadamentea los 4 mesesy medio
despuésde la siembra se empezarona formar los gametangiosde forma
normal.

VIANE et al. (1996)comentanque en las poblacionesgriegasque han
estudiadoconvivenindividuos de las tres variedadesde A. obovatumsubsp.
obovatum,que soninterfértiles y que apareceúformasintermediasentreellas.
A la vista de nuestrosresultadosparece que, aunquedebido a su similitud
genómicaseafrecuenteque las variedadesobovatumy protobifloe!! hibriden
y originen esporófitosdiploides parcialmentefértiles allí dojide conviven,

b
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tanto estosesporófitoscomolos gametáfitosderivadosde ellos, jarecentener
un desarrolloprecarioy probablementeen la naturalezano prosperenbien.

4.1.2. Discusión global

Los resultadosobtenidosdel estudio morfológico del esporófito nos
indican que existeuna granvariabilidad en todo el grupo; setrata de táxones
congranplasticidadfenotipica,lo que hacequeseandificiles de reconoceren
algunoscasos.Sin embargo,hayalgunoscaracteresque varíanmenosy en los
más variables se aprecianunas tendenciasmorfológicas que nos permiten
delimitar cadataxon.

Los caracteresmacromorfológicosde la fronde son quizá los más
variablesy, a pesarde ello, los quemás sehanutilizado parala ~eparaciónde
los táxones.En los individuos típicos estoscaracteressonmuy útiles y en la
mayoríade los casossuficientesparasuidentificación.

Por el contrario, para los individuos desvianteses necesarioteneren
cuenta caracteresmicromorfológicos. En los poliploides, debido a su
naturaleza, aumenta el tamaño de algunas de las célula~ de ambas
generacionescon respectoa las de sus parentales,pero también puedenser
intermediasentreellos. En concretoéstoocurrecon la longitud del exosporio
y la de las células estomáticas(BARRINGTON et al. 1986). Ambos datos
resultan,en conjunto, prácticamentedefinitivos para discriminar los táxones
diploides de los tetraploides(Figs. 36 y 37, Tabla 5). En los dos grupos de
táxones diploides (A. fontanum y A. obovatum) hay diferencias en estos
caracteres(Figs. 36 y 37, Tabla 5), pero estasdiferenciasno tienenun reflejo
tanclaro en suspoliploidesderivados(Figs. 36 y 37, Tabla 5). En general,la
longitud del exosporio es menos variable que la longitud de los estomas
(Tabla 5). Otros caracteresque también puedenestar relaciohadoscon el
nivel deploidía, comolas páleasdel rizomay el indumentode las pinnas,son
másvariables,aunquehay una tendenciaa que seande menor tamañoen los
diploides que en los tetraploides,especialmentemarcadaen el caso de A.
fontanum(Figs. 4 a y f, y 8 ay O.

Otros microcaracteresobservados que pueden ser~ útiles para
diferenciarindividuos conflictivos de los táxonestetraploides(A. foreziensey
A. macedonicumde A. obovatumsubsp. lanceolatumy subsp.:numidicum),
son las células de la epidermisabaxial de las pinnasy la insercién de la-s
célula-saneja-sy los estomas.

Con los datos morfológicos estudiados podemos ajuntar varias
consideracionestaxonómicas.
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Las poblacioneseuropeasy norteafricanas,por un lado, y las del
Himalaya, por otro, de A. fontanum han sido tratadaspor los autoresque las
han estudiadorecientementecomo dos subespeciesdistintas (R.EICHSTEIN
& SCHNELLER, 1982), en basea que, a pesar de su similitud genética
(GIBBY, 1982). poseen ciertas diferencias morfológicas. Las diferencias
macromorfológicasson muy vagas,y dentrodel rango de variación de unasu
otras poblaciones aparecen individuos intermedios. En cuanto a los
microcaracteres,no existen diferencias significativas en ninguno de ellos
(Figs. 4 y 8, Tabla 5). exceptoen la ornamentacióndel perisporio(Figs. 5 y
9). Sin embargo,en el rango de variación de A. fontanum subsp.fontanum
(mucho más variable en este carácter y en el resto de los que hemos
estudiado)aparecenesporascon ornamentaciónsimilar a la de A. fontanum
subsp.pseudofontanum. Parece,y los datos morfológicos puedenapoyarlo,
que se trata de poblacionesdisyuntasoriginadas,bien por fragmentacióndel
áreaoriginal, bien por dispersióna largadistanciauna de la otra, de un único
taxon y que debidoa la falta de flujo genético,se encuentranen un proceso
de estabilizaciónde ciertoscaracteresquepodríanresultardiferenciadoresen
el futuro.

No hemos observado ninguna diferencia significativa entre A.
forezíensey A. macedonicum en los datosmorfológicosdel esporófito,por lo
que nuestrosresultadosapoyanel tratamientotaxonómicode VIANE et al.
(1993).

La única diferenciade A. obovatumsubsp.obovatumvár. deltoideum
con la variedad tipo es la forma deltoideade la fronde (DEMIRIZ el al.,
1990). Nosotrosno hemosobservadoningunaotra diferencia. Esto, unido a
que en el resto de los táxones del grupo A. obovatum, e incluso en A.
forezíense,aparecenfrondes deltoideasjunto a frondes lancéoladasen un
mismoindividuo, no justifica el reconocimientode un taxondiferente.

Las variedades obovatum y protobíllo!fi de A. obovatum subsp.
obovatumtienen su diferenciamás clara en los dientesy mucronesde las
pinnas. Pareceser un carácterque se mantieneconstante,aunque hemos
estudiado algunos individuos de la variedad tipo con los dientes más
pronunciadosque recuerdana la variedadprotobillotil. En generalesun buen
carácter que sirve para diferenciar ambos táxones que, por otra parte,
muestranuna diferenciacióngenómicaque ya hemosindicadoál comentarsu
híbrido artificial.

Algo similar a lo dicho de A. obovatum subsp. obovatumn var.
deltoideumle ocurre aA. obovatumsubsp.numídicum,que no esmásque una
forma de A. obovatumsubsp.lanceolatumcon la fronde másestrecha.
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De los resultados citológicos en el grupo A. obovatum, y de los
obtenidospor otros autoresque han estudiadoanteriormenteestegrupo, se
desprendeque las variedadesobovatum y protobillorlí tienen genomascasi
homólogos.En los híbridostriploides naturalesdel tetraploideA. obovatum
subsp. lanceolatum con estas dos variedades diploides no se forman
multivalenteso se formanen muy pequeñonúmero(RASBACH et al., 1980,
1990, 1991, y datos propios), típico de los híbridos triploides de los
alotetraploidescon sus padres.En cambio, en los híbridos, tanto naturales
como artificiales, de A. obovaíum subsp. lanceolaíum con otros táxones
diploides y tetraploides no relacionadoscon el grupo A. obovatum. el
apareamientode los cromosomasapunta a un comportamiento de A.
obovatum subsp. lanceolatum más como un autotetraploideque como un
alotetraploide(BOUHARMONT, 1977a. 1977b;CALLÉ el al., 1975; CUBAS
& SLEEP. ¡994; GIRARD & LOVIS, 1968; LOVIS & VIDA. 1969; SLEEP,
1983. Parece que hay algún mecanismo que dificulta la formación de
multivalentes en los híbridos triploides entre los táxones del grupo A.
obovatum.

El análisis de los datos corológicos sugiere que los diploides A
obovatumsubsp. obova¡umvar. obovarum y A. foníanuin subsp.fontanum
debierontener una distribución mucho más amplia en el pasadoque la que
presentanactualmente.

Las poblacionesdel tetraploide A. forezíensecoinciden en algunos
casoscon las de uno de sus parentales(A obovatum subsp. obovatum var.
obovatum) y, en general, no están muy alejadasde ellos, lo que podría
significar que ha tenido un origen relativamentereciente.

En cambio, A. obovatum subsp. lanceolaíum, aunque coincide en
algunas zonas con su parental, tiene centrada su distribución en el
Mediterráneooccidental,zonaAtlántica europeay Macaronesia,alejadade la
actual de A. obovatum subsp. obovarum var. obovaíum, que se localiza
principalmenteen el Mediterráneocentraly oriental. Pareceque A. obovatum
subsp. lanceolatum tiene un origen más antiguo y que se ha extendido en
aquellaszonasen las que A. obovatum subsp. obovatumvar. obovatum ha
estadoy estáen regresión.
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4.2. GENERACIóN GAMETOFITICA

4.2.1.Desarrollo y morfología del protalo

Existían ya algunosdatasmorfológicosde la generacióngametofítica
de A. foníanumsubsp.fon¡anum(HENRIET & MOENS. 1976; I-IENRIET el
al., 1976; MOMOSE, 1960e;PRADA el al., 1996), A. foreziense(HENRIET
& MOENS, 1976; HENRIET el al., 1976),A. obovatumsubsp.obovatumvar.
obovatum(HENRIET, 1970; HENRIET & MOENS, 1976; HENRIET el al.,
1976) y A. obovatum subsp. lanceolatum (HENRIET & MOENS. 1976;
HENRIET eta!., 1976).

En las muestrasque hemos estudiado, las esporascomenzaron a
germinar entre 5 y 17 días después de la siembra, dependiendo
fundamentalmentedel tiempotranscurridodesdela recoleccióndel esporófito
(Tabla 7). Las esporasde los esporófitos recolectadosmás recientemente
tardaronmenosdías en germinary los porcentajesfueron másaltos (> 90%)
que en las muestrasmás antiguas(Tabla 7). El modelo de germinaciónde la
espora es del tipo Vinaria (NAYAR & KAUR, 1968). La célula esporal
emergepor la zona de la lesura,y contieneplastosque le dan un color verde
brillante. La primera división es a través de un tabique paralelo al eje
ecuatorial de la espora y así se forma una pequeñacélula hemisférica.
Generalmente,de la célula basal surge el primer rizoide. Los rizoides
imcialmentecontienenplastosque degenerana medidaque el rizoide se va
alargando. Las sucesivasdivisiones de esta célula dan lugar a la fase
filamentosa,formadapor un númerovariable decélulas(Tabla 7).

El modelo generalde desarrolloen todos los casoses muy similar. y
básicamentecorrespondea los dos tipos que seindican a continuación. No se
han observadodiferenciassignificativas entre las muestrasestudiadasde un
mismo taxon, salvo en el caso de A. foreziense, que dependiendo del
individuo puede seguir un tipo de desarrollo u otro, como más tarde se
comentará.El paso a la fase bidimensional se produjo entre 15 y 20 días
despuésde la germínacion, siguiendo un desarrollo de tipo Adian¡um
(NAYAR & KAUR, 1969, 1971)en las dosvariedadesde A. obovatumsubsp.
obovatum, en A. obovalum subsp. lanceolatum, en A. obovarum subsp.
num¡dicum,en A. tnacedonicumy en la muestraCAB 9 deA. foreziense.Este
modelo de desarrollosecaracterizapor la formaciónde un tabiqueoblicuo en
la célula terminal del filamento seguidade la diferenciaciónde una célula
cuneiforme que por sucesivas tabicaciones origina un grupo de células
meristemáticasque dan lugar a una lámina más o menos simétrica al
principio de su desarrolloy cordiformey desnudaen las fasesmásavanzadas
del mismo (Figs. 66 a-g y 67 a-e).
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a

4

e

4%A

e’

y

g

Figura 66. Primerasfasesdel desarrollode los gametófitos:a-g, desarrollode
tipo Adiantum; a-g’, desarrollode tipo Aspidtum.Barra: 0,1 mm.
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Táxones Porcentajede N0 de células
germinación del filamento

A. fonfanum subsp.fonranum

BAI 14(5)
BEl ¡9(7)

BUJ 1 (7)

GOR 1(7)
CE318 (3)
AHIF (23)
AH3F (¡8)

subsp. pseudofontanum

TR7400 (40)
TR7402 (40)

A. obovatum subsp. obova¡um

BEA 20 (2)
BON 20 (2)
VAR 7 (8)

var. obova¡um

A. ohova¡umsubsp. obovatum

Ras-1022 (28)

var. dehoideum

A. obovatum suhsp. obova¡um

MíE 27 (7)
MíE 41(7)

Ras-6¡0(83)

A. obovatum

A. obova¡um

subsp.Ianceolatum

AH84F (9)
ITA ¡2(17)
NAV 8(11)
TUY 6 (9)

subsp. numidicum

MGC 28503 (40)

A. foreziense

Al-II 1SF (9)

BUF 10a(¡3)
CAR 9 (2)

FRA 2(18)

¡00% (52)

100% (¡5)
¡00% (¡2)

96% (64)

A. ,nocedonicum

90%
90%

98%
94%
88%
76%
80%

A. fon¡anum

(64)

(45)
(37)
(64)

(46)
(46)

(39)

¡-3(4)
(1)2-3(4)

¡-4

¡-4(5)

¡-4(5)
¡-5(6)

¡-4(5)

¡6% (86)
59% (86)

¡-4
(¡>2-4(6)

100% (¡7)

¡00% (¡7)

¡00% (¡7)

1-2(3)
1-2(3>

¡-3

var. protobillohí

81% (52) 1-2(3)

¡00% (24)

¡00% (29)

56%(86)

94% (64)
¡00% (15)

¡00% (¡5)
96% (23)

¡-2(3)

¡-3(4)
1-2(3)

1-2(3)
1-3(4)
¡-2(4)

¡-3(4)

84% (55) ¡-(4)

(¡>2-5(6)
2-3(5)
(1)2-3

(1)2-4(5)

JI (78)
J2 (¡74)

74%(46)

30% (46)
¡-3(4)

¡-3

Tabla 7. Porcentajede germinación(entre paréntesisel día despuésde la
siembraen que alcanzaronesteporcentaje)y númerode célulasqueforman el
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filamento de las distintas muestras. Después de cada muestra y entre
paréntesis. el tiempo aproximadodesdeque se prensaronlas. frondeshasta
queempezarona germinarlas esporas,en númerode meses.

Los protalosmadurosde los táxonesque los presentandesnudosson
muy similaresen su morfología; la única diferenciaobservadaes la longitud
del filamentobasal.esdecir, el númerode célulasde la fasefilamentosaque
no hansufridodivisioneslongitudinalesduranteel períodode crecimientodel
protalo; en A. macedonicum y la muestrasin pelosde A. Joreziense(CAB 9)
hay una tendenciaa que el filamento estéformado por un númeromayor de
célulasque en el complejoA. obovarum(Tabla 7).

En las dossubespeciesde A. fontanwny en la mayoría de las muestras
de A. forezienseel desarrollo del protalo sigue el modelo tipo Asp¡dium
(NAYAR & KAUR, 1969, 1971), caracterizadopor la formación más o
menostemprana(más en A. fontanumque en A. foreziense)de un pelo en el
joven gametófito (Fig. 64 e’-g’). Los protalos que siguen este tipo de
desarrolloproducennuevospelos a medidaque continúanel crecimiento,de
modo que en la madurezson pelosos,con una mayordensidadde pelosen el
casode A. fontanun¡que en A. foreziense(Figs. 66 a-e, 68b y 69b, Tabla 8).
Los pelos se localizan en los márgenesy en la superficie del protalo; en su
mayor parte se trata de pelos unicelulares cilíndricos, de tipo papiloso
(STOKEY, 1951),más o menosalargadosy a vecesligeramentéensanchados
en la base. Con cierta frecuenciaA. fonianum subsp. fontanum presenta
ademáspelos bicelularesy en algunoscasostricelulares(la muestraBAt 14),
al igual que las muestraspelosas de A. foreziense (Fig. 66 b y e); sin
embargo,estetipo de pelos no los hemosobservadoen A. fofl¡anum subsp.
pseudofon¡anurn.Este tipo de pelos apareceen otras Aspleniáceas.como en
el citótipo tetraploidede Phyllhis scolopendrium(L.) Newman (ATKINSON
& STOKEY, 1964). en Aspleniumonopteris L. (PRADA et al., 1995) y en
Aspleniumadianrum-nigrumL (MOMOSE, 1960a). En el ápicede los pelos
se ha observadode forma constanteun exudadoque parecetenernaturaleza
lipídica (Fig. 66 fl. como ocurre normalmenteen protalos de otros táxones
con pelossimilares(ATKINSON, 1973; NAYAR & KAUR, 1971; STOKEY,
1951).
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a b

Figura 67. Detalle de los márgenesde
subsp. obovatuni var. obovarum; b,
protobillotil; c, A. obovatwn subsp.
numidicum;e, A. macedonicum.Barra:

los protalosmaduros:a, A. obovatum
A. obovatum subsp. obovatuni var.
lanceolatum; d, A. obovatum subsp.

50 gm.

e

D

e. ~

e t__ t
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En los táxonesque presentanprotalos pelosos, las alas en su parte
lareral y basal presentan generalmenteun cortorno muy irregular con
profusiónde entrantesy salientes(Fig. 69 a). Muchosde ellos correspondena
filas de células que van decreciendoen tamaño de la base al ápice y que
HENRIET & MOENS (1976)interpretancomopelos multicelulares,peroque
no son más que proliferacionescelularesque normalmenteterminanen un
pelo unicelularo bicelular(Fig. 69 b). Entre ellos, la diferenciamásevidente
estribaen la densidadde los pelosmarginales,queesmenor en A. foreziense
que en ambassubespeciesde A. foníanwn (Figs. 68 a-e, 70 b y 71 b, Tabla 8),
como ya señalaronHENRIET & MOENS (1976), así como: en la mayor
frecuenciade pelos bicelularesen A. foreziense(Tabla 9). La longitud de los
pelosmarginalestambiénpresentadiferenciasentre los táxones;aunqueesun
caráctermás variabledentro de cadataxon, hay una tendenciaa que seande
menor tamaño en ambassubespeciesde A. foníanwn que en A. foreziense
(Figs. 70 a y 71 a, Tabla 8). HENRIET & MOENS (1976) señalan lo
contrario, pero al ser estecaráctertan variable, las diferenciasencontradas
entranen el rangode variaciónde cadataxon.

En la madurez, algunos de los pelos se vacían de contenido, se
fragmentanpor ¡a base y se caen, dejandouna cicatriz en la célula que los
soportaba(Fig. 70); algo similar ocurre en AspleniwntrichomnanesL. subsp.
trichomanes (HERRERO el al., 1993>, pero en menor medida, sin que el
protalodevengadesnudo.

Los protalosmadurosde todos los táxonespresentancierto dimorfismo
sexual. Los protalosque permanecenmasculinosen la madurez;generalmente
no presentanuna escotaduradiferenciadacon lo cual el aspectodel protaloes
más o menos espatulado,mucho más largo que ancho, más irregular y de
menor tamaño que los protalos femeninos y bisexuales(Fié. 73 a). Los
protalos que en la madurez son femeninos o bisexualespresentanuna
escotadurabien diferenciada y son cordiformes; su aspectoes similar en
amboscasosaunquehay una tendenciaa que los femeninosseande mayor
tamaño que los bisexuales(Fig. 73 b y c). Esta diferencia de tamaño y
morfología entre los protalos masculinosy los femeninosy bisexualesha
sido observadaen otros representantesdel géneroAsplentumn(PRADA el al..
1995) y en otros génerosde pteridófitos(BANKS el al., 1993; ‘HAUFLER &
RANKER, 1985; HOLBROOK-WALKER & LLOYD, 1973; KIRKPATRICK
e: al., 1990; SCHEDLBAUER, 1976; SCHNELLER, 1979). Además, en los
protalosen los que aparecenpelos bicelulares,éstosaparecenenmásprotalos
y en mayor número en los protalos femeninos y bisexualesque en los
masculinos(Tablas9 y lO).
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a b

Figura 68. Detalle de los márgenes de los protalos maduros: a y b, A.
fontanum subsp. fontanuin; c, A. fontanuni subsp.pseudofontanumn;d y e, A.
foreziense;f, exudadode los pelosmarginales.Barra:a-e,50 gm; f, 10 jim.

Co d
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Figura 69. a, detalle del margen irregular de A. jóntanumsubsp:
proliferaciones celulares del margen del protalo de A. fontanum subsp.
fontanui’n. Barra: a, 100 gm; b, 50 ¡.tm.

Táxones Longitud de los
pelos marginales

Densidad de los
pelos marginales

A. fontanumsubsp.fontanum 39.39±5.63 10.42 ±2.31

BAI 14 35.33 ±4.58 12.14±2.04

BET 19 36.9±4.18 10.87±1.56

BUJ 1 46.26±5.57 10.54±1.48

GOR 1 sS.06±3.65 10.48±1.22

CE318 39.8 ±4.31 6.93±1.62

Al-UF 41.56±4.17 11.91±1.93

AH3F 40.83±3.22 10.04±1.84

A. fontanumsubsp.
pseudofontanurn 37.86±3.51 9.12±1.47

IR 7400 3733±2.59 9.02±1.74

IR 7402 38.4±4.21 9.23±1.15

A. foreziense 52.87±13.49 3.49±1.4

BUF lOa 47.96±5.42 4.48±0.6

AHí 1SF 69.93±6.37 3.74±0.55

FRA 2 40.73±3.21 4.26±0.75

Tabla 8. Media y desviaciónestándarde la longitud y
pelosmarginalesdecadamuestray decadataxon(en ne~xrita).
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a

b

Figura 70. Representaciónen un diagrama“box and whisker” múltiple de la
longitud de los pelos marginales (a) y de la densidad (b) de cada muestra: 1,
A. fontanum subsp. fontanum BAI 14; 2, BET 19; 3, BUJ 1; 4, GOR1; 5,

CE318; 6, AHlF; 7, AH3F; 8, A. fontanumsubsp. pseudofontañumIR 7400;
9, TR 7402; 10, A. forezienseBUF lOa; 11, AHll5F; 12, FRA 2. La longitud
en ~.tmy la densidad en n0 de pelos/mm.
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a
a,

7~

a,

b
1O

a

Figura 71. Representaciónen un diagrama“box and whisker” múltiple de la
longitud de los pelosmarginales(a) y de la densidad(b) de cadataxon: 1, A.
fontanum subsp.fontanwn; 2, A. fontanum subsp.pseudofontanum;3, A.
foreziense.La longitud en ~imy la densidaden n0 de pelos/mm.

Figura 72. Vaciado y rotura de los pelos marginalesde A. jóntanuni subsp.
fontanum.Barrá: 20 ¡.tm.
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Porcentajede protalosconpelos bicelulares

Táxones Masculinos Femeninos Bisexuales

A. Jontanumsubsp.fon¡anum

BAI ¡4 0 70.58 30.77

BET¡9 O O O

BUJ ¡ 0 23.33 ¡0.52

GOR 1 0 7.69 17.64

A. fon¡anum subsp.

pseudofoníanun¡

TR7400 o o o

TR7402 o o o

A. foreziense

BUF lOa 23.33 30.77 80

AH¡¡SF 0 86.66 50

FRA 2 ¡0 84 66.66

Tabla 9. Porcentajede protalos
bicelulares(en la muestraBAI 14

(según su exp
de A. fontanum

res ión
subsp.

sexual) con pelos
fontanum también

aparecentricelulares)en las distintas muestras.
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Porcentajede pelosbicelularesen los protalosen los que
aparecen

Táxones Masculinos Femeninos Bisexuales

A. fontanunt subsp.

Jonia nunu

(1 .0l}-4.24-(22.3)

O

(0.68 Hl .02-(2.68)

1.18

o

o

1. 06 )-5 .91-(16. 66) (1. 17>-8.l6-(21 .05> (1.16)—! l.69—(29)

(1.71 >-!9.96-(40.54) (7. 14)-! 8.44-(34.6 1)

(3.7)- 3 0.95-(20.58> (1.98)-! 4.91 -(39.39> ¡ .37)-9.34.(28.2)

Tabla 10. Porcentajede pelos bicelularesdel total de pelosen lós protalosen
los que aparecen.Entre paréntesislos valores extremosy en el centro la
media.

SAI 14 o

SET 39

BU 1

o

o

GOR 3 o

Afontanuin subsp.

pseudofontanum

(1.43)4.! 4-( 10.08)

o

(1 .22)-¡.96-(4.8)

(0.55)-0.93-(I.31)

TR 7400

TR 7402

o

o

A. forcknse

BLP LOa

AH! 15F

‘0

FRA 2

o
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Figura 73. Fotografía de placa de cultivo de gametófitos maduros de la

muestra AH84F de A. obovatunz subsp. lanceolatum: (*) masculino; (—>)
femenino;(o) bisexual.y siluetasde protalosmadurosde la mismamuestra:
a, masculino;b. femenino;c, bisexual.Barra: 1 mm.

4.2.2. Biología reproductiva

411.1. Secuenciaontogenéticade los gametangiosy expresiónsexual

Los protalosempezarona mostrarexpresiónsexualentre61 y 82 días
despuésde la siembra.La estructurade los anteridiosesla típica de la de los
helechos leptosporangiados; se localizan fundamentalmente en la mitad basal
de la caraventral del protalo, aunqueen aquellos que permanecenen la
madurez masculinos, ocupan toda su superficie ventral. Cabe destacarla
peculiarmorfología de los anteridiosde A. fontanum subsp.pseudofontanum

a
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y de A. obovatumsubsp.obovatumvar. protobillotil, con una célulaopercular
abovedada,másprominentequeen los otrostáxones(Fig. 74 a).

Los arquegoniosse localizan fundamentalmenteen la’ zona central
apical de la caraventral del protalo,en las proximidadesde la escotadura.En
la madurez,los cuellosde los arquegoniosestánformadospor 4-5 filas de 4
células cadauna y se encuentrancurvadoshacia la zona basal del protalo
dondese localizan los anteridiosy la mayoríade los rizoides (Fig. 74 b), lo
que se ha interpretadocomo una disposiciónque facilita la entradade los
espermatozoides y también la autofecundación intragametofitica
(KLEKOWSKI & BAKER, 1966; KLEKOWSKI & LLOYD, 1968).

En los táxonesde los que hemos estudiadodos muestrasse observa
que la secuenciaontogenética de los gametangiosparece estar fijada,
independientementede la muestra,hecho que ya ha sido señaladoen otros
gruposde Aspleniurn (HERREROcf. al., 1993; PRADA eL aL, 1995, 1996).
En todos los táxones,excepto en A. foreziensey en A. macedonicumnlos
protalos comienzan siendo masculinos o se produce una formación
simultánea de algunos protalos femeninos, siempre en mucha menor
proporciónque los masculinos(Fig. 75), que es la secuenciacaracterísticade
la mayoríade los pteridófitos homospóreos(ATKINSON & STOKEY, 1964).
El pasoa protalos bisexualesse produce fundamentalmentea, partir de los
masculinos,en las proporcionesque se indican en la Tabla 11. Al final del
período de observacióntodos los protalos teníanexpresiónsexual.Algunos
cultivos se mantuvierontrigametofíticos(terminologíasegúnKLEKOWSKI,
1969a),esdecir aparecíangametófitosmasculinos,femeninosy bisexualesa

Figura 74. Gametangios: a, anteridios de A. fontanum subsp.
pseudofontanum;b, arquegonios de A. obovatumnsubsp. lanceolatum. Barra:
25 gm.
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la vez (BET 19 de A. fontanum subsp. fontanumn,VAR 7 de A. obovatum
subsp.obovatumvar. obovatumn,AH84F de A. obovatumsubsp. lanceolatumy
lasdosmuestrasdeA. foreziensey A. mnacedonicumn),mientrasque otros sólo
presentabanprotalosmasculinosy bisexuales(TR7400deA. fontanumsubsp.
pseudofontanum;BEA 20 deA.obovatumvar. obovatum,MIE 27 y MIE 41 de
A. obovatumnvar. protobillotii, NAV 8 de A. obovatumsubsp. lanceolatumny
MGC 28503 de A. obovatumnsubsp. numnidicwn) o femeninos’ y bisexuales
(BUJ 1 de A. fontanumnsubsp.fontanu¡n)(Tabla 11).

En A. foreziensey A. macedonicumse haobservadoque la proporción
de protalos que inicialmente son femeninoses mayor que en. los restantes
táxonesy, salvo en la muestraJi de A. macedonicumn,esas proporciones se
mantienenelevadas(másdel 50%) hastael final del períodode observación,
en que coexistenlas tres expresionessexuales.En estos casos,los protalos
bisexualesprocedenmayoritariamentede los femeninoso directamentede los
estériles. En cambio, en el resto de los táxones los protalos bisexuales
provienenmayoritariamentede los protalosmasculinos(Tabla 11).

Figura 75. Evolución de la expresiónsexual de los cultivos expresadaen
porcentajesde cadatipo sexuala lo largo del períodode observaciónde cada
muestra.

A. fontanumsubsp.fontanum
BET 19

loo

80

60

40

20

O
68 73 82 89 106 113 120 127 134 141 148

días

¡¡Bisexual
L.JFemenino•Masculino~Esteri!

A. fontanumsubsp. pseudofontanumn
TR7400

BUJ 1

63 6 73 82 89 1±16 113 20 123 134 141

75 22 29 106 113 320 127 134 141 141 55
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Figura 75. Continuación

A. obovatumsubsp.obovatumvar. obovatum
BEA 20 VAR 7
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A. obovatumsubsp.obovatumvar. protobillotil
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Figura 75. Continuación

A. foreziense

HH AH115
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— —
oí ,, 82 89 [06 113
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.11

[60

lo
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4.2.2.2. Potencialde aislamiento

Los resultados de este estudio son fragmentarios, ya que no
prosperaronlos cultivos de todos los táxones.Los resultadosde los que
pudimos obtenerdatos se muestranen la figura 76. En las muestrasde A.
fontanum subsp.fontanumy A. foreziense,las diferenciasentre los protalos
aisladosy los emparejadossonmuy significativas,en los protalosaisladosno
se produjo ninguna fecundación, mientras que en los emparejadosse
produjeronen torno al 50% de fecundaciones.Tras observarlos protalos de
A. fontanum subsp. fontanwn, tanto aislados como emparejados,que no
habían formado esporófito, comprobamosque no habíaningún embrión
abortado y que todos eran bisexuales,lo que concuerdacon los datos
obtenidos de la expresiónsexual, con lo cual potencialmetetodos podían
autofecundarse.

En las muestrasde A. obovatumsubsp. obovatumvar. obovatum,A.
obovatumsubsp.lanceolatumy A. macedonicumlas diferenciasentreprotalos
aisladosy emparejadosno han sido significativas,en los tres casosson muy
similares,siendosiempremayorel porcentajede esporófitosformadosen los
protalosemparejadosque en los aislados.
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0” 9 r~’~7Q-~7 Sistema de
reproducción

.4. fontanuin subsp.fontanuin

BFT ¡9

SUJ ¡

A. fontanutn subsp.

pseudofon¡anum

TR 7400

.4. obovatum subsp. obovatí~ni

var. obovagum

RFA 20

VAR 7

A. obovazum subsp. obovatuni

var. protohillotií

MíE 27

MlLE 43

2 ¡0

- 6

¡3

‘-3
-3—

¡8

48

88

88

- trigametofítico
6 bigametofitico

84 4 bigametofítico

68

¡640

66

4654

- bigametofitico

26 trigametofitico

- bigametofitico
- bigametofitico

A. obovatuns subsp.

lanceolatun,

AH 84 F
NAV 8

46 4 50

50

- trigametofitico

¡6 bigametofitico

.4. obovatum subsp.

~Jum ¿ClIC UflI

NIGC 28503 22 26 4 bigamerofitico

.~I. foreziense

AHI 1SF

BUF lOa

8 82

¡0 68

8
.39

2 ‘trígametofitico

- trigametofitico

A. ,nacedonicí~n,

JI

J2

2 6

4 58
56 ¡0 26 trigametofitico
- 2 36 trigametofítico

Tabla II. Porcentaje total de cada tipo sexual al final del periodo
observación una vez que los cultivos permanecieron
reproducción de cada muestra.

establesy sistemade

En todas las muestras,tanto en los protalos aisladoscomo en los
emparejados,se produjo poliembrionía, muy acusadaen el caso de A.

Táxones

de

¡¡5



RESULTADOSY DISCUSIÓN Generación gametofitica

macedonicum,en el que seformaronen algunosprotaloshastalii esporófitos.
Esta poliembrionía puede explicarse por la edad de los cultivos; al
mantenersedurante muchos mesesen crecimientosin límite de espacioni
nutrientes, los protalos se desarrollan mucho, forman numerosas
proliferacionesllenasdearquegoniosy anteridiosque seproduceny maduran
continuamente, lo que favorece que se puedan producir múltiples
fecundacionestanto por vía intragametofíticacomo intergametofítica.Algo
similar a lo que les ocurre a los protalos tuberososde larga vida de
Lycopodiaceae,Ophioglossaceaey Psilotaceae(KLEKOWSKI, 1969a).

En todos los cultivos multisporosy en los de 50 protalosparaobservar
la evolución de la expresiónsexual las fecundacionesfueron más o menos
numerosas, por lo que no parece que exista ningún problema de
incompatibilidaden esporasprovenientesdeun solo individuo e~porofítieo.

A la hora de interpretar estos datos, hay que hacerlo con ciertas
reservas,no esfácil sabersi en la secuenciaontogenéticade los gametangios
han coexistido maduros, de tal forma que se hayan podido producir
autofecundacionesen los protalosaislados.Ademásal final del experimento
quizá las condicionesno seanmuy naturales,ya que se sobrernantienea los
protalos en condiciones de cultivo, los protalos degeneranun poco, y
empiezana formar muchasproliferacionescargadastanto de anteridioscomo
de arquegonios, que quizá no formasen en la naturaleza al no mantenerse

continuamente vivos.

En cualquier caso, con los datos obtenidos, se observa que las
muestrasde A. fontanum subsp.fontanwn y A foreziense tienen un nulo
potencialde aislamiento,que sepodríainterpretarcomoimposibilidadparala
autofecundaciánintragametofítica.Al no haber diferenciassignificativasen
la formaciónde esporófitosen los protalosaisladosy en los emparejadosen
las muestrasde A. obovatuin subsp.obovatumvar. obovatumn,A. obovatumn
subsp. lanceolatumy A. macedonicum,se puede interpretar como que tienen
posibilidaddeautofecundaciónintragametofítica.
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Figura 76. Porcentajede fecundacionesproducidasen los protalosaisladosy
en los emparejadosen las distintasmuestras.
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Figura 76. Continuación.
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Figura76. Continuación.
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4.2.2.3.Sistemasde reproducción

La mayorfa de los índicesde fijación de Wright (E) de los diferentes
loci polimórficosde las distintaspoblacionesde A. fontanumsubsp.fontanum
no difieren significativamente de O (de lo esperado en condiciones de
equilibrio según Hardy-Weinberg) (Tabla 22). Sólo en Aat-1 de tres
poblaciones(BET, BUJ y GAR), Lap-1 de la población BAI, Pg¡-2 de la
población CAM, la 6Pgd-2 de las poblacionesBET y GUA, y Sdh de la
población CAM el índice de fijación es. significativo. (Tabla 22). En la
población de A. obovatum subsp. obovatum var. protobillotii estudiada,
ningunode los loci tiene un índicede fijación significativo (Tabla23). Estos
resultadosapoyanla existenciade un sistemade reproduccióncruzadade
estos dos diploides, y son similaresa los obtenidosen la mayoría de las
especiesde pteridófitoshomospóreosestudiadosgenéticamente,en los que
las poblaciones con bajos niveles de autofecundaciónintragametofitica
tambiéntienenvaloresde F cercanosa O (P. SOLTIS & D. SOLTIS, 1990).
Estos resultados,además, están de acuerdo con los obtenidos para las
identidadesgenéticasentrelos paresdepoblacionesdeestostáxones,quehan
dado valoresrelativamentealtos de 1 (Tablas19 y 20), lo que indica poca
diferenciaciónentre laspoblacionesy queexisteflujo genéticoentreellas.

Los datos de los niveles de variabilidad genéticatambiénapuntana
que estos diploides mayoritariamentetienen fecundacióncruzada. En A.
fontanumsubsp.fontanumlos valoresde P, A y H~ (Tabla 18) son similaresa
la mediadeonceespeciesde pteridófitosconfecundacióncruzada,36%, 1.67
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y 0.113, respectivamente (RANKER, 1992, y referencias que coñtiene). En A.
obovatumsubsp. obovatumvar. protobillotil estos valores son algo menores,
28.6%, 1.3 y 0.014, respectivamente (Tabla 18).

Con los datos de la secuencia ontogenética de los gametangios,
siguiendo el criterio de KLEKOWSKI(1969a), todos los táxones, excepto A.
foreziensey A. macedonicumny la muestraVAR 7 de A. obovatumsubsp.
obovatumvar. obovatwn,tienen una secuencia general de protalos masculinos

que se transforman mayoritariamente en bisexuales y la formación de protalos
femeninos es escasa (Tabla 11). Esta secuencia favorecería la
autofecundaciónintragametofítica.

La secuencia de A. foreziense,A. mnacedonicumny, en menormedida,la
muestra VAR7 de A. obovatumsubsp.obovatumnvar. obovatumdifiere de las
restantes en que hay un predominio de protalos femeninos, en mayor o menor
proporción,y enque un alto porcentajede ellossemantienesin transformarse
en bisexuales; las tres expresiones sexuales conviven al final del periodo de

observación con diferentes frecuencias (Tabla 11). Éste tipo de secuencia
favorecería la fecundación cruzada.

Con todos estos datos podemos apuntar varias tendencias. Parece que
A. fontanumsubsp.fontanum,a pesar de que su secuencia ontogenética de los
gametangios según el criterio de KLEKOWSKI (1969a) indicaría lo
contrario, tiene principalmenteun sistemade reproduccióncruzada;así lo
indican los datos del potencial de aislamiento y los datosisoenzimáticos.De
la subespeciepseudofontanumnsólo tenemos los datos de la secuencia
ontogenéticade los gametangios;sin más datos sólo podemosapuntarque
puedeque tengaun comportamientosimilar al de la subespeciefontanum.

Todos los táxonesdel grupo A. obovatum tienen una secuenciaque
favorecería la autofecundación.Los datos del potencial de aislamiento
confirman que tienen estaposibilidad de autofecundaciónintragametofítica.
En cambio, los datos isoenzimáticos del diploide A. obovatumn subsp.
obovatunzvar. protobillotii apuntanhaciaun sistemade fecundacióncruzada
predominantemente,ya que no existedesviaciónsignificativa de lo esperado
bajoequilibrio Hardy-Weinberg.

Los datos de la secuenciaontogenéticade los gametangiosde A.
foreziense y A. macedonicumnparece que señalan que generalmentese
reproducende formacruzada.

Los sistemasde reproducciónde los pteridófitoshomospóreossonmuy
complejos, incluso dentro de un mismo taxon (P. SOLTIS & D. SOLTIS,
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1990). Debido a sus posibilidades y flexibilidad reproductora pueden utilizar
varios tipos de reproducciónsegúnlas circunstancias.

4.2.3.Discusión global

De los resultados expuestos en los apartados anteriores se desprende
que en el complejo A. obovatumn los caracteresgametofíticos son muy
homogéneosen todos los táxonespertenecientesa este grupo. tanto en el
desarrolloy morfología de los protaloscomoen su expresíonsexual,con una
secuencia de formación de gametangiosconstante, caracterizadapor la
diferenciación inicial de protalos masculinos que se transforman

maYoritariamente en bisexuales, aunque muchos de ellos permanecen
masculinos (entre el 18% de la muestra VAR 7 de A. obovaturn subsp.
obovaíum var. obova:um y el 54% de la muestraMíE 41 de’ A. obova¡um
subsp.obovwumvar. prorob¡llo¡U). HENRIET & MOENS (1976) señalanque
a lo largo del desarrollo, los protalosde A. obovatumn(A. obovatumsubsp.
obovatum var. obovawm) son más pequeños que los de A. billotil (A.
obovatumsubsp.Ianceola¡um).

Una situaciónsemejantese da en las dos subespeciesde A. fontanum.
si bien en este caso se ha observado una ligera diferenciación en los protalos

de ambos táxones, que se manifiesta en la ausencia de pelos bicelulares en la
subespecie pseudofon¡anum.

En el caso de A. foreziensetres de los cuatro individuos estudiados
formaron protalos con pelos y uno de ellos (CAB 9) produjo protalos sin
pelos. Para comprobar si este carácter se mantenía constante en otros
individuos de la misma población sembramosseis nuevos individuos de la
población CAB, así como otros 9 individuos de la población FRA, que había
originado protalos pelosos en la muestra estudiada (FRA 2). De los siete
individuos de la poblaciónCAB. cinco formaronpelos y dos no los formaron,
mientras que los nueve individuos de la población FRA dieron lugar a
protalos pelosos. Ya sean desnudoso pelosos, el carácterse mantieneen
todos los protalos procedentes de un mismo individuo. Parece que lo general
es que los protalosde A. forezienseformen pelos, pero algunos individuos
desarrollan protalos desnudos. El hecho de que los protalos de A.
macedonicumseandesnudosno pareceque tenga valor taxonómico,ya que
vemos que dentro de A. foreziensetambién hay individuos que tienen este
tipo de protalos. Por otra parte, y a diferencia del resto de los táxones
estudiados, la secuencia de formación de los gametangios en A. foreziensey
A. mnacedonicum coincide en la diferenciación inicial de protalos
mayoritariamente femeninos.
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En los protalos de A. forezienseel carácter de presencia/ausencia de
pelos y densidad de éstos esintermedioentresusdosparentales,yendodesde
protalos desnudos como ocurre en A. obovatuin subsp. obovatum var.
obovatuin,uno de sus parentales, hasta protalos pelosos como ocurre en A.
fontanum subsp. fontanum, su otro parental, pero con una densidad menor.
Este carácter ya se ha visto que es intermedio en otra especie de Aspleniumde
origen alopoliploide (PRADA et al., 1995)y en el híbrido de los diploides A.
obovatumViv. yA. onopterisL. (HENRIET, 1970).
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4.3. ELECTROFORESISDE ISOENZIMAS

4.3.1.SISTEMAS ENZIMÁTICOS

4S1d. Aspárticoaminotransferasa(AAT) (E.C.2.6.1.1)

Se trata de una enzima dimérica que puede tener de 2 a 4 formas
codificadas por diferentes loci (KEPHART, 1990). En su tinción hemos

observado una única zona de actividad en todas las muestras, pero en algunas
poblaciones además de ésta, aparecenbandas menos teñidas y menos
anódicas,pudiéndosetratar de un locus más lento que no se tiñe bien. Por
éso, al locus que se tiñe bien en todaslas muestraslo hemosdesignadoAta-],
y es el que hemosinterpretado.En todos los táxonesdel grupoA. obovatum
esmonomórfico,todosellos sonhomocigotosparael alelo máslento (Aat-]c)
(Fig. 77, Tablas 16 y 17). En A. fontanwn se presentandosalelos diferentes
(Ata-la y Ata-ib), siempreenhomocigosisy esmásfrecuenteel alelo Aat-Ja
(Tabla 16).
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Figura 77.
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Fotografia y esquema del zimograma

1 y 2: A. obovatumsubsp. obovaium
21 y 22: A.fontanumsubsp.fontanum.
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123 12 202122

123



RESULTADOSY DISCUSIÓN Electroforesis de isoenzimas

Todos los individuos analizadosde A. foreziensey A. ‘macedonicum
presentanun modelo de bandashomogéneo,tres bandasque córrespondena
la figura típica de los heterocigotosen las enzimasdiméricas,dosbandasmás
tenuesque correspondena los homodimerosaa y CC y una bandaintermedia
de doble intensidadque correspondea los heterodimerosac + cá (Fig. 77); en
ningún individuo ha aparecido el alelo Aat-lb menos frecuente de A.
fontanum (Tabla 17). Despuésde analizarla segregaciónde los gametófitos
de A. foreziensey A. ,nacedonicumse observa que no segregán, por lo que
son heterocigotosfijos paraestelocus.

4.3.1.2. Isocítrico deshidrogenasa (IDII) (E.C.1A.1.42)

Es una enzima diméricaque puedetener 1 ó 2 formas codificadas por
diferentes loci (KEPHART, 1990). Puede ser NAD o NADP dependiente
(WENDEL & WEEDEN,1989), y en nuestromaterialesNADP dependiente.
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A¡e¡os
la

- — -
— 2a

— — — — —

2b

Figura 78. Fotografíay esquema
(IDH-l e IDH-2) de la población

del zimogramadel sistema
ARAde A. fontanumsubsp.

enzimático IDH
fontanum.

Sólo hemos obtenido buena resolución en A. fontanum subsp.
fonranum. En los zimogramasaparecendos zonas de actividad que hemos
interpretadocomo dos Ioci diferentes. La IDH-1 se tiñe muy tenue y es
monomórficaen todas las poblacionesestudiadas(Tabla 16). La IDH-2 es
polimórficay aparecentres fenotipos,dosde ellosconunaúnicabanday otro
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con tresbandas.Los fenotiposcon una únicabandacorrespondena dosalelos
diferentes en homocigosis (Jdh-2a e .ldh-2b) (Fig. 78). El fenotipo de tres
bandasrespondeal típico modelode heterocigotosde unaenzimadiméricay
corresponde a individuos heterocigotos para los alelosId/-z-2a e Idh-2b (Fig.
78).

La segregaciónde los gametófitosconfirmala interpretaciónde los dos
loci y en los individuosheterocigotosparala IDH-2 davalorescercanosa una
segregación mendeliana (1:1).

4.3.1.3. Leucín aminopeptidasa (LAP) (E.CS.4.11.1)

Se trata de una enzima monoméricaque puedetener 2 ó 3 formas
codificadas por diferentes locí (KEPHART, 1990). En la mayoría de los
zimogramasobtenidosseobservauna únicazonade actividady .en algunosse
observa,ademásde ésta,otra zonade actividadmáslenta. Interpretamosque
estácodificadapor dos locí y que sólo setiñe bien en todos los’ casosel más
anódico,quecorresponderíaala LAP-l, y esel que hemosanalizado.

9 22
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Figura 79. Fotografía y esquemadel zimogramade la isoenzima LAP-l.
Individos 1-4: A. fontanum subsp.fontanumn; 5-8: ,4. foreziense; 9-12: A.
obovatum subsp. lanceolatum; 13-21: A. obovatuni subsp. obovatum var.
obovatum;22: A. obovatumsubsp.lanceolaturn.

1
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Aparecen fenotipos con una sola banda y fenotipos con dos bandas
(Fígs. 79 y 80). Los fenotipos con una sola banda corresponderían a alelos en

homocigosisy hay tres (Lap-la, Lap-]b y Lap-2c). Los fenotipos de dos
bandas corresponderíana los típicos heterocigotos de una enzima
monomérica.

En los táxones del grupo A. obovatumpodemosconsiderarlos alelos
como marcadores genéticos. Todos los individuos de los diploides A.
obovatumsubsp.obovatumvar. protobillotil, var. obovatumy var. deltoideum
son homocigotos para un alelo diferente, Lap-Ia en la primera variedad y
Lap-2a en las otras dos variedades(Fig. 80). En los tetraploidesA. obovatum
subsp. lanceolatum y subsp. numidicum hay aditividad de estos alelos,
apareciendo siempre en heterocigosis (Fig. 80), salvo en un individuo de A.
obovatumsubsp.lanceolatum(HOY 20) que presenta únicamente una banda.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 ¡4 ¡5 Individuos
Alelos

- - - — — la
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Figura 80. Fotografía y esquema del zimogramade la isoenzimaLAP-l en el
grupo A. obovatum: 1-2: A. obovatumsubsp. lanceolatum;3: A. obovatutn
nothosubsp.cyrnosardoumnothovar. ibericum; 4-5: A. obovatum subsp.
obovatum var. protobillotil; 6-15: A. obovatum subsp. obovatum var.
obovatum.

En A. fontanumes donde aparece mayor variabilidad, hayfenotiposde
una sola banda (homocigotos)y de dos bandas(heterocigotos).Los alelos
presentesen este taxon son el Lap-lb (aparecetambién en A. obovatum
subsp.obovatumvar. obovatumy var. deltoideum)y Lap-2c,e*clusivo enA.
fontanum (Tabla 16). Todos los individuos de A. foreziense y A.
macedonicumpresentanuna sola banda,la correspondienteal’ alelo Lap-lb
(Fig 79. Tabla 17).
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El estudio de la segregación de los gametófitosnos ha confirmado la
interpretación de los loci. Los diploides heterocigotos (únicamente en A.
fon¡anurn) segregan en una relación cercana a la mendeliana (1:1); en cambio,

en los tetraploidesheterocigotos(sólo A. obovaíwn subsp. lanceolatuin y

subsp.nutn¡dicum)no ha habido segregación.por lo que se comportancomo
heterocigotosfijos.

4.3.1.4.Mélico deshidrogenasa(MDH) (E.C.1.l.I.37)

Se trata de una enzima dimérica y generalmentepresentatres formas
codificadas por loci diferentes (KEPHART, ¡990). En Los zimogramas se
observan dos zonas de actividad (Fig. 81). La más anódica la hemos
interpretadocorno la MDH-l, y presentados fenotipos;uno de una sola banda
que es el más frecuente (Tablas 16 y 17) y que corresponderíaa los
individuos homocigotos para el alelo Mdh-Ja. y otro con tres bandasque
correspondeal típico bandeode los heterocigotosen las enzimasdiméricas.
Este fenotipode tres bandassólo lo presentantres individuos de A. obovatwn
subsp. obova¡unz var. protobillotil (Tabla 16). En A. fontanwn no hay
actividaden estazonamásanódica.

La zona menos anódica presentatres fenotipos. Un fenotipo de dos
bandas,que apareceen los individuos de A. oboi’a¡urn subsp.obovaíum (Fig.
81) y en unos pocos individuos de A. obovatumsubsp. lanceolaturn, otro de
tres bandas que aparece en el diploide A. fontanurn. y en los tetraploides A.
foreziensey A. macedonicum,y otro de cuatro bandasque apareceen A.
obovarumsubsp.lanceolatuni (Fig. 81), A. obovaiunzsubsp.numid¡cwny dos
individuos de A. obova¡wnsubsp.obovatumvar. pro¡obillotii.

En A. fontanum, A. foreziensey A. macedonicumse repite el mismo
modelo de tres bandas tanto en los esporófitos como en los gametóf¡tos; no
hay segregación ni en los diploides ni en los tetraploides.No hemospodido
darle ninguna interpretacióna estemodelode bandeo.

En el grupo A. obovaturn sí hemos podido interpretaresta zona de
actividad menos anódica. En los diploides, como ya hemos visto, aparece
siempre (excepto en dos individuás de A. obova¡um subsp.obovatum var.
protobillotii) un modelo de dos bandasespecifico en cada taxon. En los
gametófitos estas bandas no segregan (Fig. 82). por lo que las hemos
interpretado cada una como correspondiente a una isoenzima codificada cada
una por un locus (Mdh-2 y Mdh-3) en homocigosis.En A. obovatumn subsp.
obovarumvar. obovaíumy var. deltoideumse presentanlos alelosMdh-2a y
Mdh-3a, y en la var. proobillorii los alelosMdh-2h y Mdh-3h (Fig. 81). La
MDH-2 se tiñe más intensamenteque la MDH-3 (Fig. 81) y cadaunapresenta
dos alelosdiferentes. En los tetraploidesA. obovwumsubsp. lanceolatum y
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subsp. numidicumn el modelo es de cuatro bandas (Fig. 81), no hay
segregaciónen los gametófitos(Fig. 82) y lo hemosinterpretadocomo las
bandas de cada uno de los dos loci (Mdh-2 y Mdh-3) de los táx¿nesdiploides
que se suman originando heterocigotosfijos, y que aparecen~superpuestas
segúnseindica enel esquemade la figura 81.
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Figura 81. Fotografiay esquemadel zimogramadel sistemaenzimáticoMDH
(MDH-l, MDH-2 y MDH-3) del grupoA. obovaturn: 1-3, A. obovatunisubsp.
lanceolatum;4 y 5, A. obovatumsubsp.ohovatumvar. protobil/otil; 6-13,A.
obovatumsubsp. obovatumvar. otovatum.

En los gametófitos de uno de los individuos del diploide A. obovatum
subsp. otovatum var. protobillotil, que presentaba un modelo de cuatro
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bandas idéntico al de los tetraploides, los alelos han segregado,lo que
confirma la interpretación que hemos hecho. La segregación ha sido
mendeliana(cerca de 1:1), pero el alelo Mdh-2a segrega junto al Mdh-3ay el
Mdh-2b junto al Mdh-3b según el modelo que luego aparece en los
esporófitos del resto de los diploides (Fig. 83).
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Figura 82. Fotografía y esquema del zimograma del sistema enzimático MDH
(MDH-l, MDH-2 y MDH-3) de los gametófitos del grupo A. obovatum:1-3,
A. obovatum subsp. obovatumn var. protobillotil; 4-9 A. obovatum subsp.
lanceolatum (4: esporófito); 10-13, A. obovatum subsp. ob’ovatum var.
obovatum(10: esporófito).

En el grupo A. obovatum podemos considerar los álelos de las
isoenzimas MDH-2 y MDH-3 como marcadores genéticos, ya que, excepto en
los dos individuos heterocigotos de A. obovatum subsp. obovatwn var.
protobillotii ya comentados, son específicos en las variedade~ obovatuin y
deltoideumpor una parte, y protobilltii por otra. Aparecende forma aditiva
en los tetraploides y éstos se comportan como heterocigotos fljos (Fig. 80);
excepto en los individuos AH92F-AHlO4F de la población de Rodalquilar
(Almería) y cuatro indiviuos de la población VAL, que son hornocigotos para
los loci Mdh-2 y Mdh-3 (Tabla 15).
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Figura 83. Fotografíay esquemadel zimogramade la de segregaciónde los
gametófitos del individuo MíE 75 de A. obovatum subsp. obovatum var.

protobillotil en el sistemaenzimáticoMDH (MDH-l, MDl-I-2 y MDH-3).

4.3.1.5.Fosfoglucoisomerasa(PGI) (E.C.5.3.1.9)

Se trata de una enzima dimérica y generalmentepreseniados formas
codificadaspor loci diferentes(KEPHART, 1990).En los zimogramasde este
sistemaenzimáticose observandos zonasde actividad(Fig. 84) y que hemos
interpretadocomodos isoenzimas,PGI-l y PGI-2, codificadaspor dos loci.

La POI-l setiñe con menor intensidade inclusono llega a teñirseen

la mayoríade las poblacionesde A. fontanumy A. Jórezienseestudiadas.En
el grupo A. obovatumse presentacomo un locus monomórfico (Tablas 16 y
17). Las pocasvecesque setiñe en A. fontanum(Fig. 84) y A. foreziensees
monomórfico, pero no hemospodido comprobarsi se trata del mismo alelo
que apareceen el grupo de A. obovatumu otro diferente, por lo que no lo
hemospodido tenerencuentaen estostáxones.
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Figura 84. Fotografíay esquemadel zimogramadel sistemaenzimáticoPGI
(PGI-l y PGI-2) de la poblaciónTRA de A. .fontanumsubsp.foñtanum.

La PGI-2 espolimórfica y aparecen4 alelos diferentes (Fig. 84, Tabla
16). En el grupo A. obovatwn es muy homogéneay sólo presentacierta
variabilidad en unos pocosindividuos de la población MíE de A. obovatum
subsp. obovatumvar. protobillotii y A. obovazumsubsp. lanceolatwn, los
cualessonheterocigotos(Tablas13 y 15); el resto de los individuos de todos
los táxonesdel grupo sonhomocigotosparael alelo Pgi-2b. En A. jóntanum

subsp.fontanumesdondeestelocus presentamayorvariabilidad,apareciendo
los 4 alelosque hemosobservado(Fig. 84, Tabla 16). Este polimorfismo se
presentaen todas las poblacionesestudiadas(Tabla 12) y aparecenindividuos
homocigotoscon una única bandae individuos heterocigotoscon las tres
bandastípicas de unaenzimadimérica; estosindividuos heterocigotoslo son
con todas las combinacionesposible entre los 4 alelos distint¿s(Tabla 16).
En A. fontanumsubsp.pseudofontanumes monomórfica.todos los individuos
estudiadossonhomocigotosparael alelo Pgi-2b (Tabla 16). En A. foreziense
es polimórfico, reflejo del polimorfismo de su parental A. ‘fontanum; la
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mayoría de los individuos estudiados son homocigotos para el alelo Pgi-2b
(Tabla 14), lo cual es razonable ya que éste es el único alelo que presenta su
pareníal A. obova¡urn subsp. obovatum, pero algunos individuos son
heterocigotos, presentandoalguno de los alelos (Pgi-2c y Pgi-2d) presentes
en su parental A. fonianum combinado con el alelo Pgi-2b de su otro parental
.4. oboí’a¡um subsp. obova¡’um (Tabla 16). Todos los individuos’ estudiadosde
A. macedonicumson uniformes, son homocigotos para el alelo Pgi-2b (Tabla
¡6).

Este modelo en el que la PGI-l es monomórf¡ca y la PGI-2 es
polimórfica se repite en otros táxonesde Asplen¡unz(DEDERA & WERTH.
1987: WERTH cq al.. 1985a).

Del estudio de la segregación en gametófitos de esporóf¡tos
heterocigotoshemosobtenido una segregaciónmendeliana(cerca 1:1) en el
diploide A. fon¡anum y no han segregadoen los individuos tetraploides
heterocigotos de A. foreziensey A. obovatumsubsp. lanceola¡um,por lo que
se comportan como heterocigotos fijos. En el diploide A. ob¿vatwnsubsp.
obovatum hemos podido confirmar la interpretación de los ‘dos loci que
hemos hecho de estaenzima.

4.3.1.6. Fosfoglucomutasa <PGM) (E.C.2.7.5. 1)

Se trata de una enzima monomérica con dos formas codificadas por
loci diferentes(KEPHART. 1990). Los zimogramasobtenidos’presentanun
bandeocomplejo. A primera vista aparecendos zonasde actividadseparadas
y teñidasde diferente intensidad,que podríamosinterpretarcomo PGM-l y
PGM-2 (Figs. 85. 86 y 87).

En la zona de actividad más rápida (PGM-l) en los táxonesdiploides
siempre aparecen dos bandas y en los táxones tetraploidestres ‘(A. foreziense
y A. macedonicurn) x cuatro (A. obova¡um subsp. lanceola¡um y subsp.
num¡dicurn). En la zona de actividad más lenta (PGM-2) apareceuna sola
banda o dos tanto en los diploides comoen los tetraploides.

Parapoder interpretar estas bandas hemos estudiado la segregación en
los gametófitos. En la zona de actividad más rápida no ha habido segregación
en los gametófitos, repitiéndose el mismo modelo de bandeo de los
esporófitos de los que procedían, tanto en los táxones diploides como en los
tetraploides (Fig. 85). En cambio, en la zona de actividad más lenta en los
diploides que presentabandosbandassí ha habido segregación,próximaa la
mendeliana (1:1); y en los táxones tetraploides con dos bandas~ no ha habido
segregación.De ésto podemosdeducir que estas dos zonas, de actividad
corresponden a dos loci diferentes (Pgrn-I y Pgmn-2) y que el locus más
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rápido (Pgm-I) aparentementeestá duplicado (Pgni-J y Pgm-i’) ya que la
PUMtiene típicamente sólo dos loci (GOTTLIEB, 1982).

‘‘4
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Figura 85. Fotografia y esquema del zimogramadel sistemaenzimáticoPUM
(PGM-l, PGM-1’ y PGM-2) de gametófitosdel grupoA. oboyatuin: 1-8, A.
obovatum subsp. obovatuin var. protobillotil (1: esporófito); 9-16, A.
obovatum subsp. lanceolatum (9: esporófito); 17-20, A. obovatuni subsp.
obovatumvar. obovatu¡n(17: esporófito).

El locus duplicadoPgm-] es monomórficodentro de cadataxon, pero
presentadiferentesaloenzimasdependiendodel taxon, por lo que puedeser
usadocomo marcadorgenéticoa nivel específico.En cadauño de los loci
duplicados,los diploides A. fontanum(ambassubespecies),y las variedades
protobillotii por una lado, y obovatumy delioideumpor otro de A. obovatum
subsp. obovatum presentanalelos diferentes, exclusivos y siempre en
homocigosis (Tabla 16). Los tetraploidesA. obovatumsubsp. lanceolatumy
subsp.numidicumpresent4n dos bandas en cada uno de los loci duplicadosde
la PUM-1, típico de los heterocigotos en una enzima dimérica, las más
rápidas y que se tiñen más intensamentecorrespondena las de A. obovatumn
subsp.obovatumvar. obovatumy var. deltoideum,y las máslentasa las de A.
obovatum subsp. obovatum var. protobilloUi (Figs. 86 y 87); estos
heterocigotos no segregan como ya hemosvisto, por lo que son~heterocigotos
fijos para el locus duplicadoPgm-J (Fig. 85). Los tetraploidesA. foreziensey

133



RESULTADOSY DISCUSIÓN Electrofor¿is de isoenzimas

A. macedonicumpresentanun modelode tres bandas(Fig. 87); la másrápida,
de intensidad intermedia, corresponde al alelo del locí duplicado más rápido
de A. obovatuni subsp.obovatumvar. obovatum(Pgni-]a); la de movilidad
intermedia,de mayor intensidad,en realidad correspondea la superposición
de dos alelos, el alelo del locus duplicadomás lento de A. obovatumsubsp.
obovatumnvar. obovatum(Pgm-J‘a) y el alelo del locus duplicadomásrápido
de A. fontanum(Pgm-]c), y la más lenta, de menor intensidad,correspondeal
alelo del locus duplicadomáslento de A. fontanum (Pgm-] ‘c). Estasbandas
de los tetraploides A. foreziensey A. macedonicunien heterocígosisno
segreganen los gametófitos, tratándose pues de una heterocígosis fija.
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Figura 86. Fotografiay esquemadel zimogramadel sistemaenzimáticoPGM
(PGM-l, PGM-l’ y PGM-2) del grupoA. obovatum:1-2, A. obovatunzsubsp.
obovatumvar. obovatum;3 y 7, A. obovatumsubsp.lanceolatum;4-6 y 8-21,
A. obovatumnsubsp. obovatu¡nvar. protobillotil; 22, A. obovaturnnothosubsp.
cyrnosardoumnothovar. ibericum.

El locus más lento (Pgm-2) no está duplicado. Aparecen una o dos
bandastanto en los diploides como en los tetraploides(Figs. 86 y 87, Tablas
16 y 17). En los diploides condosbandashay segregaciónen los gametófitos
y así hemospodido interpretarque setratade un locus en heterocigosistípico
de una enzima monomérica.En los tetraploidescon dos bándas no hay
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segregación en los gametófitos, de nuevo se trata de unahetefocigosisfija.
Así pues,el locus Pgm-2 tiene dos alelosdiferentes,uno más rápido (Pgm-
2a) y otro máslento (Pgm-2b),que puedenpresentarseen homocigosiso en
heterocigosissin dependerdel taxonni del nivel de ploidía.
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Figura 87. Fotografíay esquemadel zimogramadel sistemaenzimáticoPGM
(PGM-1. PGM-l’ y PGM-2): 1-4, A. obovatumsubsp.lanceolatum;5-21, A.
foreziense..

La PGMes una enzimaque frecuentementepresentaalguno de susloci
duplicado.Duplicacionesen la PGM ya han sido observadascon anterioridad
en Asplenium(WERTH et aL, 1985a),aunqueen estecasoen la PGM-2, y en
otros génerosde pteridófitos (BRYAN & D. SOLTIS, 1987; HAUFLER,
1985a) y de espermatófitos(RIESEBERO& D. SOLTIS, 1987; P. SOLTIS et
aL. 1987).

En el estudio del fraccionamiento celular se observa actividad en la
zona de la PGM-2 en la fracción rica en cloroplastos.Igual ocurre en
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EquisetumarvenseL. (SOLTIS, 1986), sin embargoenAthyriuqzfihix-femina
L. es en la PGM-l (GASTONY & DARROW, 1983).

4.3.1.7.6-Fosfoglucónicodeshidrogenasa(6PGD) (E.C.1.1.1.44)

Se trata de una enzima diméricay generalmentepresentados formas
codificadas por loci diferentes(KEPHART, 1990). En los zimogramasse
observandoszonasde actividadde desigualintensidad(Fig. 88) y que hemos
interpretadocomo dos isoenzimas(6POD-l y 6PGD-2) codificádascadauna
por un locus.

~t* tr¡
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Figura 88. Fotografíay esquemadel zimogramadel sistemaenzimático6PGD
(6PGD-l y 6PGD-2) de la población TOR de A. obovatwn subsp.
lanceolatum.

La 6PGD-l se tiñe con menor intensidad y sólo la hemos podido
interpretaren los táxonesdel grupoA. obovatum.Presentadosfenotipos,uno
de una bandaque correspondea los individuos homocígotosy otro de tres
bandas que correspondeal modelo de los heterocigotosdé una enzima
dimérica (Fig. 88). Todos los individuos estudiadosde A. obovatumsubsp.
obovatumvar. protobillotil sonhomocigotosy homogéneosparael alelo más
rápido (6Pgd-]a) (Tabla 16), y los de A. obovatum subsp. ¿bovatunzvar.
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obovatumy var. deltoideumlo sonparael alelo más lento (6P~d-Ib) (Tabla
16). En el tetraploide A. obovatwn subsp. lanceolatunz aparecen tanto
individuos homocigotosparauno u otro alelo, como heterocigotos(Fig. 88,
Tabla 17).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011121314 ¡51617
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¡8 19 20 2¡ Individuos
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Figura 89. Fotografíay esquemadel zimogramade la isoenzinia6PGD-2: 1-
7, A. fontanumsubsp.fontanum;8,10, 11, 13 y 14, A. Járeziense;9, 12 y 15-
21, A. obovatunisubsp. lanceolatuni.

En la ÓPGD-2 aparecencuatroalelosdiferentes(Fig. 89), los dosmás
rápidos (6Pgd-2a y 6Pgd-2b)son específicosde A. fontanumy los dos más
lentos (6Pgd-2c y 6Pgd-2d) del grupoA. obovatum(Tablas 16 y 17). En A.
foníanum la variabilidad esmayor (Tabla 16); habiendoindividuos con una
única banda,homocigotospara uno u otro alelo, e individuos heterocigotos
con las tres típicas bandasde los heterocigotosen las isoenzimasdiméricas
(Fig. 89).

En cambio,el grupoA. obovatumes mucho máshomogéneo.Tan solo
los cuatro individuos de A. obovaturn subsp. lanceolatum de la población
CABson heterocigotos para los alelos6Pgd-2cy 6Pgd-2d(Tabla 15), el resto

de individuos de todos los táxonesdel grupo son homocigotosparael alelo
6Pgd-2c(Tablas16 y 17).

1 8 14 21
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Todos los individuos estudiadosde A. foreziensey A. macedonicum
presentanaditividad entre el alelo más frecuentede A. .fontanumy el único
presenteen A. obovaiumsubsp.obovatuni (Tabla 17), por lo qué presentanel
típico fenotipo de tres bandasde los heterocigotosen las enzimasdiméricas.
Los gametófitosanalizadosde A. forezienseen este locus, no hansegregado
por lo que se comportancomoheterocigotosfijos. Hemosanalizadotambién
la segrégaciónde uno de los individuos heterocigotosde A. obovatumsubsp.
lanceolatumde la poblaciónCAB (CAB 3) y tampocoha segregado.

4.3.1.8.Siquimico deshidrogenasa(SDH) (E.C.1.1.1.25)

Se trata
loci diferentes
una única zona

de una enzimamonoméricacon 1 ó 2 formas codificadaspor
(KEPHART, 1990). En los zimogramasobtenidosse observa
de actividad,quecorrespondea un solo locus.

1 ~ 20

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 II 12 13 14 15 16 17 18 19’ 20

Figura 90. Fotografíay esquemadel zimogramade la SDH
FOU deA. fontanumsubsp. fontanum.

d~ la población

En todos los táxonesdel grupo A. obovatumes monowórfica con un
único fenotipode una banda(Tablas16 y 17). En A. jontanumes polimórfica
y hay hasta 5 alelos diferentes, habiendo fenotipos de un’a sola banda
(homocigotos)y de dosbandas(heterocigotos)(Fig. 90). En A. foreziensees
polimórfico, aunquemenos variable que en A. fontanum;la mayoría de los
individuos presentanuna únicabanda,la que compartensusdosparentales,la
correspondienteal alelo Sdh-c (Tabla 17), algunosindividuos‘presentandos

Individuos

Alelos
a

b
— c

d
e
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bandas,una de ellassiemprees la correspondienteal alelo Sdh-c, y la otra a
algunode los alelospresentesen A. ~fontanutn(Tabla 14).

En el estudiode localizaciónsubcelularno se observa.actividaden la
zonade la fracción ricaen cloroplastos,esdecir la isoenzimaque actúaen los
cloroplastosno se tiñe, bien porque no existe ese locus én el material
estudiado,bien porqueno semanifiestecon los sistemasensayados.

4.3.1.9.Triosa-fosfatoisomerasa(TPI) (E.C.5.3.l.1)

Se trata de una enzimadimérica que generalmentetiéne dos formas
codificadas por loci diferentes (KEPHART. 1990). En los zimogramas
obtenidos se presentaun modelode bandascomplejo.que sólo hemos podido
interpretar en parte.

Una bandase tiñe con más intensidadque el resto en cadauno de los
táxonesdiploides y no segregaen los gametófitos(Fig. 91). En todos los
individuos estudiadosde A. foreziense(Fig. 91, Tabla 17) y A. macedonicutn
aparecenaditivas las bandascorrespondientesa sus parentales.Lo hemos
interpretadocomouna de las isoenzimasde estesistemaenzimático.Además
de estasbandas,aparecenuna seriede ellas que no hemospodido interpretar
y que probablemente setrate de las bandascorrespondientesa otro locus.

Este locus presentados alelos (Tpi-]a y Tpi-lb). El más rápido es
exclusivodel grupo A. obovatumny lo presentantodos los táxonesde este
grupo, tanto los diploides como los tetraploides(Tablas 16 y 17). El más
lento es exclusivo de A. fontanum (Tabla 16). En A. foreziense y A.
rnacedonicumestosdos alelosson aditivos y su fenotipo es el típico modelo
de tres bandas de los heterocigotosen las enzimas diméricas; en los
gametófitos no segregan por lo que de nuevo se trata de heterocigotos fijos
(Fig. 91).
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Figura 91. Fotografíay esquemadel zimogramadel sistema‘isoenzimático
TPI (con línea continua el locus que hemos interpretadocorno Tpi-1 y en
línea discontinuaotro posible locus): 1, esporófitodel individuo ALM 11 de
A. obovatu¿n subsp. lanceolatum; 2-6, gametófitos provenientes de este
individuo; 7, esporófito del individuo FRA 32 de A. foreziense; 8-15,
gametófitosprovenientesde esteindividuo; 16, esporófitodel individuo FOU
1 de A. fontanumn subsp. fontanum; 17-20, gametófitosprovenientesde este
individuo.

4.3.2. PARÁMETROSGENÉTICOS

Hemos ensayado nueve sistemas enzimáticos aparentemente
codificadospor 16 loci distintos (Ata-], Lap-1, Jdh-I, Jdh-2, Mdli-], Mdh-2,
Mdh-3, Pgi-], Pgi-2, Pgm-J, Pgnv<l’, Pgm-2, 6Pgd-], 6Pgd-2,‘Sdh y Tpi-]).
De éstos, 1db] e Idh-2 sólo los hemos podidos resolver eh el grupo A.
fontanumy Mdh-I, Mdh-2, Mdh-3, Pgi-] y 6Pgd-1, en el grupoA. obovatum.
Las frecuencias alélicas de cada una de las poblaciones de los táxones

diploides se indican en la tabla 12 (A. fontanuni subsp. fontanumn y A.
fontanum subsp.fontanuin) y en la 13 (A. obovatuni subsp. obovatumnvar.
obovatum, A. obovatum subsp. obovatumn var. deltoideum y A. obovatumn
subsp. obovatumvar. protoblllotii), y las de todas las poblacionesde todos
los diploides en la tabla 16. Las frecuenciasde las combinacionesalélicasde
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cada una de las poblacionesde los tetraploidesaparecenen la tabla 14 (A.
jorL’:icnsL> y A. macedonicum)y en la 15 (A. obovatumsubsp. lanceolarum y
A. obova¡um subsp. numidicum), y las de todas las poblaciones de los
tetraploides en la tabla 17.

4.3.2.1. Medidas de la variabilidad genética de las poblaciones de los

diploides

Las medidas de la variabilidad genética (A. P. H0 y H~) de las
poblacionesde los diploides se muestranen la tabla 18. Todos los loci en A.

./onlanutmz subsp. pst’udo/ónwnum y .1. obovaíum subsp. obovatum var.
delwideum son nionomórticos: este resultado parece lógico teniendo en
cuenta que los individuos de cada taxon provienen de un solo esporófito
respectivamentey sólo lo hemostenido en cuenta en cuestiones taxonómicas.

De las poblacionesnaturalescon un suficiente número de individuos de A.
obovatumsubsp. obovatumvar. obox’atum.RON y BEA tienen todossus loci
monomórticos (Tabla 18) y sólo la población VAR tiene un locus
polirnórfico. Pgm-2(Tabla 18).

A. jbníanum subsp.fonanum exhibe una variabilidad genética (A —

1.56: P = 38.46: H0 = 0.136: H~ = 0.147) comparablea la media de otros
pteridóf¡tos (GASTONY & GOTTLIEB. 1985; HAUFLER. 1985a;
HAUFLER el aL, 1995; KIRKPATRICK e al.. 1990: RANKERel aL, 1996;
P. SOLTIS & D. SOLTIS. 1987: P. SOLTIS el aL. 1990; WOLF el aL. 1988).
En cambio, A. obovaíunzsubsp.obovaíumvar. pro¿~obilloíii tiene unosniveles
relativamentemás bajos de diversidad genética(A = 1.3; P = 28.6; H0 =

0.014: H~ = 0.014). similaresa los de Boírychiumrirginianum (L.> Sw. (D.
SOLTIS & P. SOLTIS. ¡986). Blechnumspicant (L.) Roth (P. SOLTIS & D.
SOLTIS, 1988a). Equisetum arvense L. (D. SOLTIS el aL. 1988) y
Hemionitíspa/mataL. (RANKER. 1992).

P. SOLTIS & D. SOLTIS (1988a) comentanque aunque los bajos
niveles de variación genética observados en Blechnumspicanísean reflejo de
la baja diversidad genéticade estaespecie,tambiénpuedenseratribuidos al
muestreo;algo similar puedeque ocurraen el grupoA. obovatum.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN Electroforesis de isoenzunas

Tabla 16. Frecuenciasalélicasde los táxonesdiploides: 1, A. fontanuin subsp.
fontanum; 2, A. fontanum subsp. pseudofontanum;3, A. obovatuin subsp.
obovatumvar. obovatum;4, A. obovatumsubsp. obovatumvar. deltoideum;5,

A. obovatumsubsp. obovatumvar. protobillotil. N: númerode iñdividuos.

TÁXONES
1 2 4 5

126
0.905
0.095

152

0.753
0247

13
1.000

57

1.000

13

1.000

57

1.000

1.000

1.000

10

1.000

40
1.000

121
1.000

121
0.112
0.888

57
1.000

57
1.000

57
1.000

SI
1.000

247
0150
0.5 12
0.032
0.306

91

1.000

13

1.000

13

57

1.000

57
1.000

1 .000

1
1.000

1.000

1 .000

1.000

1 .000

40
0.962
0.038

40
0025
0975

40
0.025
0.915

10

1.000

40

0.988
0.0 13

25

1.000

1.000

Loci
A al-]

(N)
a
b
c

Lap-I
(N)

a
1,
c

Jdh-I
(N)

a
Jdh-2

(N)
a
b

Mdli-]
(N)

a
b

Mdh-2
(N)

a
b

Mdh-3
(N)

a
b

Pg¡-J
(N)

a
Pgi-2

(N)
a
b
c
d

Pgm-l
(N)

a
b
c

150



RESULTADOSY DISCUSIÓN Electrof’oresisde isoenzinias

Tabla 16. Continuación.

TÁXONES
1 2 4 5Loci

Pgm-J’
(N)
a.
b
c

Pgm-2
(N)

a
b

6Pgd-I
(N)

a
b

dPgd-2
(N)

a
b
c

Sdh
(N)

a
b
c
d
e

Tpi-1
(N)

a
b

91

1.000

91
0.005
0.995

13 57
1.000 1.000

1.000

13

1.000

57
0.5 18
0.482

51

1.000

228
0.884
0.116

249
0.008
0.034
0.855
0.002
0.100

249

1.000

13
1.000

57

1.000

13

¡ .000

13

1.000

57

1.000

57
1.000

1.000

1 .000

1.000

1

1.000

1.000

25

1.000

25
1.000

40
1.000

40

1.000

40

1.000

40
1.000

Tabla 17.
tetraploides:
lanceolatum;

Frecuencias de las combinacionesalélicas
1, A. foreziense; 2, A. macedonicum;3, A.
4, A. obovatumsubsp. numnidicum.N: número

de ‘ los táxones
oboxatum subsp.

de individuos.

TÁXONES
1 2 3 4

59

1.000

52

1.000

12

1.000

12

1.000

72

1 .000

159
0.994
0.006

6

1.000

6
1.000

Loci
Aat-I

(N)
aa
ac
cc

Lap-J
(N)
ab
bb
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Tabla 17. Continuación

TÁXONES
1 2 4

228
1.000

228
0.004
0.931
0.065

228
0.004
0.93 1
0.065

173
1.000

12

1.000

12

1.000

12

1.000

12

1.000

12
1.000

12

1.000

12

1.000

196
0.965
0.035

91
1.000

91
1 .000

68
0.647
0.353

181
0.569
0.375
0.055

200

0.980

0.020
214

1.000

177
1.000

6
1.000

6

1.000

6

1.000

6
1 .000

6
1.000

6

1 .000

6
1.000

Loci
Mdh-I
(N)
aa

Mdh-2
(N)
aa
ab
bb

Mdh-3
(N)
aa
ab
bb

Pgi-I
(N)
aa

Pgi-2
(N)
bb
bc
bd

Pgm-J
(N)
ab
ac

Pgni-/’
(N)
ab
ac

Pgm-2
(N)
aa
ab

6Pgd-I
(N)
aa
ab
bb

6Pgd-2
(N)
ac
cc
cd

Sdh
(N)
ac
cc

Tpi-I
(N)
aa
ab

96
0.823
0.021
0.156

81

1.000

81

1.000

81
0.012
0.988

96
1.000

96

0.083
0.917

96

1.000

6

1.000

6

1.000

6
1.000
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Tabla 18. Variabilidad genética de los diferentes táxonesteniendoen cuenta
en cada caso los siguientesloci: A. fontanuni (Lap-], Pgi-2, Pgm-], Pg¡n-1’,
Pgm-2, 6Pgd-2, Sdh y Tpi-]) y A. obovatumsubsp.obovatum(Aat-], Lap-],
Mdli-], Mdh-2,Mdh-3, Pgi-], Pgi-2, Pgm-I, Pgtn-]’, Pgm-2, 6Pgd-J,6Pgd-2,
Sdh y Tpi-]). Entre paréntesislos erroresestándar.En negrita la media de
todas laspoblacionesdel taxon.

Heterocigosis
media

Población N0 medio de Media de Porcentaje
individuos n0 de de loci He
por locus a¡elospor po¡imórficos

locus (A) (P)
A.fontanumsubsp.
fonlanum

CAM

EET

RIP

EST

GOR

GUA

EUJ

ARA

GAR

CON

FOU

TRA

BAI

9.8
(3.3)
22.3
(6.4)
20.0
(0.0)
7.0

(2.3)
8.9

(1.1)
13.3
(3.3)
11.8
(3.1)
10.8
(3.4)
13.9

(3.5)
13.3
(3.3)
20.0
(0.0)
20.0
(0.0)
4.0

(0.0)

1.6
(0.4)

1.6
(0.3)
1.8

(0.3)
1.4

(0.3)
1.3

(0.2)
1.8

(0.4)
1.6

(0.3)
1.5

(0.3)
1.3

(0.2).
1.4

(0.3)
2.1

(0.5)
1.5

(0.3)
1.4

(0.2)
1.56

37.5

50.0

50.0

25.0

25.0

50.0

50.0

37.5

25.0

25.0

50.0

37.5

37.5

38.46

0.158
(0.12)
0.128
(0.07)
0,244
(0.11)
0.048
(0.03)
0.138
(0.12)
0.169
(0.11)
0.206
(0.08)
0.108
(0.07)
0.042
(0.03)
0.112
(0.08)
0.225
(0.10)
0.125
(0.08)
0.0.63
(0.04)
0.136

0.188
(0.10)
0.159
(0.08)
0.183
(0.08)
0.082
(0.05)
0.138
(0.12)
0.190
(0.09)
0.192
(0.08)
0.119
(0.07)
0.066
(0.06)
0.120
(0.08)
0.239
(0.09)
0.120
(0.74)
0.116
(0.06)
0.147

pseudofontanu’n

TR7400

TR7402

A. fonlanumsubsp.

10.0
(0.0)
3.0

(0.0)

0.0 0.000
(OJO)

0.0 0.000
(0.0)

1.0
(0.0)

1.0
(0.0)

0.000
(0.0)
0.000
(0.0)
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN Electroforesisde isoenzimas

Tabla 18. Continuación.

Heteroc igosis
media

Población N0 medio de Media de Porcentaje
individuos n0 de de loci
por locus a¡e¡ospor po¡imórficos

locus (A) (P)
A. obovatumsubsp.
obovaluin var. obovatum

BON 28.0 1.0 0.0 0.000 0.000
(0.0) (0.0) (0.0)

BEA 19.0 1.0 0.0 0.000 0.000
(0.0) (0.0) (0.0)

VAR 6.1 1.1 7.1 0.10 0.026
(0.6) (0.1) (0.01) (0.026)

Ras-8¡3 y Ras-SIS 2.0 1.0 0.0 0.000 0.000
(0.0) (0.0) (0.0)

Ras-825 1.0 1.0 0.0 0.000 0.000
(0.0) (0.0) (0.0)

1.02 1.42 0.02 0.005

A. obovatumsubsp.
obovatumvar. deltoideum

Ras-1022 1.0 1.0 0.0 0.000 0.000
(0.0) (0:0) (0.0)

A. obovatumsubsp.
obovatuni var. protobillotil

MíE y MGC32201 32.5 1.3 28.6 0.014 0.014
(3.0) (0.1) (0.007) (0.007)

4.31.2.Identidady distanciagenéticade los diploides

En la tabla 19 se muestran los valores de identidad y distáncia genética
de las poblaciones del grupo A. fontanumn, en la tabla 20 los de las
poblaciones del grupo A. obovatum, y en la tabla 21 aparecenestos
parámetros de los táxones diploides. La figura 92 es el ‘ dendrograma
construidoa partir
grupo A. fontanum,
y la figura 94 el de

de la matriz de identidadgenéticade las poblacionesdel
la figura 93 el de las poblaciones del grupo A. obovarum,
los táxonesdiploides.

La media de la identidad genética de las diferentes poblaciones de A.
fontanum subsp. fontanumes de 0.952, con un valor mínimo de 0.844 y un
valor máximo de 0.991. En A. obovatumnsubsp. obovatwn var. obovatumnes
algo superior(0.965) con un valor mínimo de 0.929 y un valor máximo de 1.
Con estos resultados podemos interpretar que no existen diferencias
significativas entre las poblaciones estudiadasde estos diploides; sin
embargo VOGEL et al. (1996), utilizando métodosmolecularescon ADN
cloroplástico, llegan a la conclusión de que existen variaciones entre
poblaciones geográficamenteseparadasde A. fontanuin subsp. fontanuin.
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RESULTADOSYDISCUSIÓN Electroforesis de isoenzimas

Nuestros valores son similares a los obtenidos en otras especies de
pteridófitos(D. SOLTIS & P. SOLTIS, 1989).

El valor medio de la identidad genética entre A. fontanuin subsp.
fontanum y A. fontanum subsp. pseudofontanumes de 0.968, superior a la
media de la identidad genética de las distintas poblaciones de A. fontanum
subsp. fontanum, lo que significa que no existen diferencias genéticas
apreciablesentre estos dos táxones. Lo mismo ocurre con las variedades
obovatuin y deltoideum de A. obovatum subsp. obovatuin, cuya identidad
genética es de 0.970.

En cambio los valores de identidad genética entre los distintos táxones
diploides son bajos. Para A. fontanumsubsp. fontanuin y A. obovatumsubsp.
obovatum var. obovatum es de 0.372 (Tabla 21), algo superior al valor
obtenidoparaA. fontanumsubsp.fontanumy A. obovatuin subsp.obovatum
var. protobillotil, 0.189 (Tabla 21). El valor obtenido para las variedades
obovatumy protobillotil de A. obovatumsubsp. obovatumes de ‘0.5 82 (Tabla
21). U. SOLTIS & P. SOLTIS (1989) danuna mediade identidadgenéticade
0.33 paraun total de 24 parejasde especiesdel mismogénerode pteridófitos
estudiados por diversos autores, con un rango de variación entre 0.000 y
0.850. HAUFLER (1996) da una mediade identidad genéticade 0.542 para
un total de 4 parejasdeespeciesdel mismogénerodepteridófitos de regiones
templadasy una media de 0.941 para un total de 4 pares de parejas de
especiesdel mismo génerode regionestropicalesde pteridófitos estudiados
por otros autores.Como se observa,la varibilidad esmuy grande,por lo que
no puedenser consideradoscomo datosconcluyentesa nivel taxonómico.D.
SOLTIS & P. SOLTIS (1989) señalan que los bajos valores de 1 entre táxones
de rango infraespecífico de pteridófitos . indican que probablemente no
ocurran hibridaciones ni exista flujo genético entre estos táxones y, en
cualquiercaso,sugierenquesontáxonesmuy antiguos.
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o

E¡ectroforesisde isoenzimas
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BA¡
R¡P

CAM

TRA
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Figura 92. Dendrograma construido a partir de la matriz de identidad genética
de las poblaciones de
pseudofontanurn.

A fontanutn subsp. fontanurn y A. fonzanumsubsp.

Poblaciones VAR BEA BON Ras-8¡3
Ras-815

Ras-825 Ras-l022 M¡E y
MCC 3220¡

VAR — 0.997 0.955 0.997 0.997 0.955 0.525

BEA 0.003 - 0.929 1.000 1.000 0.929 0.504

BON 0.046 0.074 - 0.929 0.929 ¡ .000’ 0.575

Ras-813y Ras-815 0.003 0.000 0.074 - ¡.000 0.929 0.504

Ras-825 0.003 0.000 0.074 0.000 - 0.929 0.504

Ras-¡022 0.046 0.074 0.000 0.074 0.074 — . 0.575

MíE y MCC 3220¡ 0.644 0.686 0.553 0.686 0.686 0.553~ -

Tabla 20. Identidades genéticas (por encima de la diagonal) y distancias
genéticas (por debajo de la diagonal)
de A. obova¡um subsp. obovatum
protobWot¡Q.

(NEI, 1972)
(variedades

entre pares de poblaciones
obovatum, deltoideum y
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.40 .E0 .60 .7? .33 z.y.

VAR

REA

Ras-8¡3’y Ras-815

Ras-825

RON

Ras- 1022

MíE ~ MCC 32201

.40 .~ .;v

Figura 93. Dendrogramaconstruidoa partir de la matriz de ideñtidadgenética
de las poblaciones de las variedades obova¡um,delto¡deumy protobfllot¡i de
A. obovatumsubsp. obovawm.

Táxones ¡ 2 4 5

A. fontanun subsp. fonwnum - 0.968 0.372 0.294 0.189

A. fontanun subsp.pseudofonu¡num 0.032 - 0.450 0.375 0.249

A. obovatuni subsp.obovatumvar. obovatum 0.989 0.799 - 0.970 0.582

A. obovatumsubsp.obovarum var. de/to¡deum 1.224 0.981 0.030 - 0.624

A. obova¡umsubsp.obova¡umvar, pro¡obillor¡i 1.664 ¡ .39 ¡ 0.540 0.47 ¡ —

Tabla 21. Identidadesgenéticas(por encima de la diagonal) y distancias
genéticas(pordebajode la diagonal)(NE!. 1972)entre los táxonesdiploides.

.20 .~ .47 .60 .73 .67 1>2

A. fon;anum subsp.fonlanuni

.4. fon,anum subsp.pseudofontanum

.4. obovatum var. ob¿vatum

A. obovatum var. de/toideun,

A. obovatum var. protobi¡Iotii

.20 30 .47 .60 .73 .67

Figura 94. Dendrogramaconstruidoa partir de la matrizde identidadgenética
de los táxones diploides.
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43.2.3.Indice de fijación deWright (1’) de los diploides

Este índice es un estimador indirecto del sistema de reproducción que
opera dentro de las poblaciones (WRIGHT, 1969), y así lo hemos utilizado
(ver apartado 4.2.2.3, pág. 119). En la
(F) de las poblacionesdeA. fontanum
las poblacionesdeA. obovatumsubsp.

tabla 22 se señala el índice de fijación
subsp. fontanumn,y en la tabla 23 el de
obovatum.

Loci

Población Aat-I Idh-2 Lap-J Pgt-2 Pgtn-2 61’ gd-2 Sdh

CAM ~Q335*** — -0.152 1.000”

BET 1.0O0~~< -0.050 0.100 — 1.000’~~ -0.217

RIP 0.286 ~0.667* -0.273 — -0.081 -0.181

EST 0.376 - 0.409 -

GOR -0.053 - - -

GUA — -0.173 -0.170 — 1~Q0Q*fl -0.026

BUS 1.000~~ — -0.155 -0.143 -0.212 —

ARA -0.129 0.085 — 0.050 -0.026

GAR i.000~~ -0.105 -0.240 Q~394* — — -

CON — 0.524* -0.356 - - —
FOU 0.430 -0.165 - -0.067 0.012

TRA — -0.036 — -0.26 -0.103

BAI í.000~ -0.143 - -0.143 -

Tabla 22. Índice de fijación (F) de las poblaciones de A. fontanum subsp.
fontanum. Sin asterisco significa que los valores no difieren
significativamente de o~ * indica un nivel de significación de P.cO.05; **
indica un nivel de significación de P<0.0l; “<~<‘< indica un nivel de
significaciónde PcO.001.

Loci
Población Pgrn-2 Mdli-] Mdh-2 Mdh-3 Pg¡-2
VAR 0.576* - - - -
MIS - -0.039 -0.026 -0.026 -0.13

Tabla 23. Índice de fijación (F) de las poblacionesde A. obovatumsubsp.
obovatum var. obovatum (VAR) y A. obovatumn subsp. obovatumn var.
protobillotil (MIS). Sin asterisco significa que los valores no difieren
significativamentede ~~* indica un nivel de significacióndeP<0.05.
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4.3.2.4.Parámetrosgenéticosde los tetraploides

Se observa que no existen diferenciasen las combinacionesalélicas
entreA. obovatumsubsp.lanceolatumy subsp. numidicum.y A. foreziensey
A. macedonicurn.

Al compararlas bandasde los diploides con las de los tetraploidesy su
comportamientoen la segregaciónde los gametófitos de loÉ tetraploides
hemos obtenenido los siguientes resultados.

De los 14 loci resueltos.A. obova¡urn subsp. lanceolazuin y subsp.
nuni¡d¡cum presentan 5 loci monomórficos (Aaf-/, Jfdh-I. Pgi-I, Sdh y Tpi-
1): 5 loci polimórficos en ambos táxones (Lap-I. NIdh-2. Mdh-3, Pgmn-I y
Pgn-I ) y 4 loci polimárficos sólo en A. obovawrnsubsp. lanccolatum(Pg¡-
2, Pgm-2, 6Pgd-Jy 6Pgd-2). Los 5 loci polimórficos en ambos táxones (Lap-
1, Mdh-2, Mdh-3, Pgmn-] ~ Pgnz-]’) aparecen en la mayoría de los individuos
en heterocigosis, de tal forma que se suman los alelos específicos de A.
obovatumn subsp. obovatumnvar. obovatumy A. obovak’um subsp. obovwum
var. pro¿<obillot¡i que resultanser marcadoresgenéticos.En los, tres híbridos
artificiales que hemos obtenido de estas dos variedades aparece el mismo
modelo de bandas para estos 5 loci que en el tetraploide. Los 4 loci que son
polimórficos sólo en A. obovatumsubsp. Ianceolarurn aparecen mucho más
frecuentemente en homocigosis que en heterocigosis (Tabla 17). Se deduce
pues, que en el origen de los tetraploides A. obova¡um subsp. lanceolatumy
subsp. nwnidicumhan intervenido las variedades obovatumy protob¡llotii del
diploide A. obovatun;subsp. obovafum.

Hemos estudiado la segregaciónen gamerófitos próvenientes de
individuos heterocigotos para los loci Lap-I, Mdh-2. Mdh-3, Pgm-], Pgm-]
Pg¡-2 x’ 6Pgd-2 de A. obovatum subsp. lanceolatum y en niñgún caso ha
habido segregación; son individuos con heterocigosis fija. Esto, unido a que
no hemos observado ningún indicio de herenciaterrasómica.sugiereque A.
obovatumsubsp. lanceola¡um se comporta más como un alotetraploide que
como un autotetraploide.

Los escasosindividuos heterozigotospara la Pgi-2 de’ la población
MWde A. obovafum subsp. lanceolatum tienen las mismas bandas que los
pocos individuos heterocigotosde la misma población del diploide A.
obovatum subsp.obovatum var. protobillotil. En cambio, los cuatro únicos
individuos heterocigotospara la 6Pgd-2de la poblaciónCAB de A. obovatumn
subsp. lanceolwumcompartencon el restode individuosde estetaxon y con
los de sus parentales el alelo más rápido, pero el más lento no apareceen
ninguno de los individuos estudiados de sus parentales. Este raro alelo
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huérfano quizá no hayaaparecidoen ningún individuo de sus parentalespor
cuestionesrelacionadascon el muestreo.

De los 9 loci resueltos en los tetraploides A. foreziense y A.
macedonicum,sólo uno, Lap-], es monomórfico. De los polimórficos, 5 de
ellos (Aat-1, Pgmn-], Pgm-]’, 6Pgd-2 y Tpi-]) aparecen en todos los
individuos estudiadosen heterocigosiscomo adición de los alelos de sus
parentales,y en los 3 restantes(Pgi-2, Pgmn-2 y Sdh) hay alelos que
compartensus parentalesy aparecentanto individuos homocigotos,como
heterocigotos. En los loci Lap-L Pgm-] y Pgm-]’, en los que hay alelos
específicos en las variedades obovatwn y protobillotil del, diploide A.
obovatum subsp< obovatum;A. foreziensey A. macedonicumnexpresanlos
alelos de la variedad obovatum (Tablas 16 y 17), por lo qúe es ésta la
variedad de A. obovatumsubsp.obovatumque ha intervenido en su origen,
junto a A. fontanum.

En A. foreziense,los loci Aat-], Pgmn-1, Pgm-]’, 6Pgd-2 y Tpi-] no
segreganen los gametófitos;hay heterocigosisfija como cabría esperaral
tratarsede un alotetraploide.

En cuantoal origenpolitópico de los tetraploides,hemos observado
evidencia de que en A. foreziensehan intervenido al menos dos líneas de A.
fontanum. En el loci Pgi-2 de A. obovatumn subsp. obovatumvar. obovatum
todos los individuos sonhomocigotosparael alelo Pgi-2b y en A. fontanum
aparecen tanto homocigotos como heterocigotoscon 4 alelos diferentes(Pgi-
2a, Pgi-2b, Pgi-.2c y Fgi-2d). La mayoría de los individuos de A. foreziense
son homocigotospara el alelo Pgi-2b o bien heterocigotospara los alelos
Pgi-2b y Pgi-2d (Tabla 17), lo que sepuedeexplicar por la combinaciónde
un A. obovatum subsp. obovatum var. obovatum (como ya hemos visto,
homocigoto para el alelo Pgi-2b) y un A. fontanwn heterocigotopara los
alelos Pgi-2b y Pgi-2d. Pero hay dos individuos de A. foreziensede la
población BUF (Tabla 14) que son heterocigotos para los alelos Pgi-2b y Pgi-
2c, por lo que en su origen ha tenido que intervenir otro A. fontanumn
diferente que tuviera el alelo Pgi-2c. D. SOLTIS & P. SOLTIS (1993)
señalanqueesmásfrecuenteen los poliploidesel origenpolitópico.

En A. obovatumsubsp. lanceolatumno tenenemosevidenciaclara de
su posible origen politópico. Tan sólo ha habido dos casosen los que han
aparecido individuos que no tienenlas combinacionesalélicasmásfrecuentes
del restode los individuos,pero sin másdatos,por ellos solosno explicanun
posible origen múltiple de este taxon. En la población MíE apareceun
pequeño porcentaje (Tabla 15) de individuos heterocigotos para los alelos
Pgi-2b y Pgi-2c, al igual que unospocosindividuos de la mismapoblaciónde
uno de sus padres,A. obovatumnsubsp. obovatwnvar. protobillotil (Tabla 13).
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Los individuos de la poblaciónCAD de A. obovatumsubsp.Ianceola¿<umnson
heterocigotospara la 6Pgd-2. a diferencia del resto de los individuos de todo
el grupo A. obovaium.

En A. obovatumsubsp. lanceolatumhay evidencias de pérdida de la
expresióngénica de alguno de los alelos provenientesde sús padres.Lo
hemosobservadoen los loci Lap-I. Mdh-2, Mdh-3 y 6Pgd-J Tabla 17). En
cada uno de los loci el procesode diploidización tiene diferente magnitud,
mientras que en Lap-I el porcentaje de homocigotos es mínimo (0.6%), al
igual que en Mdh-2 y Mdh-3 (6.9%), en 6Pgd-I es muy superior (62.4%). En
A. foreziensex A. macedon¡cumno hemos observado ninguna evidencia de

silenciamiento de genes. Esto puede interpretarse como que el origen de A.
obovatum subsp. lunceolatumn es más antiguo que el de A. foreziense
(incluido .4. macedon¡cum).
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4.4. CONSIDERACIONES TAXONÓMICAS Y NOMENCLATURALES

Con todos los datos obtenidos en los diferentes estudios creemos
adecuado hacer las siguientes consideraciones

• Todos los datos apuntan a que A. foni<anum subsp. fontanumny A. fontanum
subsp. pseudofoníanumnson dos táxonescon áreasdisyuntasy que debidoa la
falta de flujo genético, se encuentranen un proceso de estabilizaciónde
cienos caracteres que podrían resultardiferenciadoresen el futuro, aunque
genéticamente son prácticamenteiguales.A diferenciade los espermatófitos,
los helechos homospóreos, necesitan acumular una gran cantidad de
diferenciacióngenéticay así poder prevenir las escasaso nulas barrerasde
fertilización que en general tienen (HAUFLER. 1996). Si existen barreras
geográficas, en principio, este proceso puede ser más rápido al no existir
apenas flujo genético entre las poblaciones.Si hastael momento pareceque
genéticamente estos táxones son muy similares puede explicarseporque la
separaciónentre ellos ha sido relativamente reciente y todavía no han
acumuladola suficiente diferenciacióngenética. Quizá puedanestaren un
proceso de especiación. En opinión de HAUFLER (1996), investigaciones
recientes han demostradoque escasasdiferenciacionesmorfológicas y/o
discontinuidadesbiogeográficasrepresentanmuy distintos elementosa nivel
genético y crecen las dudas acerca de si es razonable utilizar táxones
infraespecíficoscon ellos. En esperade más datos,creemosmás adecuado
mantener el tratamiento taxonómico actual (REICHSTEIN & SCHNELLER.
1982).

• En el grupo A. obovatwn las evidencias señalan que la variedad deltoideum
de .4. obova¡umsubsp. obovatumnno tiene consistencia. En cambio la variedad
pro¡obillotii tiene entidad, como lo demuestran los datos morfológicos del
esporófito. los citológicos de híbridos artificiales y los de electroforesis de
isoenzimas.La subespecietetraploide numidicu,n es igual a: la subespecie
lanceolatum, por lo que es más correcto incluirla dentro de A. obovatum
subsp. lanceolatum.Quizá un buen criterio, similar al que siguen BENNERT
& FISCHER (1993) con el grupo A. ¡richomanesL.. seaconsiderartanto los
diploides como los tetraploidesdel grupoA. obova¡umncon el mismo rangode
subespecie;a pesarde que A. obovatumsubsp.lanceolatumse comporte más
como un alotetraploide que como un autotetraploide y la tendencia actual sea
considerara los alotetraploidescomo especiesseparadasde sus padres.En
este caso sus padres son dos táxones muy relacionados,por lo que se le
podríaconsiderarun alotetraploidesegmental(STEBBINS, 1947) y quizásea
másadecuadotratar a todos los táxonesdel grupocon rangosubespecífico.
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El grupo A. obovatum quedaría integrado, hasta ahora, por dos
subespecies diploides (obovatumn y protobillotil) y una tetraploide
(lanceolatumn). Así pues, proponemos la nueva combinación a nivel
subespecifico de Asplenium obovatum Viv. subsp. obovatum var.
protobillotii: AspleniumobovatumViv. subsp. protobillotil stat. et nom. nov.
[A. obovatum Viv. subsp. obovatumn var. protobillotil Demiriz, Viane &
Reichst. in Candollea45(1): 244. 1990 (basiónimofl.

• Todos los datos apuntana considerara A. foreziensey A. .mnacedonicum
como un mismo taxon. Opinamos, como VIANE et al. (1993) que A.
macedonicumnestá incluido dentro de A. foreziense.

Después de revisar la nomenclaturade los táxonesestudiadoshemos
encontrado doscuestionesque pasamosa tratar:

• Cuando Antoine Legrand tuvo la intención de considerar como un taxon
diferentea unasformasde A. hallen (= A. fontanumn)y lo llamó A. fonisiense
(Ann. Soc. Agric. Industr. Sci. Loire 17: 378. 1873) no designéningúntipo,
lo cual invalida el nombre. Unos años más tarde, aparecen casi de forma
simultáneadosexsiccatas,una en 1884 (Flora SelectaExsiccata,3) y otra en
1885 (Bulí. Soc. Dauphin. ÉchangePl., 12) que distribuyen plantasde este
taxon asignándolela autoría a Legrand en la publicación antescitada. Se
podría considerar a cualquiera de estas dos exiccatas como la validación del
nombredeLegrand.

Flora SelectaExsiccataseríaprioritaria, pero en la etiquetaimpresaen
que Héribaud daría validez al nombre, aparececomo sinónimo la planta
distribuidaen la otra exsiccata(A. halleniformnaSoc. dauph.n0 2308 bis); por
lo que, a pesar de que la fecha de publicación que apareceen el boletín
distribuidojunto a la exsiccatade la Sociétédauphinoiseseaun año posterior
a la de Flora Selecta Exsiccata, parece claro que se distribuyó con
anterioridad,lo que la haríaprioritaria.

En la página 500 y 501 del número 12 de Bulí. Soc. dauphin.Échange
Pl. se dice textualmente: “2308 bis AspleniumHallen! Dcformna.-D’apr¿s
M Le Gramid, la plante distribuée sousce mi0 est 1 ‘AsplenlumnforezienseLe
Gramid, Statist. bot. du Forez in Soc. agr. Sc. et Arts du départemnentde la
Loire, XVII, p. 378. (Note deM Giraudias.)

Creemos que el nombre correcto de este taxon sería, por tanto,
AspleniumnforezienseLegrandex Giraudiasin Bulí. Soc. dauphin.Échange
Pl. 12: 500. 1885.
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• Tras serconsideradoA. billotil un autotetraploide,DEMIRIZ et al. (1990)
revisan su nomenclaturasiguiendo la tendenciaactual de considerara los
complejos autopoliploides y a sus padres como subespeciesdentro de un
mismotaxonespecífico.Tras señalarqueenestecasoel nombremáscorrecto
por su biogénesises el del taxon parentaldiploide A. obovatumViv., sólo
quedabaasignarleel epítetosubespecíficocorrectoal tetraploide.Despuésde
su estudio, estos autoresasignan, aunqueno muy convencidos,al taxon
tetraploide el epíteto lanceolatumde Hudson (DEMIRIZ et al., 1990).

El nombre sería válido, ya que el ICBN (1994), Art. 58.3, permite el
uso de epítetos inválidos a nivel específico si no hay obstáculos para su uso

en la nueva posición o sentido,salvo por la inclusión de Fiori entreparéntesis
que no sería necesaria.

Sin embargo, en la publicación de HUDSON (1778) de Aspleniumn
lanceolatumncita en la sinonimia el nombre-frase linneano de A. trichomanes-
ramosumn(aunque cita mal la página del SpeciesPlantarumn). A pesar de que

no está recogido en el ICBN (1994) actualmente, se considera igual que citar
el tipo de un binomen linneano,por tanto segúnel Art. 52.1 estenombrees
ilegítimo. A. lanceolatumn Hudson sería un nombre superfluo para A.
trichomnanes-ramosumL. y su tipo debe de ser el mismo que para éste último,
por lo tanto, todos los nombresinfraespecíficosbasadosen el nombre de
Hudson están también tipificados por el tipo de A. trichomnanes-ramosumy no
sonenabsolutosinónimosde A. obovatumn.

Por lo tanto, hay que buscar otro nombre correcto que sea sinónimo del
taxon tetraploide.ÉsteesA. billotil F.W. Schultz in Flora (Regensburg)28:
738. 1845. BECHERER (1929) ya utiliza este nombre para el taxon
tetraploide como una combinacióna nivel varietal de A. obovatumn.Como
hemoscomentadoanteriormente,creemosmáscorrectoel tratámientode este
taxon a nivel subespecífico,por lo que sería necesariohacer este tipo de
combinación.BOLÓS et al. (1993)hacenla combinaciónA. obovatumsubsp.
billotil, por lo que creemosque ésteseríael nombre correcto de estetaxon
(Aspleniumnobovatum Viv. subsp. billotii (F.W. Schultz) O. Bolás, Vigo,
Masalles& Ninot in Floramanualdels PaYsosCatalans:1213. 1993).
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5. CONCLUSIONES

1. Los esporófitosde los táxonesestudiadosmuestranuna elevadavariabilidad
morfológica,sobretodoen la formay gradodedisecciónde la fronde. Los caracteres
micromorfológicos,talescomo la longitud del exosporio,longitud de los estomas,y
morfología de las células de la epidermisabaxial,resultanmuy útiles a la hora de
delimitar los táxones.

2. Se ha comprobadoel númerocromosomáticode los táxonesdiploides y de los
tetraploidesen individuosde distintas poblaciones,y se han añadidonuevosdatos
sobre el comportamientomeyótico de cinco híbridos naturalesy dos artificiales
relacionadosconellos. Comoconsecuenciade estosestudios,sehadescritoun nuevo
híbrido, Aspleniumn x sleepiae nothosubsp. kramneri, entre A. obovatum subsp.

obovatumy A. foreziense.

3. Las, hastaahora, variedadesobovatumy protobillotii de A. obovatum subsp.

obovatumnsongenéticamentedistintas,aunquegenómicamentemuy similares,y esta
diferenciación tiene reflejo morfológico en los esporófitos; consideramosmás
correctotratarlascomodossubespeciesdistintas,por lo queseproponela subespecie
nueva A. obovatumnsubsp. protobillotí!. Así mismo, creemosque el nombreválido
del taxontetraploideesA. obovatumnViv. subsp. billotii (F.W. Schultz) O. Bolós,
Vigo, Masalles & Ninot.

4. Se considera que A. obovatumnsubsp.obovatumnvar. deltoideumnno tiene entidad
como taxonindependiente,queA. macedonicumes sinónimo de A. foreziensey que
A. obovatumsubsp. numidicum está incluido en A. obovatumnsubsp. billotil. En
cuanto a A. fontanum,consideramosque el tratamiento taxonómico más adecuado
para las poblaciones disyuntas europeas e himalayasen proceso de diferenciación, es
el de subespecies quesehaaplicadohastaahora.

5. Se han estudiado los caracteresmorfológicosde la generacióngametofitica.La
secuenciaontogenéticade los gametangiosse mantieneconstantedentro de un
mismo taxon. Es másfrecuenteenestegrupola formaciónde protalosinicialmente
masculinosque se transformanen bisexualesque la formación inicial de protalos
femeninos.Nuestrasobservacionesindican que la fonna de reproducciónmás
frecuenteentodoslos táxones esla fecundacióncruzada.

6. Se han ensayado nueve sistemasenzimáticosaparentementecodificados
por 15 loci distintos (Aat-], Lap-], Idh-], Idh-2, Mdli-], Mdh-2, Mdh-3, Pgi-
1, Pgi-2, Pgmn-], Pgmn-2, 6Pgd-1, 6Pgd-2, Sdh y Tpi-]), de los cuales uno,
Pgmn-], parece estar duplicado (Pgmn-J y Pgmn-I ‘). Los loci Lap-], Mdh-2, Mdli-
3, Pgm-1, Pgmn-]’ y óPgd-] pueden ser usados como marcadores genéticos en A.
obovatumsubsp. billotii, y los loci Aat-], Pgmn-L Pgm-]’, 6Pgd-2 y Tpi-] en A.
foreztense.
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7. La variabilidad genética de A. fontanumes mayor que la de A. obovatumsubsp.
oboi’atum y subsp. protobillodi. Las identidadesgenéticasentrelos distintostáxones
diploides son bajas.similaresa las de otros pteridótitosque han sido estudiadosde
zonas templadas. Sin embargo, las identidades genéticasde Las distintaspoblaciones
de los diploides A. fonurnumsubsp. fon¡anum y A. obovatumnsubsp. obova¡um son
relativamente elevadas, lo que indica que existe flujo genético entreellas.

8. Se confirma, con datosisoenzimáticos.el origen del alotetraploideA. foreziense,
ya que no hay segregación en los gametófitos de individuos heterocigotos,por lo que
se comportan como heterocigotos fijos. De las dos subespecies diploides de A.
obovatumn.es la subespecieobovatumla que ha intervenido. De la misma forma, se
analizael origendel tetraploideA. obova¿’umsubsp. hillotil. en el que han intervenido
los diploidesA. obovatunisubsp.obovatumny subsp. protobillotii. y no sólamente la
subsp. pi-oíobillohi como se pensaba hasta ahora, comportándose como un
alotetraploidesegmental.

9. Además, existen evidencias de que en el origen de A. foreziensehan intervenido al
menos dos líneas de A. fontanum.En cambio no hay estas evidencias de un posible
origen múltiple en A. obovatumnsubsp. billotil.

10. Por otro lado, se observa pérdida de la expresióngénicaen algunosloci en A.
obovazumsubsp. billotil y no se observa en A. foreziense. lo que podría estar
relacionado con que el origen deA. obovatumsubsp. b¡lloé’ii es más antiguo que el de
A. foreziense,lo que sería también congruente con sus áreas de distribución actuales.
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7. APÉNDICES

7.1. APÉNDICE 1

Material de herbario revisado

Aspleniumfontanum(L.) Bernb. subsp.fontanum
ALEMANIA
Wúrttemberg, Uberkingen,Michelsberg, 30-VIII-1944, A. Schwnacher,B
85055. Uberkingen(OberamsGeislingen)in Felospalsender weisfsenJura,c.
650 m. 1880, G. Herler, B 14488-89.B 14492.
ANDORRA
Santa Colona, ríu d’Enclar. 31TCH7605. 1000 m. bosques de Quercus
pubescens. 4-VII-1992, C. Navarro ej al. CN830. MA 525548.
AUSTRIA
Salzburg.Salzburg, herbario Mettenius, B 14494.
ESPAÑA
Áíava, Campezo, Sta. Cruz de Campezo, Barranco de la Dormida,
30TWN5723, 650 m, bosque mixto. 25-IX-l993. PM. Uribe-Echebarria,
ExsiccataPteridophytaIberica 760,MACB 62101.
Alicante. Alpatro (Valí de Gallinera), 305YJ3700, 350 m. paredes con
orientación norte del barrancode Gallinera. 19-X-1993. AM. Ibars et al.,
ExsiccataPteridophyta Iberica 792. MACB 62102. Denia, Monte Montgó,
315BD40. sobre praderas, 9-X-1986, M. Vilar & Kl. Leal. Exsiccata
PteridophytaIberica257/86. MACB 30826.
Barcelona.Montserrat,in rupestribushumidis.200 m. V-1883, MA 976.
Castellón. Vistabella del Maestrat. Bco. de la Ferrería. 30TYK36, 950 m.
muros de piedra caliza en bancales abandonados. 9-X-1987. C. Fabregat.
ExsiccataPteridophytaIberica 411/87, MACB 30655. Sierra de Penyagolosa,

30TYK25. en grietas de roca con exposiciónN, l0-VI-1993; AM. Ibars, 1?
Martínez& E. Estrelles,ExsiccataPíeridophytaIberica 784, MACB 62100.
Cuenca,La Cierva, Rambla de Prado Ciervo. 30TWK9838, 1260 m, en rocas
calizasumbrosas,20-IX-1995. G. Mateo, ExsiccataPteridophytaIberica 863,
MACB 62108. Tragacete,valle del río Júcar.junto al albet~uejuvenil San
Blas, 30TWK9969, 1400 m, roquedo calizo entre la peñadel Fraile y el
monte de los Corzos, 28-VIII-1990, F. Castilla & R. Gamarra 432, MACB
40334. Hoz de Beteta, junto a la presa, 30TWK7389, 1100 m, 1-XI-1984, M.
Moreno el al., ExsiccataPteridophytaIberica 239/86, MACB’ 31085. Foz de
Beteta, fisuras y oquedades de rocasbásicas,20-VI-1981,E. Fuertes,MACB
7723. Hoz de Beteta, 30TWK79, 800 m, en taludes calcáreos, l-IV-1990,
AM. Ibars, 1? Martínez & E. Es¿relles,ExsiccataPteridoph’ta Iberica 843,
MACB 62109.
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Gerona, Camprodón.31TDG5285. 900 m, grietas de rocas calizas en el
torrentede La Quera.9-XI-l990, ML. Gil & JA. Alejandre 1259-90, MACB
42795.
Guadalajara, Armallones. El Hundido, en roquedo, 19-VI-l979. y
Mazimpaka. MACB 10930. Zaorejas, valle del Tajo, 5-VIII-1976. V
Mazimpaka& ALE. Ron.MACB 12557.
Huesca, Arguis. Pico del Aguila. 30TYM1287. 1300 m, J.M. Palacin,
ExsiccataPteridoph~taIberica 607, MACB 43350. Fiscal, cerca del Bco. M.

Berroy (Canciás-N). 30TYN3306, 1300-1400 m. grietas de bloqueserráticos
calizos, 29-VII-1986. L. Villar, Exsiccata Pteridophyta Iberica 164/86,
MACB 30938. Jaca. umbría del Oroel. 3OTYNO4IO. 1280 m, rellanos y
grietas de conglomerado calizo. 26-VIII-1989. L. Villar. Exsiccata
Pteridophyta Iberica 494. MACB36202. San Silvestre de Fontjanina. Alta
Ribagor9a. 3ITCHIO. 1350 m. sobre rocas musgosas,24-VIII-1986. J.M
Ninoz, Exsiccata Pteridophyta Iberica 228/86, MACB 31067. Subida a El
Alano, 21-VII-1982. Carrasco. Velayos& Zapata. MACB11191. Cañón de
Añisclo. 31TBH5512. 750 m. fisuras calizas, 24-VI-1987. E. Pamigata el al.,
Exsiccata Pteridophyta Iberica 347/87, MACB 31004. Valle de Añisclo,
paredones calizos que rodean al río Bellos, 3ITBH5I, 1300 m, 13-IX-1990,
E. Castilla ci al. 525< MA488538.
León. Picos de Europa, Macizo Central, Canal de Asotín. 1800 m. com. de
Asplenietea.14-VI-1981, RivasMartínezej al.. MAF 115718.
Lérida, Estahón. 16-VII-1986. Carrasco, Velayos& Yague. MACB 24477.
Montsec d’Ares. 31TCG2455. 800 m. rocas extraplomadas. l-V-1985, J
Pedrol 136JP.MA 419529.
Logroño, Arnedo. Peña Isasa.30TWM7068, 1400 m. en grietasde las calizas
jurásicas de la cumbre. 25-111-1989, ML. Gil & JA. Al&andre 288-89,
MACB 39494. Arnedo. PeñaIsasa.30TWM7068. 1400 m. en grietasde los
roquedos de la umbría, 20-XI-1994, B. Fernándezde Be~om1o&J A. Alejandre
945/94, MA 555172. Grávalos. roquedoscalizos al W del Monte Portillo,
30TWM8365, 930-980 m, 12-VII-1992. ML. Gil & JA. Alejandre 447/92,
MA 533745. Muro de Aguas, 30TWM7365. 900-940 m, roquedos
carbonatados de orientación N. fisuras y repisasdel roquedos,13-VII-1992,
ML. Gil & J.A. Alejandre 465/92, MA 533802. Préjano. Peñalmonte,
30TWM6571, 1200-1240 m, roquedos de las crestas y umbría, calizas. 31-
VII-1991, JA. Alejandre 903/91. MA 534077. Préjano, subida al Peñalmonte,
30TWM6571, c. 1200 m, exíraplomoscalizos, pie de cantil. 29-V-1988, .1.
Arizaleja el al. 3194 JP, MA 438489.Turruncún, 800 m. roca caliza, 17-VI-
1972. A. Segura Zubizarreta. MA 352573. Viguera, sierra de la Laguna,
30TWM3780. 1280 m. roquedosde la umbríadel Cerroyera,calizas, 25-1V-
1992. ML. Gil & JA. Alejandre26/92, MA 533485.
Madrid, El Escorial. VII, ReyesProsper, MA 981. El Escorial, 6-X-1852,
Ysern,MA 158975. Localidad dudosa.
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Navarra, Villanueva de Aezkoa. Sierra de Berrendi. 30TXN4557. 1300 m.
fisuras de roquedo calizo, 24-VII-1986. 1? Aizpuru & P. Cúnalán, Exsiccata
PteridophytaIberica 202/86 MACB 30858. Cerca de la Foz de Arbaiun,
30TXN2848,600 m, grietas de roquedoscalizos en un quejigar, 14-X-1989.
A. Quintana & L García,ExsiccataPteridophytaIberica 540, MACB 36102.
Soria, Almenarde Soria, Sierrade Cortado.30TWM6821. 1270 m. grietas de
un roquedo calizo umbroso cerca del collado entre Cortada y Peñalta. 20-y-
1990, ML. Gil & JA. Alejandre 130-90. MACB42799. Beratón. 1200 m. in
rupestribus calcareis, 26-VI-l972. A. SeguraZubizarreja 6630, MA 267335.
Villaciervos. Sierra de Cabrejas. 30TWM2328. 1370 m. en fisuras del
roquedo calizo de las crestas, 20-11-1988. VI. L. Gil & JA. Alejandre 1102-88.
MACB 35261.
Tarragona. Arnés, Puertos de Tortosa y Beceite. roquedos calizos del
barranco Gregola. 31TBF7225. 900-1100 m, l0-VII-1990. ML. Gil & JA.
Alejandre, 587/90,MACB 42794.
Teruel, Alcalá de la Selva, Barranco de Cafialuenga, 3OSXKS6, 800 m. en
grietas de paredes calizas,26-VIII-1988, E. Estrelles.ExsiccataPteridophyta
Iberica 482. MACB 36181; Puertode San Rafael. 305XK9469, VIII-1985. J.
Alcober, Exsiccata Pteridophyta Iberica 106-85. MACB 18887. Cucalón.
Sierra de Cucalón. Modorra, 30TXL5548. 1300-1380 m. roquedos calizos en
la base de la muralladel NE, I8-V-1991. Kl. L. Gil & JA. Alejandre 154-91,

MACB57136. Gudar, Río Alfambra, 30TX97, 1200 m. en fisuras umbrosas
de rocas calizas. 13-X-1991 .A.M. Ibars. J Balaguer & A. del Toro,
ExsiccataPteridophytaIberica 678/91, MACB 43428. Javalambre,grietasde
rocas, 5-IV-1976. Kl. Horjales, MACB 11745. Manzanera,3OTXK94, 1350
m, grietas en caliza. 22-VIII-1993, Ji? Corbín. Exsiccata Pteridophyta
Iberica 785. MACB 62103. Origúela (Orihuela). rochas escarpés el
ombrages,1400 ni, V-1895, Reverchon,Plantesd’Espagnen0 1073. B 14659.
Segura de Baños. 30TXL7235, 1140-1200m, roquedoscalizosde orientación
EN sobre el desfiladero de los Baños, 19-V-1991. A~tL. Gil & JA. Alejandre.
MACB57144.
Valencia. Puebla de San Miguel. 305XK53. 1100 m. en grietas de paredes
calizas. l-X-1989, AM. Ibars, J. Iranzo & Kl. Vilar. ExsiccataPteridophyta
Iberica 475, MACB36175. Rincón de Ademuz, barranco de Cañada de Jorge,
305XK53, 2-X-1989, £7’. Corbín & AM. Ibars, Exsiccata Pteridophyta
Iberica 848, MACB 62105. Titaguas, La Caballera.3OSXK:sl, 600 m, en
grietas de roquedos calizos sombreados.3-XI-1991, AM. Ibars & J.
Balaguer,ExsiccataPteridophytaIberica 674/91.MACB 13432.
Zaragoza,Añón, Macizo del Moncayo, Peñasde Talamantes,30TXM0620.
1400-1460 m, roquedos calizos, W-NW. 15-V-1990, ML. Gil & JA.
Alejandre 656/90. MACB42800. Berdejo. Mte. Ituero, 30TWM8702, 1000-
1070 m, roquedoscalizos, 16-VI-1990, ML. Gil & JA. Alejamidre 1632-90,
MACB 42826; Mte. Rituerta, 30TWM874024, 1000 m, grietas y pequeñas
repisasde la basedel roquedode la umbria.calizas, 16-VI-1990,M.L. Gil &
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JA. Alejandre 1646-90. MACB 42827. Calcena. carreterahacia Oseja,
desfiladero en las calizas de Peñasdel Cabo. 3OTXMOÓI 1. 900-1000 m,
roquedosy laderaspedregosasmuy abruptas.4-VI-1991. J.A. .4/ejandre317-
91. MACB 57515. Malanquilla. Mte. Cucuta, 3OTWN1920052. 1190 m,
roquedoscalizos. 15-VI-1990, ML. Gil & JA. Ale/ant/re 1786-90 MACB
42801. Tabuenca.Sierra de la Nava Alta. Peñade las Armas.3OTXMI8 16.
1100-1130m. roquedoscalizos en umbría, 1 l-VI-1989. ML. Gil & JA.
Alejandre 490-89, MACB 39389. Luesia. Sierra de Sto. Domingo,
30TXM6901, 1100-1200m. paredonescalizos,26-V-1987.J Pedrol 1828JP,
MA 437279.
FRANCIA
Am. Jura.penteen face de L’Abbaye de Sélignac. rochers calcaires,alt. 400
m. 3-IV-1955. P. Villarcí. BM.
Alpes-Marithnes.RojatalswischenSt. Dalmasde Tendeund Fontan,ca. 500
m. l5-IX-1968. J Dambold¿& Kl. Din<rich 606. B 14610. Si. Martin-Vésubie,
rocksnearVessanson.27-V-1937, MS. Campbell.BM. St. Etiennede Tinée,
SchluchtsúdlichdesOrtes.26-V-1931,K. Ronniger.MA 195033.
Haute-Savoje,in ditione oppidi Cluses” provinciae Sapaudinaesuperioris,
secusviam ad pagum“Nancy-sur-Cluses<’ducentem.680-700m. supramaris
aequor, in umbrosisad rupescalcareaspraeruptas.7-IV-1971. .4. Charpin &
E. Jacquemoud,Exsiccatagenavensia.BM. Annecy. Alpes fran~aises,fentes
rocheusesprésdu lac entreAlbigny a Chavoire,+ 500 m. 12-IV-1947. B. de
ReIz. PteridophytaExsiccauWalter-Callé305. BM.
Isére. Fontaine. prés Grenoble. rochers ombragés. 18-X-1878. A. Pellal,
Societédauphinoise1879. K. Freney. Vallée de l’Arc. falaise á louest-sud-
ouest de Frene’. 29-VIII-1974. E. Badré 1444, BM. Entre Voiron et St-
Laurent-du-Pont.défilé du Grand Crossey.rocherscalcaires.ált. 440 m. 12-
IX-1954. P. Vil/arel. BM. Grenoble. lac Chambon.ñssuresde rochers. 24-
VII-1971, E. Badré 378. BM. Saint-Etienne de Crossev. 485 m, parois
calcairesdesGorges, l0-IX-1973, R. Barbezaz.MAF 98654.
Rbúne,St. Romain au Mí. dOr. Mont Cindre, éboulis calcairesexp. N.. c.
350 m. 8-V-1949. A.J. Bange.PteridophytaExsiccataWalter-Callé362. BM.
Var, BewachseneKalkfelsenan der Corniche Sublime so. Aiguines, 4-1V-
1972, C. & W. Bennerí. B 14609. Forét de la Ste. Baume.22-V-1950, C.
Webert,G.
ITALIA
Liguria, an Kalksteinmauernzu Buggio im Val Nervia 600 m. 8-IV-1901. C.
Bicknell, PteridophytaExsiccataF. Wirtgen 14b, BM.
Piemonte, sulle rocce sehisto-micaceepresso Susa, otoño 1859, Cesa¿’i, B
14647. Alta Valle del Tanaro a Nava, verano dc 1881, 1? Síraiforello. BM.
CottischeAlpen, ZwischenChiomonteund ExilIes. 9-VI-1924. .K. Ronninger,
BM.
SUIZA
Genéve,in saxosismfra Salevam(Saléve)propeGenevan,Dubv. B 14531.
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Neuch~tel,Chaumont.supraNeuchátel(Jura). ¡876,Lerchy. B: 85069.
Valais, Bas Valais. Monthey sur les vieux murs. terrainssiliceux. alt. 420 m
environ, 9-IX-1924, C. Gen¿y.ExsiccataCh. Duffour. MA 471409.
Vaud. Roche, rocky woods, ll-IlI-l896. R.P. Murrav. BM. Rochers
ombragesá Roche.c. 420 m. VI-1904, JVi/zek. B 14593. Roche. ll-IX-1941.
Herb. Spiess.B 14578.
Waadt (Wallis), Villeneuve. an schattigenFelsenbei Roche. in etwa420 m,
22-VIII-1953. I-Iópflinger, BM. Rhone-tal.St. Maurice.420 m. 18-VI-1914,
J. Bornmñller. B ¡4555. Tourbillon, pr. Sion. IV-1889. FO. Wolf. B 14550.
Porte du Sex (Stidufer des Genfer Sees). 15-VIII-1959. Wageniíz 87, B
14548.

Aspleniumfontanum (L.) Bernh. subsp. pseudofontanum(Kossínsky)
Reicbst. & Schneller
CACHEMIRA
Barungalli, 6500’, 5-VI[-1876. C.B. Clarke 28403B. BM; C.B. Clarke
28403A. K. Gurais Valley. 8000 ft.. 22-IX-1893. J.F. Duthie. Flora of
Kashmir n0 14084, BM 36495. Bagtor. alt. 7700, rock crevices,20-IX-1940,
Ludlow & Sherr¡ff Flora of Kashmir n0 8225. BM. (2 individuos). Lollowai.
KishengangaValley, 7000 ft., hab. on rocks. l-IV-1940. Lud/ow & Sherrff
Flora of Kashmir n0 8236, BM. Kulam valley, near Rampur,about 4500 ft..
XI-1891. R. W. McLeod. BM. 9000 ft.. Winjerbotjon. BM. Pahalgam,mit
andernFarmen.in FichbenTamenwald.2400 m. ca. 300 NW. 8-IX-1976. H.
Hartmann. G 152735. Rampur,4000 fi. 3-VII-1931, R.R. Síewart. Plantsof
North west HimalayaN0 12154.K. Chittapani valley. 7500-8000ft.. 23-VIII-
1888. E. TV Troller n0 ‘13 K.
INDIA
Himachal Pradesh.below Sach Pass.9000. 14-VIII-1882. H.McDonell,
Flora of the ChenabValley north-westhernHimalaya,BM.
Uttar Pradesh.wet rocks nearKangua. in Káli Vallev. 11000. 13-IX-1884.
JF. Duthie, Plantsof Kumaunn0 3637, BM.
Chamba,W Himalaya.at 8500’, 1-1-1899.J.F. Dujhie. K. Chañuba.1885. H.
McDonell.Fernsof North-westernIndia. BM.
NEPAL
Kutti Valley, 10-11000ft., 29-IX-1886,<IR. Reid6246, BM.
PAKISTÁN
Cachemira.ShekhBela.entreShardi et Kel, alt. 2000-2100m, 14-VIII-1953,
F. Schmid 602, BM y G. Cachemira,Shardi, 2000 m. l-l0-VIII-1953, F.
Schmid590, G.
Plantsof Swat. c. 8000. 21-VII-1955, R.R. Sé’ewarí& A. Rahmán 25215, BM.
Swat, Valley of Kalam,c. 2500 m alt., rock overhangs,1990, TR7400& C.R.
Fraser-Jenkinssheet20), herbariopersonalde T. Reichstein;TR7402 ( C.R.
Fraser-Jenkinssheet22), herbariopersonalde T. Reichstein.
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TAJIKISTÁN
Madm. 5000’. 5-VI-1893. ¡‘.L. Komarov. Flora Seravschanica.B14668.
Isótipo.
Localidad sin determinar: W Himalaya. Kamalban Kagan. 29-VI-99, iR.
Duthie. K.

Aspleniumforeziense Legrand ex Giraudias
ESPANA
Almería, Castrode Filabres.Sierra de los Filabres.30SWG4518. 1950 m. in
rupibussiliceis.J. Fernández(Tasaset al.. MA 227261.
Cuenca.Cañete.900 m. en grietasde rodenos.31-111-1974.G. Moreno& G.
López. MA 232289. Entre Villar del Humo y San Martín de Boniches.sobre
rodenos.25-V-1974. A. González& G. López 1294. MA 232291. Sierra de
Talayuelas.XK4I, 1200 m. grietasde conglomeradoscalizos. 19-VI-l977. G.
Mateo. MA 275568.
Gerona,Port Bou, au cap Lauseilh, tout prés de la frontiére franQaise, 15-
VIII-l891, Herbier E.J. Neyraut. MA 910. S. Climent. rochers granitiques,
22-IV-9-VI-1908, Sennen.Plantesd’Espagnen0 611. MA 891.,
Granada,SierraNevada,margenderechodel barrancodel río Lanjarán, 16-
IX-1983.J. Molero, MGC 12290.Jeresdel Marquesado.SierraNevada.VIII-
1978. lE. Salvo, MGC 5925. Proximidadesa Jeresdel Marquesado.Sierra
Nevada,en unaoquedadprofunda en la basede rocas silíceas,sobresustrato
edáfico bastantebien conformado.27-VIII-1978. lE. Salvo. MAF ¡05470.
Barrancodel río Lanjarón a su pasopor Soportujar.bajo un roquedosilíceo,
305VF6884, 1800 m. 12-VII-1979, lE. Salvo, MGC 5986. Lanjarón,
barrancodel río Lanjarón. arribadel cortijo del Encinar. VF5991. alt. 750 m,
fisuras extraplomadasde rocas esquistosas,20-VII-1979. J. Molero. MA
211435. Sierra Nevada.Clemente,MA 233997.
Teruel. Sierrade GeaCarbonera,4-5 Km aboyeAlbarracínon Bezasroad. on
sandstonein pinewood,28-111-1970,C.R. Fraser-Jenkins1371.,BM. Origuela
(Orihuela), 1400 m. V-1895. Reverchon. B 14663. Origúela (Orihuela),
rochers escarpés et ombrages. 1400 m, V-1895. Reverchon. Plantes
d’Espagnen0 ¡073, B 14659, B 35827. Albarracín, desvio hacia las pinturas
rupestres,1370 m, aren¡scasrojas triásicas. 20-IX-1979, A. An¿’ñnezes’ al.,
MA 227420.
Valencia,Castielfabiba Tormón. XK4452, 1150 m. rodenos.23-V-1988,G.
Mateo, MA 440318.Montesde rodenosentreTalaguedosy Tejar. VII-1981,
J Iranzo, MGC 8178.
FRANCIA
Albéres, rochershumidesqui enxourentIhermitagede Sorréde,VI-1834. B
16788.
Ardéche,Burzetá Belvezet,mursdepierresgranitiques,650 m, 3-VIII-1942,
R. de Litardiére, G. Vals les Bains.X-1891, LA. Girod, G.
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Aveyron. entre Marcillac et Saint-Cyprien. rochers schisteuxde formation
primitíve. rive droite du Dourdon. IX-1874. G. Chasjaings’. Flora selecta
exsiccatan0 743 bis. O. Puy de Volf. X-1879. Héribaud. O. Puv de Volf, X-
1879, Saltes’. O. Vallée du Rance á Balagnier. rochers schisteux.300 m, 26-
IV-1899. H. Coste.6.
Cantal, rochers des bords du Lot á Vicillevie. IV-1880. Héribaud, Flora
selectaexsiccatan 743, B 14698.
Corse.Laqua,Requien,B 14687.
Haute-Loire,rochersá Campdes.550 m, IX-1878. A. Girardes’, O.
Hérault. gorgesdHéric. 350-360 m, sur rochersgnessiques.26-V-1965, A.
Charpin. 6 127058.
Loire. entre St. Victor et St. Rambers,400-500 m. rochers granitiques,2-
VIII-1924. E. ¡Vaher, G. Prope Montbrison. granit. IX-1874. Legramid, B
14701.
Tarn, Ambialeí. schistes.V-1902. Sudre,B 14706-07.Pampelonne.rochers
murs sur le gneissou le micaschistes,V-18W’ Sudre.B 14697.
Rbóne, St. Genis les Olliéres, vallée du Ratier. intersticesdes blocs de
rochersgranitiques.l0-IV-1949, A.J. Bange.PteridophytaExsiccataWalter-
Callé 364. 6.
Rochersgranitiquesde Seillans, 17-IX-1893.A. Legrand,6.
RochersshisteusesdesCévennes,1833, Boissier.G.
ITALIA
Toscana,valle deBe Font. ad Asciano, a.q. 125 ni. circa Monte Pisano, su
verrucano.3-XII-1986, D. Marchetú, MGC 18644.
Liguria. Riviera di Levante.supraFramura.300 m. 8-V-1909.Rornmñl/er, B
14681-83. Riviera di Levante. inter Framurasuperioreet Bonassola.300 m,
8-V-1909.Rornmziiler. B 14682.
SUIZA
Ticino, Piodina. aboye Brissage, between Verbania and Locarno, Lake
Maggiore. stone walls bellow and slightly N. of village, 25-IX-1969, C.R.
Fraser-Jenkins 1190, BM. Brissago, Piodina. 30-IX-1959., D. Meyer. B
14710-13.Murs á Ronco,21-IV-1870,Favra,’. K.

AspleniummacedonicumKUmmerle
MACEDONIA
Prilep. in monte Treskarc. Hb. C. Christensen.1913. J. Bornmñller 3263,
BM. Prilep, Kloster Treskarc.am granit felem, 1957. K. Micev, BM. Prilep,
in fissuris rupium. montis Gujchsti, solo granitico, 17-VI-1933, Soska,BM.
Prilep, Markova Kula prope Prilep, in rupium fissuris.solo granitico, 700 m,
19-VII-1960, DE. Aíayer, BM. Prilep, W side of Markov Orad, 2 Km N. of
Prilep, 700-850 m. granite. 7-VI-1971, A.O. Chater 124. BM. Prilep,
Markovgrad.NW. of Prilep, crevicesof granite rocks. 3 l-VIII-1957, A.H.G.
Alseon 17776, BM (5 individuos), otro de los individuos numeradoTR706
(herbariopersonalde T. Reichstein).Prilep. in m. Gujchsti, VI-1921, Soska,
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B 17641. Prilep. 24-VII-1970.Joncheere,B 17643. Prilep. A. S/eepAS/62/32
( TR707.herbariopersonalde T. Reichstein).

Asplenium obovatum Vb’. subsp. obovatum iar. obovatum
CRETA
W Crete, South of Ano Sfinari. in crevices of 300 m schist rocks on
síreambankunderPlatanus/Arbutus.24-V-1984.RS. Parris & JP. CroxalN0
10276.K.
ESPAÑA
Almería. Cabo de Gata, barrancodel Cigarrón.WF7570. 250-300 m. 12-1V-
1985, A. Castillo. MGC 20602.
Gerona. Cadaqués,in rupestribusmf. et mediae. 300-500 m, IV-1879. E.
Trémols. B ¡9075. Cadaqués.barrancode la Sabolla. roquesmaritimes. II-
V-1917. Gros. MA 907 (individuo superior).Cap de Creus.31TEG28.ad 50
m. in ñssuris rupium ad ora maris, 19-IV-1981. J FernándezCasas & J
Molero, MA 393510-II.
FRANCíA
Corse. Bonifacio, Trinitá, 1850, Herbier Jordan.B 19070. Rochersdu Mt.
della Trinitá présde Bonifacio. 4-VI-1849, Herb. C. Bolle. B 19068. Ajaccio,
1906. Requien. K. Ajaccio, Requien. B 19071. Corse-du-Sud.Bonifacio,
ermitage de la Trinité, env. 120 m, femesdes rochersgranitiquesombragés.
5-111-1983,J. Lambinone! al.. MA 392495.
Var. Hyerés.rochers du St. Jean, 12-V-1843. D. Champ..G. Midi, Hyerés.
rocher de St. Jean.27-IV-1929, Rupper¿. 6. Hverés. rochers maritimes de
File du Levant présHvéres,3-V-1851,G. lles d’Hyerés.cliffs at the 5. end of
Porquerolles.26-IV-1901,K. Cap Roux. Le Travas,13-V-1951, C. Weber.6.
GRECIA
Argolis. Methanapeninsula,4-V-1992. H. Rasbach,K. Rasbach& R. Viane
Ras-813. herbario personalde H. Rasbach.(n = 3611. H. Rasbach);Ras-815.
herbario personalde H. Rasbach,(mi = 36”. H. Rasbach).Poros island. 4-y-
1992, H. Rasbach,K. Rasbach& R. Viane Ras-825,herbario personalde H.
Rasbach.(mi = 3611. H. Rasbach).SupraurbenPoros, K. In rupibus trachyticis
ms. Calauriae.supraurbem Poros.25-Y- 1889, HeldreichHerbariumGraecum
Normale. BM (2 individuos).
Athos, south Macedonia,near Dionysiou, on shadyrocks. 18-IV-1934, A.IV.
Hill. IV. Y. Sandwijh& W.B. Turril N0 2465, Flora of the Athos Peninsula,K.
Eubea,ínsulaEubeameridionalis, 3 km a promontorio Kaphireosoccidentem
versus.22-VI-1958,K.H. Rechinger,Iter GraecumIX, 6.
ínsula Ikaria (Nikaria). in ditione pagi Hagios Kirykos. in cavernisrupium
schist., montis Atheras, ca. 900 m, 18-24-IV-1934. K.H. Rechinger & E.
Rechimiger,BM.
Ikaria, in monte Atheras,24-VII-1887. E. Major, G.
ínsulaSamothrake,in rupium fissurismfra Palaeopolis,substr. silic., alt. lO
m. l8-20-VI-1936,K.H. Rechinger& E. Rechinger, BM.
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ITALIA
Calabría, Bagnara, in nipibus graniticis man proximis. alt. 20 m. solo
síliceo. 7-1I1-1906. A. Eiori. Flora Italica Exsiccata n3. 703. BM (2
individuos); K. Aspromonte, SW. of Reggio di Calabria. & 20 Km N. of
Melito di Porto Salvo. c. 500 m, steepgulley on vertical schistoserocks, 11-
VI-1979. D. Davis & £ SuitonD64828.BM.
Campania. Ile d’lschia. M. Gasbone, 1857, Guv. 6. Insel lschia, Porto
d’lschia, IV-1937. J. Rornmñller, B 19102.
Sardegna,Santu Lussúrgia(Cascada).at 500 m, steepbank of the river near
waterfall. VI-1960. G.J de Joncheere MME39. BM. Sassari. 20-50 m.
rochers siliceux au Cabo Testa. 25-V-1983, A. Charpin.M. Dittrich, D.
Jeanmonod& 1? CamardaAC17714. 6 235145.Nei monti di Pula. 5. Barbara
e Carbonara,XII-l858. Gennar!. 6. Sulle rupi presso la grotta 5. Giovanni a
Domus novas,e pressoOrn. 1867. Canepa. 6. Caprera.unter Garibaldi’s
house,8-VI[-1863, P. Asclierson& O. Reinhardj.B 19089.B84800.
Sicilia. Cefalá. in wastegroundand alongcliffs of acid rock. facing NF and
the sea. 29-V-1983, A.C. Jermy 16241, BM. Messina. nella Fiumara di
Bordonaro, in fissuris rupium schistosarum,26-V-1907. C’.C. Lacaija. Hb.
C.C. Lacaita9469. BM. In muris vinearumad Galati dit. di Messina.5-lo m.
sol. granit.. 19-IV-1877. Por¡<a & Rigo, Fx. Itinere Italico III, 6. St. Lucia
vallev. 3 Km E. of St. Lucia del Mela, c. 50 Km WSW. of Messina. in
Quercuswoodland,on síeepslopes.sandstonewith someigneousrocks sorne
signs of basic flushing. 16-VI-1983, A.C. Jermy 16385. BM 36468: A.C.
Jermy 16386, BM. ínsula Lipani ad muros umbrosos.O m. 29-V-1933. J.
Bornmúl/er 527. BM. Prope Catania,ad rupesvulcanicasad radices Etnae.
24-111-1856,E. Huet & A. blues’. 6.
Toscana,von der Insel Giglio. Porto S. Stefano,28-111-1931.1V.Freiberg. 6.
Insel Giglis, V-1933. 11<. Freiberg, 6. Livorno, Insel Elba. P. Nera. 3-VIII-
1967. E. Mokry. 8 19095. Insel Elba. Felsen am FussedesCima del Monte,
22-V-1974, E. Mokrv. B 11962. Insel Elba. Porto Ferraio. 22-V-1974. E.
Mokrv. 8 ¡1962. Insel Elba. Felsen lui der Madonna di Monserrato, 20-y-
1974. E. Mokry. 8 11963. Archipielago toscano. ¡sola di Capraia. rupi

trachiandesitichetra l’Abitato e il “Piano”, a.q. 125 m. l0-11l-1982. D.
Marche¿ji, MGC 18681.
TURQUÍA
Istambul, lles des Princes. Búytikada (=Prinkipo), rochers. 1 l-IX-1986, J.J.
Lazare,6 288280.

A. obovatum Vii’. subsp. obovatum var. deltoideum Demiriz, Viane &
Reichst.
FRANCIA
Fínistére,cap Brezellec.21-VI-1995, H. Rasbach,K. Rasbach& R. Viane
Ras-1022,herbariopersonalde H. Rasbach,(mi = 36”, H. Rasbach).
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A. obova¡um Vii’. subsp. obovatumvar. protobillolil Demiriz, Viane &
Re¡cbst.
ESPAÑA
Cádiz. Miel vaLley. c. 5 km W. of Algeciras. c. 110 m alt., 15-IV-1988. H.
Rasbach. K. Rasbach& H.W. Bennerí Ras-610 (n = 3611), MGC32201.
Algeciras. Sierra de Luna. valle de Miel. oberhald des Dorfes Cobre. auf
sandsteinfelsen,9-V-1958, A. Sehumacher.B 11975. Algeciras.bewachsene
Felsen in Mieltal. 2-IV-1974, W. Renners’ & C. Retinen. (las tres primeras
frondes inferiores). B 11969. Algeciras, El Cobre. 1 8-XI- 1983, B. Cabezudo.
A.E. Salvo& P. Otermin.M6C 11168.
GRECIA
Argolis. 1889. Col. Heldreich, K (2 individuos).

A. obovas’umVii. subsp. Ianceolatum(F¡ori) P. Silva
ESPANA
Almería. Cabo de Gata, barrancode Mónsul. en comunidadesrupícolasde
Cheilanthion, 22-111-1972. Acuña es’ al., MAF 83018. Sierra del Cabo de
Gata, umbría de Cambronero,rocas volcánicas. ¡1-1V- 1972, Ladero &
Fuertes.NIAF 84631 y MAF 84643. Proximidades de Rodalquilar. fisuras de
rocas cuarcitosas. 1 I-IV-1973. Ladero & Fuertes. MAF 84630. Rodalquilar.
roquedos cuarcitosos. 1 l-IV-1973, Ladero & Fuertes,MAF 84539. Entre la
Isleta del Moro y Rodalquilar. rocas volcánicas. 1 l-IV-1973, Ladero &
Fuertes.SI.XF 84540.
Asturias.rochersá PeñaflorprésGrado.23-V-l864. E. Bourgeau.6.
Áv¡la. Pedro Bernardo, macizo oriental de la Sierra de Gredos, Garganta
Flisa. 30TUK3660. 1075 ni. grietas anchasde tapiasgraníticasrezumantes.
21-V-1991. D. SánchezMata & R. Gavilán. Fxsiccata PteridophytaIberica
651/91. MACH 43231. El Barraco, Valle de Iruelas. piscifactoría,
30TUK6670. roquedos frescos, 5-V-1985. J.R. Molina. MACB57806. Valle
del Horno. 28-VI-1982. MACB25192.
Badajoz. en fisuras de cuarcitas de los altos riscos silúricos de Sierra Siruela.
l5-V-1954. RivasGoday.MAF 92263.
Cáceres. Jaraiz de la Vera, 30TTK6538. 540 m. fisuras humificadas y
umbrosas de paredes. 8-XI-1993, A. Amor, Exsiccata Pteridophyta Iberica
772. MACB62104. Madrigal de la Vera, 30TTK94. 300 m, fisuras húmedas,
12-X-1986.M. Luceño& P. Vargas 1693PV. MACB 24339.Cerros au dessus
de Navalmoral,29-IV-1863,E. Bourgeau2577.6.
Cádiz. Montes Propios de Jerezde la Frontera. FI Parral, 14-V-1989, EF.
Galiano & A. Ramos,MACB 32225. Los Barrios.La Monteradel Torero,25-
IX-1985. F.J. FernándezDiez. 0 374090; rochers, c. 150 m, 22-IV-1987, A.
Charpin 20958, 6 305712; arroyo de las Tunas. growing in crevices amongt
moss. 300 m, 1 1-IX-1967, B. Molesworth,K. Algeciras.25-111-1907,Det. R.
Chodat,6. An Picachode Alcalá de los Gazules. 20-IV-1849, E. Bourgeau
512. 6. .Xlgeciras, bewachseneFelsen in NIieltal. 2-IV-1974, W. & C.
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Bennerj, (20 fronde superior). B 11969. Algeciras. barranco del canuto del
Capitán, 30STF7402. 100-120 m, rocas cercanas al arroyo. substrato ácido.
14-IV-1989,JA. Alejandreel al., MAF 143039.
Ceuta. ad rupes umbrosas, V-1907. fi. Vicioso, MA 902. Camino cerca del
faro. ¡ 7-V- 1907, fi. Vicioso, MA892.
CiudadReal, Moral de Calatrava, Sierra del Moral, roquedos cuarcíticos.28-
VII-1987. Monge& Romero..MACB 38405, 27-VII-1987, MA. Carrasco. C.
Monge & M. Velayos.MACB 38940. Valdepeñas.Sierra del Peral, 1000 m.
roquedoscuarcíticos.27-V-1989,C. Monge e al.. MACB 37045. Cabañeros.
arroyo de la Chorrera. 30SUJ6058.650 m. grietas de roquedoscuarcíticos
umbrosos.l-V-1990. J Vaquero,MACB41092.
La Coruña, Cuenca Alta del río Mandeo. 12-X-1966. J Dalda, MACB
31611. Cuenca Alta del río Niandeo. linderos de Villarraso. 23-111-1967. J.
Da/da. MACB 722. Montes del Pindo. Peñafiel. 350 m. en grietas de
roquedos graníticos. l-IV-1995. R. Iglesias. Exsiccata Pteridophvta Iberica
859. MACB 62099. Santixo. rochers aux bords de la route. 24-IV-1991. A.
Charpin et al. AC22563. G 384976.
Cuenca, Sierra de Valdemeca. 1550 m. en fisuras de rodenos. 19-VII-1974.
G. López. MA 232409 y MAF 91474. Cañete. Hoz del Cabriel. areniscas
triásicas (rodenos), 19-V-1974. A. González& G. López ¡301. MA232288.
Gerona, Cap de Creus. CaíaBona, 31TEG28. 50 m, pelitas. 30-IV-1991. L.
Sáez.(n = 72), MAF 137877. Cadaqués. in f¡ssur¡s rupiurn. 30-111-1872. F.
Trémols.MA909 y MA 158981.
Granada. barranco del río Síaitena, Sierra Nevada, en paredones silíceos
rezurnantes.111-1981,lE. Salvo, MAF 106805.Sierra Nevada, barranco del
río Laroles. 3OSVF9O. 1050 m. declives terrosos y umbríos. 2-XII-1989. J.
Molero & J Jiménez. Exsiccata Pteridophyta Iberica 570. MACB 36147.
Margen derecho del río Lanjarón, 1800 ni. 16-IX-l983. MGC 12288
(individuo más pequeño). Sierra Nevada, barranco del Río Maitena, en un
paredón muy sombrío esquistoso, 1200 m. IV-1980, Gil & A.E. Salvo.MGC
6540.
Gran Canaria,Fuerteventura.Riscos Carniceros,550 m. entrérocas, 1 5-XII-
1973. G. Kunkel,JVC 15838. Gran Canaria, San Nicolás de Tolentino, rocas
secas y sombrías sobre la población. 29-VII-1971. ER. Sven¿emiius,JVC
15763. Gran Canaria.Valleseco,Barranquillo de Saugo,28RDS4202,26-y-
1985, A. Marrero. JVC 18275. Gran Canaria, Valleseco, Barranquillo de
Saugo, 14-111-1992, 7’. Sánchez& A. Marrero, JVC 18259. Gran Canaria,
Valleseco. Barranquillo de Saugo. 14-111-1992. 71 Sánchez& A. Marrero.
JVC 18261.
Huelva, entreSta. Ana et Almonaster,murs de pierresséches,silice, 500 m.
A. Charpin, C. Defferrand& B. Valdés AC17030.6222015.
Lugo. Doade. 22-V-1967, Be/lot, MACB 31992. San Clodio. 23-VIII-1967.
Belloj, MACB32149. Los Peares, 3-XI-1976. 1? Barrera. MACB 4774.
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Málaga. Ronda. Sierra de Grazalema, Los Alcornocales. 305TF9671, 760 m,
en areniscas. 8-VI-1993. A. Aparicio, ALA. Carrasco & NI. Velavos 6558.
MACB 51095. Tolox. dehesade Bohornoque.30SUF3256.550 m, grietas
profundas de rocas con protosuelo húmico. 15-1l-1985, Cabezudo& España.
MGC16381. Sierra de Tolox. 305UF25, V-1979. A.E. Salvo.MGC 5962.
Melilla. 1934. Sennen.MA900.
Murcia. Sierra Carbonera, riscos del Cerro Carbonero, 1400 m. 12-VII-1968,
NI. Ladero, MACB5144.

Orense. Los Peares. 29TPH0300, 7-1-1977. 1? Barrera. MACB12817,MACB
4785. Villamartín de Valdeorras, 29TP659, 400 m. talud pizarroso, l0-X-
1993. C. Prado. Fxsiccata Pteridophyta Iberica. MACB59147.
Pontevedra. Camposancos. 14-V-1948. MACB 11716. Lourizán.
29TN62795. 50 m. muros graníticos. 21-IX-1987 .NLC. Casalderrey.
Exsiccata Pteridoph~ta Iberica 302/87, MACB31007. Tuv. Monte Aloya,
29TNG25. 250 m. fisuras de granitos, 5-V-1993. .51 Pajarón & E. Pangua,
Exsiccata Pteridophyta Iberica 746. MACB 59141. Vigo. Moledo. grietas
nítrificadas de muro granítico.20-111-1982.5. Casé’rovie¡o 6175 SC. MACB
24299. Vigo. lilas Sicas. 8-IV-1970, A.M. Hernández.MGC 1659. Carretera
de Bayona a Oya. 2-XI-1976. 1? Barrera. MACB4798.
Salamanca. eníre Horcajo y Valdehijaderos. TK68. 6-111-1990, Giráldez,
Sampedro& Serradilla. MACB48254. Sotoserrano. 29TQE4883, 700 m, 14-
XI-1989, NI. Laderoej al.. ExsiccataPteridoph~taIberica 594. MACB 43363.
Valle de las Batuecas, pr. monasterio, 29TQE4283. 640 m, fisuras de rocas
silíceas en exposición SW. 25-VI-1989, fi. Marcos. ExsiccataPteridophyta
[berica 593. MACB43364.
Sevilla. entre El Pedroso y Cazalla, suelos ácidos. roquedos. 15-1V- 1071, E.
Domínguezu al.. MACB3473.

Toledo. Castillo de Bayuela. berrocalesgraníticos. 20-X-1977. P. Canjó,
MAF 112504.
Teruel. Sierra de Gea, en los peñascos, MA 88’
Vizcaya. Urduliz. Las Peñas, 30TWP0302, 200 m. fisuras de roquedos
silíceos, arenas terciarias. 3-XI-1984. LP. Sánchez & JA. Alejandre
1832/84. MA333730.
FRANCIA

Alpes-Maritimes. Roquebilliére, 19-XI-1872, G.C.Joad.. K.
Aveyron, vallée du Rance á Balagnier, rochers schisteux. 300 m, 26-IV-1899,
H. Coste,G.
Calvados, rochers siliceux prés Clécy. VII-1867, Nusnot.6.
Corse. Scala de Regina, 18-IV-1926, Ruppert.G.
Corréze, Ste. Fortunade, gneiss, 550 m, 7-VII-1877. A. Dumas.BM.
Cótes du Nord. Ploumanach, plage de la Bastille. rochers granitiques,25-
VIII-1967, A.C. Charpin, G 127056.
Finistére, ad truncosvetustoshumidospropeQuimper, ¡-1898,L. Giraudias,
G. Mauer vei Trégunc, westl. Pont-Aven 15-VII-196’ P. Aellen, G. La Foret
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Fúuesnant. vieux murs habités á Keranbarz.5-IX-1907. CA. Picquenard.O.
Bretagne. Crosson. at 50 m. shaded wall in pine forest, common around
Crosson.VII-1961. Cf de JoncheereWEFI 1. BM.
Loire-Atlantique. rocheurs maritimes humides á la Raise prés Préfailles. 9-
VIII-1864. herbario E.J.A. Gadeceau. BM.
Nianche. fissures des rochers maritimes du Roe de Granville. VIII- 1858.
Brehier, O.
Morbiban, Bretagne, entre les rochersgranitiques,présde Port Navalo. 16-
IX-1924. Ruppert.6.
~~endée.Saint Hilaire. VII-1874. Poníarlier, 6. ¡le de Noirmoutier, femes
rochers de ~rés. l0-X-1912. HA. Romieux.6.
‘~osges. circa Bilsche et Weisswenburg. ad saxa madida quartzosa“gres
vús~¡en - 1 860. J. fi. Mougeor. C. Nesder& W.1 Schimper. G~ Wasigensíein
bui Steinbach.9-VII-1915. Ruppert.6.
Var, Porquerolles.¡ 1-111-1921.herbarioH. Correvon.G.
GRAN BRETAÑA
Channel Islands, Guernsey,from hedgebankin lane aboye Petit Bót Bav.
forest. 20-IV-1971. H. Cabe. B 11961. [sIc of Jersey,VII-VI11-1852, H.C.
¡Vaison. B 16763. Jersey, Bouley Boy. growing in crevices of dry rocks near

sea in association with A. marinum. 4-IX-38. RL. Perkins. Flora of
Briíish Isles Cat. N0 2255, K.
England. Cornwall. pr. Pencanze. IX-1869. A. Leipner, 6. Devonshire,
crevices of Devomanshade rocks. VI-1878. 1V. fi. Walerfáll. B 16757-58.
~VaIes,North Wales. near Cornway, 1844. AK Wi/son. B 16760.Barmouth.N.

XV ales,VII-1835, Al fl’ilson, 8 16753.
GRECIA
<Argolis. 1889. Col. Heldreich. K. (1 individuo).
ITALIA
Campania, ¡le dischia. lave recente nomrnée Arbo. 1I1-1832,A. Richard,6.
Liguria, Riviera di Levante, Riomaggiore, in muris vinearurn supra urbem.
1 L-V-1909. J. Bornmíiller, B 16773-74. Prov. di Genova, in ñssuris murorum
vetustorun~ vxnearum secundum il canale qui inter pagos Río Maggiore et

Mannarola fluit. solo siliceo. alt. 50 m. 6-VI-1906. O. Ma¿tirolo & E.
Ferrari. Exs. Fiori & Beguinot 1202, BM 36464 y K.

La Spezia. Cinque Terre, valle di Riomaggiore. lungo lamulattieraverso la
Madonna di Montenero, a q. 175 m circa, su arenaria, 8-111-1994, D.
Afarchetji. MACB 62107. Cinque Terre. SopraGroppo, versoVolastra, a q.
25 m circa. su arenaria, 8-111-1994, D. Marchets’i. MACB 62106.
Sardegna.Abbasanta(NuragheLosa).at 300 m on the walls of the nuraghe,
\1-1960, G.J. de JoncheereMME53. BM. Wet flush in middle of Cistus
scrub. Porto Rafael, 0-50 m. 4-IV-1973. C.J Humphries& tBK. Richardson
47. BM. Aggius, nr. Tempio. at 600 m. basalticrocksaboyevillage, in cracks
sometimes deeply hidden. VI-1960, G.J? de JoncheereMMEl8, BM
Toscana, yalle delle Fonti ad Asccano. IX-1862. Savi. 6.
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LUXEMBURGO
Sauertal, súdlich Bollendorf. “Kahlekapp’<. in Kehlen und Spalten der
Sandsteinfelsen. NW-Exp., 4-X-1959, A. Schumacher.B 11969.
MARRUECOS
Tanger, Tizi Taghilane. Macizo del Gurugú,grietas de rocas silíceas,28-
XII-1986, AM? Escámne:.MGC 18749. Yazimen. Macizo del. Gurugú. grietas
de rocas, 15-IV-1987. .INI. Escámez& A.E. Salvo. M6C 18817. Hab. in
rupestribusumbrosis montis Dj. Quebir, pr. Tandja. 8-Vl1-1930. P. Fon!
Quer. ¡ter Maroccanum n0 6. B 16843 y MA 904. In rupestribus umbrosis
montis Djebel Kebir, prope Tanger. 111-1828. B 16846. In fissuris rupium ad
promontorium Spartel prope Tanger, 12-V1-1802. B 16847. Contreforts du

Gurugú. 28-1-1932. Mauricio. Plantes d’Espagne n0 8221. MA 897 y MA
163838. Gurugú, sites obscurs et frais. 24-X-1930 .Slauricio. Plantes
d’Espagne n0 8072. MA 1206. Ex rupibus maritimis prope Tanger. 18-1V-
1871. J Raíl. B 16848. Ex rupibus maritimis prope Cap. Spartel. IV-1871, J.
Raíl. B 16849. Umgebung von Tanger, 111-1904. A. A/brecht, F. Wirtgen
Pteridophyta Exsiccata N0 3956. K. Gurugú, sites ombreux humides. 7-11-
1934. ExsiccataCh. Duffour, Mauricio, MA 425866. Tánger. IV-1921. C.
Pau. MA898.
Hab. in rupibus arenaceis pr. Emporium Sok-et-Tnin dictum (Beni 1-ladifa).
900 m, 25-VII-1927, Pons’ Quer, Iter Maroccanum1927 n0 4. MA896.
Mazuza,Barrancodel Lobo. 8-VI-1932. Pardo &

1VIarri. MA 893.
PORTUGAL
Algarve. Serra da Picota. prés Monchique. 14-VI-1855. E. Bourgeau, 6.
Monchique, Pico do Foiha, X[l-1980, A.E. Salvo.MGC 7236.
A9ores. Faial. EspaLanunca, 100 m. soil slope, 26-VI-1968. E. Sjógren. MA
521813.
Beira Alta, Estrada Coimbra-Guarda.Rio Torto. nas fendas das rochas

graniticas, sitio sombrio. 29TPE18. 17-VI-1959. A. Fernandes~J. Matos & A.
Sarmemito,G 113384.
Estremadura. sierra de Sintra. XII-1980, AL? Salvo. MGC7243. Sintra, pr.
Alqueir~o ad muros, solo siliceo. 23-1-1952,B. y. Rainha& AR. Pinjo 2255.
G. Serrae de Cintra. in cavernis humidis. XII-1839. Welwitschii iter
Lusitanicum 307, 6. Azoia. Ribeira da Ursa. in declivibus umbrosis,
295MC59, 150 m, 21-V-1986,AR. Pinto ej al. 2354, 6 361294.
Madeira, Machico, 1900, Bormmñller. G. Pico JoAo do Prado along road
Poiso-Sta. de serra, FR202, in rock fissurcs. 13-VII-1985. R. Viane 3084. B
86649.
Minho, Ponte do Lima. 29TNG32. VIII-1917, G. Sampaio.6.
Trás-os-Montes, Bragan9a, Moinho dos Padres, 600 m. basi Cabe9o do
Jóguinho, in fissuris rupium fortasse serpentinosarum.28-VI-1966, P. Silva,
B. Rainha& j Marjimis n

0 7705. G 103201.
SUIZA
WaIlis. Martigny, Felsen im wald Tolla, 4-V-1914. H. Beger.B 11955.
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A. obovatum Vii. subsp.numidicurn Salvo & Cabezudo
MARRLECOS
Tanger. Mediuna. areniscas,TE37. 14-V-1990. 6, Cabezudoel al. 277/90,

MCG 28503.

HÍBRIDOS NATURALES

Asplenium obovatum Vii’. notbosubsp.crrnosardourn (Rasbach, Vida &

Reicbst.) Rasbaeh, Rasbach, Reicbst., Viane & Bennert notbovar.
cyrnosardoum (= A. obovatum Vi’.. subsp.obovaturn var. obovatum x A.
obovalumVii’. subsp. Ianceolatum(Fiori) P. Silva)
ITALIA
Toscana. von der Insel Giglio. Porto 5. Stefano. 28-[I1-1931. W. Freiberg,
(individuo mitad superiordel pliego).6.

Asplenium obovatum Vii’. notbosubsp.cyrnosardoum (Rasbacb,Vida &
Reichst.> Rasbacb, Rasbach, Reichst., ‘<jane & Bennert notbovar.
ibericum Rasbacb,Rasbach,Reicbst., Viane & Bennert (= A. obovalum
Vii’. subsp.obovatum var. protobillotil Demiriz, Viane & Reicbst. x A.
obovatumVii’. subsp.Ianceolatuni (Fiorí) P. Silva)
ESPAÑA
Cádiz. Miel valley. c. 5 km W. of Algeciras. c. 110 ni alt. H. Rasbach. K.
Rasbach & H.W. Bennert Ras-601. 14-IV-1988. MCC 32202. lsotypus.
Citología: n — 2”’. 34”. 34’ (híbrido triploide. Algeciras. bewachsene Felsen

¡n Mieltal. 2-IV-1974, W. Bennert& C. Benners’. (1” y 4fl frondessuperiores),
B 11969.

Asplenium x sleepiae Badré & Boudrie notbosubsp. sleepiae (= A.
obovatumVii’. subsp. Ianceolatum (Fiori) P. Silva x A.forezienseLegrand
ex Giraudias)
ESPAÑA
Cuenca.Boniches,XKI2, 1100 m, 4-VI-1985. G. Majeo. MA332560.
Gerona. Cap de Creus. torrent de Mas Bufadors. 3ITEGI8. 200 m, pelitas,
30-IV-1991. L. Sáez,MAF ¡37874.

Granada. Margen derecho del río Lanjarón. 1800 m. 16-IX-1983, MGC
12288 (individuo más grande).

FRANCIA
Cantal. Leynhac. 450 m, vieux murs de schiste,8-X-1909. L. Lavergne,G
1934.
Loire. Montbrison, 1898, Legrand, B 14689. Rochers granitiques de
Montbrison. IX-1874, Legramid.B 14700.
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Asplenium x sleepiae Badré & Boudrie nothosubsp. krameri Herrero,
Prada, Pajarón & Panguz (= A. obovatum Vii’. subsp. obovatum ‘var.
obovatum xA.foreziense Legrandex Giraudias)
FRANCIA
Var. near Roquebrune,montagneLes Maures.28-VII-1997, 1-1. Rasbach. K.
Rasbach& R. Viane Ras-980.herbariopersonalde H. Rasbach,(n = 3611 361

H. Rasbach), cultivated at Gottertal. fronds detached the 14-1-1997.
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7.2. APÉNDICE II

Material recolectadopor nosotros

Asplen¡umfontanum(L.) Bernh.subsp.fontanam
ESPANA
Alicante, Campelí,Valí de Laguart, 30SYH5296,e. 300 m, grietasde rocas
calizas, 18-VI-1995, A. Herrero, CAMI-CAM4 y CAM6-CAM2O. Puig
Campana,grietasde rocacaliza, 17-II-1993,S.Pajarómi es’ al., CE3 18.
Cuenca,Beteta,hoz de Beteta,fuentede los Tilos, 30TWK7389,c. 1100 m,
grietasde rocas calizas, 29-V-1995, 7’. Almaraz. A. Herrero & L. Medina,
BETI-BET22; 1-VI-1996, Ci Prado, BET24-BET43.
Corduente,valle del Alto Tajo, 30TWL7415,c. 1100 m. en rocacaliza, 7-1V-
1993, G. Aragón, A. Herrero & 1. Martínez, AHIF.
Gerona,SanJuliánde Valfogona,31TDG4271,c. 1000 m. en conglomerados
calizos, l0-XII-1995, G. Aragón, A. Herrero, 1. Martínez& A. Pujol, RIPI-
RIP2O; Sienadel Milany, Casteilde Milany. 31TDG46,e. 1530 m, grieta de
conglomeradoscalizos,exposición5, 28-XII-1991. G. Aragón, A. Herrero &
1. Martínez, AH3F.
Guadalajara.Corduente,valle del Alto Tajo, 30TWL7415, c. 1100 m, en
rocacaliza,i-IV-1993, G. Aragón, A. Herrero & 1? Martínez, AHIF y AH2F.
Huesca,Benasque,valle de Estós,embalsede Estós,31TBH9822,c. 1300 m,
grietasde calizas,24-VIII-1996,JL. Castillo & .4. Herrero. EST3-ESTI5.
Fanlo. refugio de Góriz. 31TBH5527.c. 2200 m. grietasde rocascalizas, 15-
VIII-1994. ME. González & A. Herrero. GORI-GOR7: l-X-1995, G.

Aragón, J.L. Cashilo, ME. González,A. Herrero & JL. Izquierdo,GOR8-
GORíS.
Fanlo, cañónde Añisclo, 31TBH5823, c. 1750 m. talud rocosoy grietas de
calizas,14-VIII-1994, M.E. González& A. Herrero, AÑII-AÑIIÓ.
Nueno, Sierra de Guara, barrancode Lapillera. 30TYM28, c. 950, 24-VI-
1995, grietasy talud de rocascalizas~1 ÁlvarezFernández.A. Herrero, J.L.
Izquierdo, A. Pujol & IV. Yagúe,GUAI-GUA2O.
Torla, valle del río Ara, SanNicolás de Bujaruelo, 3OTYN3t3I. e. 1300 m,
grietasde roca caliza. 17-VIII-1994, M.E. González& A. Herrero, BUJí-
BUJI7; 3-X-1995, G. Aragón, JL. Castillo, M.E. González,A. Herrero &
JL. Izquierdo.BUJIS-BUJ36.
Torla, valle del río Ara, Puenteviejo de los Navarros.30TYN3726, c. 1150
m, en las grietasde las piedrascalizasdel puente.4-X-1995, G. Aragón, J.L.
Castillo, M.E. González,A. Herrero & JL. Izquierdo, ARAI-ARA2O.
Navarra,Garayoa,a cerca de 2 Kmdel pueblo de Garayoa.30TXN45, 900
m, calizas compactas, talud de borde de camino. 27-X-1995, £ Pajarón, E.
Pangata& CL Prado, GARl-GAR24.
Isaba, Campa de la Contienda, 3OTXN7S, c. 1700 m, lapiazde rocascalizas,
27-X-1995,£ Pajarón, E. Pangua& C. Prado, CONI-CON2O.
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Tarragona,La Sénia,Reservade los Puertosde Tortosay Beceite,barranco
de la Fou, 31TBF6711,c. 650 m, grietasde calizas,! ÁlvarezFernández,A.
Herrero & IV. YagÑe,FOUI-FOU2O.
Teruel, Noguera,Sierra de Albarracín, barrancode los Polos de las Fuentes,
30TXK1776, c. 1450 m, en rocascalizas,18-V-1996, G. Aragón. A. Herrero
& 1. Martínez, TRAI-TRA2O.
FRANCIA
Pyrénées-orientales,Prats-de-Mollo, carretera Dl 15 hacia Le Tech,
Desfiladero de la Baillanouse, 31TDG69, talud y grietas de rocaspizarroso-
esquistosas,18-IX-1994, A. Herrero, 5. Pajarón, E. Pangua & C. Prada,
BAI 1 -BA122.

AspleniumforezienseLegrand ex Giraudias
ESPAÑA
Almería, Gérgal, Sierra de los Filabres, Calar Alto, 30SW031, e 1700 m,
grietas de rocas esquistosas, 16-VI-1994, Herrero, Pangua & Prada,
AHIO5F-AHl3OF; 23-IV-1995, 7’. Almaraz, A. Herrero, JL. Izquierdo & L.
Medina, FILí-FILíS.
Cuenca,Boniches,barrancodel arroyo de la Vega, 305XK1825. c. 1100 m,
grietasde areniscasrojas, 1 l-VI-1994, ME. González& A. Herrero. AH34F-
AHSOF; 30-VI-1996,A. Herrero. TíO l-T106.
Gerona, Cadaqués, Cap de Creus, Caía Bona, 31TE62585, c. 50 m. en
grietasde rocas silíceasorientadasal NE, 4-12-1994,1. Alvarez Fernández,
A. Herrero & IV. Yagtae,BON6-BON8.
El Port de la Selva, Puig deisBufadors,31TEG2083,c. 400 m, en grietasde
rocasesquistosas,4-XII-1994, L ÁlvarezFernándezA. Herrero & Y Yagñe,
BUFI-BUF2O; 9-XII-1995, G. Aragón. A. Herrero. 1? Martínez & .4. Pujol,
BUF22-BUF3Oy BUF32-8UF33.
Granada, Pórtugos, Sierra Nevada, pista de Capileiraal Mulhacén.Pico del
PradoLlano, 305VF7193, c. 2500 m, grietas de pizarras.24-VII-1996. T.
Almarazet al., MULL-MULI9 (19 individuos).
Teruel, Albarracín, Sierrade Albarracín, barrancodel Navazo, 30TXK3572,
c. 1250 m, grietas deareniscasrojas, 18-V-1996,G. Aragón. A. Herrero & 1?
Martínez, CAB6 y CAB8-CAB14.
FRANCIA
Ardéche, Lafiguére, Los Cévenes, c. 350 m, grietas de esquistos, 29-VIII-

1993, A. Herrero, £ Pajarón, E. Pangua & C. Prada, FRA8-FRAI4 y
FRA1 7-FRA2O.
Gard, Chambon, Los Cévenes.e. 350 m, grietas de pizarras. 30-VIII-1993, A.
Herrero, £ Pajarón, E. Pangua & C. Prado, FRA24-FRA2S y FRA3 1-
FRA34.
Lozére, Ste. Margarite-La Figuére, Los Cévenes,Valle del Borne, e. 450 m,
grietas de granitos, 29-VIII-1993, A. Herrero, £ Pajarón, E. Pangua & C.
Prado, FRAI-FR.A5.
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Puy-de-Dflme: Champeix, carretera de Champeix a Neschers,en granitos, 12-
IX-1994, M Boudr¡e & R. [“jane, RV6Ó44-RV6046.

Asplen¡um obovatam Vii’. subsp.obovatum var. obovatum
ESPAÑA
Gerona, Cadaqués. Cap de Creus, Caía Bona, 311102585,c. 50 m, en
grietas de rocas silíceasorientadas al NE, 1. Álvarez Fernández,A. Herrero &
N. Yagúe, 4-XII-l994, BONI-BON5 y BONIO-BONI8; 9-XII-1995, G.
Aragón, A. Herrero L Martínez & A. Pujol, BONI9-B0N32.
FRANCIA
Pyrénées-orientales.Port-Vendres, Cap Béar, 3ITEHIO, c. 50 m, en muros
artificiales de pizarra, 27-VII-1994, A. Herrero. 5. Pajarón, E. Pangua& C.
Prada, BEAl; 9-XII-1995, G. Aragón, A. Herrero, 1 Martínez & A. Pujol,
BEA2-BEA8 y BEAIO-BEA2O.
Var, Saint Raphael. Le Dramont, Cap du Dramont, c. 30 m, en grietas de
reolita orientadas al mar, 27-VII-1994, M. Boudrie e¡ al., VARI-VARíS; 1.
AlvarezFernández.A. Herrero & N. Yagi¿e,13-VIII-1997, VARl6-VAR2l.

Asp¡enium obovatum Vii’. subsp. obovatum var. protobillotil Demiriz,
Viane & Reicbst.
ESPAÑA
Cádiz, Algeciras, valle del río de la Miel, 305TE7599. c. 200 m, areniscas
del Algibe, 15-IV-1995. A. Herrero, £ Pajarón, E. Pangua & C. Prada,
M1E26-M1E27; 14-V-1995,A. Herrero, M1E34-M1E39 y MIE4l-M1E47; 11-
111-1996,A. Herrero, M1E48-MIESO, M1E52-M1E58,MIE6I-M1E67, MIE7O-
MIE7 la, M1E73-M1E76.

Asplenium ohova:um Vii’. subsp.Ianceolatum (Fiorí) P. Silva
ESPAÑA
Almería, Níjar. sienadel Cabode Gata,El Cigarrón. 305WF7467, e. 150 m,
grietasprotegidasde rocasvolcánicas,15-VI-1994,A. Herrero, E. Pamigua&
C. Prada, AH89F-AH9OF; 24-IV-1995, 7’. Almaraz, A. Herrero, JL.
Izquierdo & L. Medina, CIGI-CIG2O; Níjar, Rodalquilar, sierradel Cabo de
Gata, 30SWF8579, c. 100 m, rellanos protegidos de roca volcánica, 15-VI-
1994,A. Herrero, E Pangua& C. Prada,AH92F-AHIO4F.
Asturias, Luarca. playa de Salinas, 29TPJ9825, nivel del mar, grietas de
pizarras orientadas al mar, 3-VII-1994, Y. Alvarez. A. Herrero & J.L.
Izquierdo,LUAI-LUAI9.
Luarca, Ermita de San Timoteo, 29TPJ9922, c. 50 m, muros artificiales
abandonadosde pizarras,23-VIII-1995, ME. González,A. Herrero & JL.
Izquiedo,TIM 1 -T1M22.
Cáceres, Hoyos, 29TPE9348, c. 500 m, en grietas de granito de un muro
artificial, 5-IV-1996, G. Aragón, A. Herrero. L Martínez & A. Pujol, HOYI-
HOY2O.
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Cádiz, Algeciras, valle del río de la Miel, 30STE7599,e. 200 m. areniscas
del Algibe, l4-VI-1994, A. Herrero, E. Pangua& C. Prada, AHSIF-AH88F;
22-1-1995,A. Herrero, E. Pangua& C. Prada, MIEI-M1E25; 15-IV-1995,A.
Herrero, £ Pajarón, E. Pangua& C. Prada, M1E28 y MIE3ItMIE33; 11-111-
1996, A. Herrero, M1E77-MIES3.
La Coruña,Paderne,río Mandeo,Fragade Chelo.29TNH69,c. 70 m. grietas
de pizarras, 2-VI-1995. A. Herrero, Ji. Izquierdo & G. Morales. CREí-
CHE2lb.
Madrid, Torrelodones,30TVK2092, c. 850 m, grietas frescásde granitos,
13-XI-1994, A. Herrero, TORl-TOR2O; 4-11-1996, A. Herrero. TOR2I-
TOR3S.
Orense,Villamartín de Valdeorras.29TPG59,c. 450 m, talud pizarroso en
zonade viñedos.30-VII-1995. C. Prado. VALI-VAL2O.
Pontevedra, Tuy, grietas de muros artificiales de granito, 18-VI-1994, 5.
Pajarón & E. Pangua,TUYI-TUYI6.
Teruel, Albarracín, Sierra de Albarracín. barrancodel Navazo, 30TXK3572,
c. 1250 m. grietasde areniscasrojas, 18-V-1996,G. Aragón. A. Herrero & 1.
Marjínez, CABI -CAB4.
Toledo, Almorox, Pinar de Almorox, 30TUK85. e. 700 m. grietas de rocas
silíceas.29-IV-1996,A. Herrero, G. López& C. Prat/a. ALMI-ALM2O.
Los Navalucillos, Montes de Toledo, valle del arroyo del Chorro,
=0SUJ5879,c. 750 m. grietasde pizarras,2-IV-1995, G. Aragón, A. Herrero
& L Mars’ínez.NAVI-NAV22.

ITALIA
La Spezia. Cinque Terre, c. 250 m. entre Riomaggiore y la Madonna de
Montenero, muros artificiales de areniscas,23-VII-1994. A. Herrero, 5.
Pajarón, E. Pangua & C. Prado, ITA 12-1TA25.

HÍBRIDOS NATURALES

Asplen¡um obovatum Vii’. nothosubsp. cyrnosardoum (Rasbach, Vida &

Re¡chst.) Rasbacb, Rasbaeh, Reicbst., Viane & Bennert nothovar.
cyrnosardoum (= A. obovatum Vii’. subsp. obovatum var. obova¡um x A.
obovatumViv. subsp.Ianceolatum (Fiorí) P. Silva)
Pvrénées-orientales.Port-Vendres,Cap Béar, 3lTEHIO. c. 50 m, en muros
anhficiles de pizarra,9-XII-1995, G. Aragón, A. Herrero, L Martínez & A.
Putol, BEA9 (sin comprobarcitológicamente).
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Asp¡enium obovatum Vii’. nothosubsp. cyrnosardoum(Rasbach, Vida &
Reichst.) Rasbach, Rashacb, Reichst., Viene & Benncrt nothovar.
¡bericum Rasbach, Rasbach, Re¡ehst., Viene & Bennert (= A. obovatum
Viv. subsp. obovatum var. protobillo tU Demiriz, Viene & Reichst. x A.
obovatumVii’. suhsp. lanceolatum (Fior¡) P. Silva)
Cádiz,Algeciras,río de la Miel. 30STE7599,c. 200 m. areniscasdelAlgibe,
14-VI-1994, A. Herrero, MIE4O (n = c. 36” 361); M1E29, MIE3O, MIESI,
M1E68 (sin comprobar citológicamente).

Aspleníum x protomajoricum Pangua & Prada nothosubsp.
protomajoricum ( A. fontanum (L.) Bernb. subsp. fontanum x A.
petrarchee(Guér¡n) DC. subsp.bíva¡ens(D.E. Mey.) Lovis & Reichst.).
Alicante, Campelí, valí de Laguart. 305YH5296, c. 400 m. grieta de roca
caliza, 18-VI-1995, A. Herrero, CAM5.

Asp¡enium x recoden Aizpuru & Catalán notbosubsp. recoden (= A.
fontanum (L.) Bernh. subsp.fontanumx A. ruta-muraría L. subsp. ruta-
murania).
HUESCA: Benasque,valle de Estás,embalsede Estós, 3ITBI-19822, e. 1300
m, grieta de rocacaliza.24-VIII-1996, J.L. Castillo & A. Herrero, EST2.

Asplenium x s¡eepiae Badré & Boudrie nothosubsp. sleepiae (= A.
obovatumVii’. subsp. Ianceo¡atum (Fiori) P. Silva x A. forezienseLegrand
ex Giraudias).
Gerona,El Port de la Selva, Puig deis Bufadors,31TEG2083,c. 400 m, en
grieta de rocasesquistosas.9-XII-1994, G. Aragón, A. Herrero & 1? Martínez,
BUF2l y BUF3I.
Teruel, Albarracín, Sierra de Albarracín, barrancodel Navazo.30TXK3572,
c. ¡250 m, grieta de areniscasrojas. 18-V-1996, G. Aragón. A. Herrero & 1?
Marjinez, CAB7.

Asplen¡um x sleepiae Badré & Baudrie nothosubsp. krameri Herrero,
Prada, Pajarón & Pangua ( A. obovatum Vii’. subsp. obovatum ver.
obovatumx A. forezienseLegrand ex Giraudias)
Gerona, Cadaqués, Cap de Creus, Caía Bona, 31TEG2585, c. 50 m, en
grietasde rocassilíceasorientadasal NE, 4-XII-1994, 1. AlvatezFernández,
A. Herrero & IV. Yagtae,BON9, MACB 52475.
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7.3. APÉNDICE III

Individuos utilizados en los estudiosde la generacióngametofítica.

Aspleniumfontanum (L.) Bernb. suhsp. fonMnum
CE318: Hs, Alicante, Puig Campana,gúexade roca caliza, 7-11-1993.5.
Rajarán e: al.
BET 19: Hs, Cuenca.Beteta,hoz de Beteta.fuente de los Tilos, 30TWK78,
e. 1100 ni. grieta de roca caliza, 29-V-1995. 7’. Almaraz, A. Herrero & L.
Medina.
AHiE: Hs. Corduente,valle del Alto Tajo. 3OTWL7I, c. 1100 m, en roca
caliza, 7-IV-1993. G. Aragón, A. Herrero & 1. Martínez.
AH3F: Hs. Gerona. San Julián de Valfogont sierra del Milany, Castelí del
Milany, 31TDG46, c. 1530 m, grietade conglomeradoscalizos,exposición5,
28-XII-1991, G. Aragón, A. Herrero, 1? Mar jínez.
BUJ 1: Hs, Huesca, Torla, valle del río Ma, San Nicolás de Bujaruelo,
30TYN33, e. 1300 m, grieta de rocacaliza, I7-VIII-1994, ME. González &
A. Herrero.
GOR 1: Hs, Huesca,Fanlo, refugio de Góriz. 31TBH52. c. 2200 m, grieta de
roca caliza. l5-VIII-1994, ME. González& k Herrero.
BAI 14: Ca, Pyrénées orientales, Prats-de-Mollo, Desfiladero de la
Baillanouse.31TDG69,talud de rocaspizarrosas.l8-IX-1994. A. Herrero. 5.
Pajarón, E. Pangua& C. Prado.

Asp¡enium fontanum (L.) Bernh. subsp. pseudofontanum (Kossinsky)
Reichst. & Schneller
TR7400 (= C.R. Fraser-Jenkinssheet20): Pakistán.Swat. Valley of Kalam,
c. 2500 m alt., rock overhangs,1990.
TR7402 (= C.R. Fraser-Jenkinssheet22): Pakistán,Swat, Valley of Kalam,
1990.

AspleniumiorezienseLe Grandex Giraudias
AH115F: Hs, Almería, Gérgal,Sierrade los Filabres, CalarAlto, 30SWG3I,
e. 1700 m. grieta de esquistos,16-VI-1994.A. Herrero, E. Pangua & C.
¡‘rada.
BUF lOa: Hs, Gerona, El Pon de la Selva. Puig dels Bufadors, 31TEG28, e.
400 m, grieta de rocas esquistosas,4-XII-1994, 1? Alvarez Fernández& A.
Herrero & IV. Yague.
CAB 9: Hs. Teruel, Albarracín, Sierra de Albarracín,barrancodel Navazo,
30TXK37. e. 1250 m, grieta protegida de areniscasrojas, 18-V-1996, G.
Aragón. A. Herrero & 1. Martínez.
FRA 2: Ca, Lozére, Ste. Margarite-La Figuére. Macizo de los Cévenes,valle
del Borne,e. 450 m, grieta de granitos,29-VIU-1993, A. Herrero, £ Pajarón,
E. Pangua& C. Prada.
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Asplenium macedonicumKimmerle
JI: Macedonia, Prilep, 1960-1970(fecha sin determinar), A. Sleep. Fronde
prensadael l0-VIII-1989 prevenientede plantaviva en cultivo.
J2: Macedonia. Prilep. 20-?!X-1973. A. Sleep. Fronde prensadael 10-VIII-
1981 provenientede plantaviva en cultivo.

Aspleniumobovatum Vii. s.bsp. obovatumvar. obovatum
BON 20: Hs, Gerona, Cada4ués, Cap de Creus, Caía Bona, 31TEG28, c. 50
m, grieta de roca silícea. 9-XII-1995. G. Aragón. A. Herrera 1 Martínez &
A. Pujol.
BEA 20: Ga, Pyrénéesorientales,Port-Vendres,Cap Béar. 3ITEHIO, c. 50
m. grieta de pizarrasorientalasal mar, 9-XII-1995, G. Aragóh. A. Herrero, 1?
Martínez & A. Pujol.
VAR 7: Ga, Var, Saint Raoha~l, Le Dramont. Cap du Dramont. c. 30 m,
grieta de roca silícea, 27-VIJ-1994, Nf. Boudrie el al.

A. obovatum Vii’. subsp. obovatum var. deltoideum Demiriz., Viane &
Reichst.
Ras-1022:Ga, Finistére. cap Brezellee,21-VI-1995, H. Rasbach.K. Rasbach
& R. ¡/iane.

Asplenium obovatum Vii’. subsp. obovatum i’ar. proíobillotii Demiriz,

Viane & Reichst.
MíE 27 y MíE 41: Hs, Cádiz, Algeciras. valle del río de la Miel. 305TE79,
c. 200 m, en areniscasdel Aigibe, 14-V-1995,A. Herrero.
MGC 32201: Hs. Cádiz. Atzeciras,Miel valley. c. 5 km W. of Algeciras.c.
110 m alt., 15-IV-1988. H. Rasbach,K. Rasbach& H.W. Bennerj.Ras-610.

Asp¡enium obovatum Vii’. snbsp. Ianceolatum (Fior¡) P. Silva
AHS4F: Hs. Cádiz, Algeciris. valle del río de la Miel. 305TE79. c. 200 m,
en areniscasdel Algibe, 14-V[-1994, A. Herrero, E. Pangua& C. Prada.
TUY 6: Hs. Pontevedra.Tuy. grieta de muro artificial de granito, 18-VI-
1994, £ Pajarón & E. Pangsa.
NAV 8: Hs, Toledo, Los Navalucillos, Montes de Toledo, vallé del arroyo del
Chorro, 305UJ57,c. 750 ni. grieta de pizarras.2-IV-1995, G. Aragón, A.
Herrero & 1. Martínez.
ITA 12: It, Liguria, La Spez~a.Cinque Terre, Monte della Madonna. carretera
de La Speziaa Riomaggiore. c. 150 m, muro artificial de areniscas,23-VII-
1994, A. Herrero, £ Pajaró £ Pangua& C. Prado.

Asp¡eniumobovatumVii’. subsp. numidicum Salvo & Cabezudo
MCG 28503: Ma, Tanger. Mediuna, areniscas.305TE37, 14-V-1990, B.
Cabezudoel al.. 277/90.
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