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Resumen

REpONDO, N., HorIALES, M. & Branco, A. (1999). Cantidades de DNA nuclear y esporas en Aspleniaceae:
Asplenium L., Phyllitis Hill y Ceterach Willd. Nova Acta Cientifica Compostelana (Bioloxia), 9: 99-107

Se ha estudiado mediante citometriade flujo la cantidad de DNA nuclear de 57 individuos de distintos taxones
de los géneros Asplenium, Phyllitis y Ceterach, procedentes de poblaciones naturales de diferentes localidades.
A la vista de los datos obtenidos, se observa que en los géneros estudiados parece haber tres grupos, en cuanto
a cantidades de DNA nuclear: el primero constituido por A. onopteris y A. marinum, con cerca de 8.5 pg; el
segundo formado por A. adiantum-nigrum var. adiantum-nigrum, A. billotii 'y A. trichomanes, Phyllitis
scolopendrium 'y Ceterach officinarum, aproximadamente 15.5 pg de DNA; y un tercer grupo formado por A.
adiantum-nigrum var. corunnense y A. ruta muraria con aproximadamente 11 pg. Se estudié la ornamentacién
esporal de los taxones del género Asplenium que, aunque variable, concuerda con la descrita en las referencias
bibliogréficas. En A. trichomanes subsp. pachyrachis se indica la diferente morfologia del exosporio, segin el
estado de juventud o madurez de las esporas.

Palabras clave: Aspleniaceae, taxonomfa, contenido DNA nuclear, citometria de flujo, esporas.

Abstract

Reponpo, N., HoriaLes, M. & Branco, A. (1999). Nuclear DNA amounts and spores in Aspleniaceae:
Asplenium L., Phyllitis Hill and Ceterach Willd. Nova Acta Cientifica Compostelana (Bioloxia), 9: 99-107

Nuclear DNA amounts of 57 individuals of Asplenium, Phyllitis and Ceterach, originating from natural
populations were analyzed using flow cytometry. Results have indicated that there are three groups within the
studied genus where each group corresponds to the content of nuciear DNA. The first group with 8.5 pg of nuclear
DNA, includes Asplenium onopteris and A. marinum; the second with approximately 15.5 pg, includes A.
adiantum-nigrum var. adiantum-nigrum, A. billotii, A. trichomanes, Phyllitis scolopendrium and Ceterach
officinarum; and finally the third group with 11 pg includes A. adiantum-nigrum var. corunnense and A. ruta-
muraria. Spore ornamentation of Asplenium genus taxa was studied, although variable, data presented good
agreement with those of literature references. A. trichomanes subsp. pachyrachis showed differentiated exospore
morphology according to the juvenility /madurity status of spores.

Key words: Aspleniaceae, taxonomy, nuclear DNA content, flow cytometry, spores.

INTRODUCCION Pero en algunos casos resulta dificil, porque no
se producen esporangios regularmente, y en

Uno de los criterios mds fiables para dife- otros, el elevado nidmero de los mismos no
renciar los distintos taxones de Asplenium, es aconseja el estudio de la mitosis. SHivas (1969)

la determinacién del nimero de cromosomas. estudia el nimero de cromosomas en el com-



100 Nova Acta Cientifica Compostelana (Bioloxia), 9 (1999)

plejo A. adiantum-nigrum, y en el complejo A.
obovatum, asi como los resultados de
hibridaciones en cada uno de los grupos. SLEEP
et al. (1978) hacen el recuento de cromosomas
en 20 colecciones del putativo A. cuneifolium
Viv. de las localidades serpentinicolas de Esco-
cia, y obtienen de modo uniforme el nivel
tetraploide con n = 72. DESCHATRES et al. (1978)
proponen que estas plantas son claramente el
derivado autotetraploide del diploide A. cunei-
folium. SLEEP er al. (1978), estiman que serfa
necesaria una confirmacién de tal hipdtesis.

SLEEP ef al. (1978), apuntan como otra
posibilidad que cuando Asplenium adiantum-
nigrum crece en las serpentinas, puede originar
una cierta morfologia que recuerda a A. cunei-
folium. Esto, sin embargo, parece improbable
por el hecho de que A. adiantum-nigrum y A.
cuneifolium crecen simultineamente en un
conjunto de rocas que contienen serpentina,
tanto en Italia como en Suiza, donde ademds se
ha encontrado el hibrido triploide de ellos, que
se conoce con el nombre de A. x centovallense
D.E. Meyer. SLEep et al. (1978) inician un
programa de hibridacién en Leeds, para aclarar
la naturaleza y el origen del tetraploide A.
cuneifolium de Cércega, Escocia e Irlanda.
SLEEP (1980) estudia el ndmero de cromosomas
del grupo Asplenium adiantum-nigrum e indica
que A. cuneifolium no estd presente en Ingla-
terra porque todo el material es tetraploide.
Page & BENNELL (1979) hacen un estudio
preliminar en el grupo A. adiantum-nigrum, en
las localidades de Devon y West Cornwall, y
confirman la presencia de A. cuneifoliun en la
flora inglesa. JErmy (1981) pone de manifiesto
que A. cuneifolium ha sido citado para las Islas
Britdnicas erréneamente.

SLeep (1983), en el estudio que hace del
género Asplenium en la Peninsula Ibérica,
establece que todas las especies de este taxon
propuestas hasta esa fecha comprenden citotipos
diploides y tetraploides, y dentro de éstos tanto
autotetraploides como alotetraploides, hacien-
do mencidn especial de A. foreziense Le Grand,
A. majoricum Litard., A. petrarchae (Guérin)
DC. y A. billotii F. W. Schultz. Con relacién a

las plantas de A. cuneifolium que crecen sobre
suelos serpentinicolas, tanto de Cércega como
de las Islas Britdnicas, sefiala que son
alotetraploides y que, casi con certeza, no son
mds que formas serpentinicolas especializadas
de A. adiantum-nigrum, sugiriendo que es
probable que estas formas estén presentes en
Francia y en la Peninsula Ibérica; de hecho,
Reichstein recolecté material de un hibrido
triploide en el drea de Sierra Bermeja. SLEEP
(1983) indica que es imprescindible hacer el
estudio cromosomico, y que no bastan los
simples estudios morfoldgicos a partir de los
pliegos de herbario para poder decidir si el
material de Sierra Bermeja corresponde a A.
cuneifolium o a la forma serpentinicola de A.
adiantum-nigrum. RASBACH et al. (1986) estu-
dian A. cuneifolium (diploide) en distintas
localidades europeas, asi como la «special ser-
pentine form» de Asplenium adiantum-nigrum
en la region Mediterrdnea, en las que incluye
material de Mdlaga (Sierra Bermeja), que fue
cultivado y posteriormente revisado, resultando
3 de ellos tetraploides y 1 triploide, concluyen-
do que los diploides deben de ser raros en Sierra
Bermeja. HoriaLEs (1986) realiz6 el estudio de
cromosomas en el grupo Asplenium adiantum-
nigrum en 12 localidades gallegas, 4 de las
cuales corresponden a sustrato serpentinicola,
con aspecto mds o menos flabeliforme, y en
todas las plantas encontré n = 72. Horjales
concluye que las plantas que viven en localida-
des serpentinicolas gallegas no corresponden al
diploide A. cuneifolium, ya que se trata de un
tetraploide que debe representar un ecotipo de
A. adiantum-nigrum.

Varios autores han puesto de manifiesto que
parece existir una buena correlacién entre las
cantidades de DNA nuclear y el nimero de
cromosomas. SHARMA et al. (1983), MICHAELSON
et al. (1991) y BENNET & LEITCH (1995) com-
paran los datos obtenidos mediante citometria
de flujo, microspectrofotometria y microden-
sitometria y concluyen que hay una buena
correlacion entre las medidas realizadas, tanto
en monocotiledéneas como en dicotiledéneas.
WEsTMAN & KRrEsovicH (1997) indican que la
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citometria de flujo es una buena herramienta
para comparar el contenido de DNA nuclear y
el nivel de ploidia de las plantas de la misma
familia, género, especie y ecotipos, asi como
para evaluar los hibridos.

Es por ello por lo que se ha realizado el
estudio de la cantidad de DNA nuclear de
diferentes individuos, mediante citometria de
flujo, como un método mds rdpido, fiable e
indicador del nivel de ploidia y que puede
ayudar a aclarar las lagunas taxondmicas de
este grupo.

MATERIAL Y METODOS

El material recogido procede de diversas
poblaciones naturales del Noroeste Ibérico v,
en casos muy concretos, de regiones del sur y
del este de la Peninsula. Se estudiaron 57
plantas (51 correspondientes al género Asple-
niun) y se han comparado con otros géneros de
la familia: Ceterach 'y Phyllitis. Las plantas se
mantuvieron en cultivo, para utilizar las frondes
en el momento mds adecuado (sin esporangios)
para medir la cantidad de DNA, y frondes con
esporangios bien desarrollados, para hacer plie-
gos y observar las esporas a MEB. Los pliegos
correspondientes estdn depositados en el Herba-
rio SANT.

En cada individuo estudiado se obtuvieron
los nidcleos a partir de frondes jévenes, reali-
zdandose tres medidas en cada planta. En cada
andlisis efectuado, se han medido al menos
5000 nucleos y el coeficiente de variacién en
cada andlisis ha sido inferior a 5.

Este estudio se ha realizado en un Coulter,
Epics* Elite con ldser que emite a 488 nm. Se
ha seguido el método descrito por GALBRAITH
(1989) para la obtencion de los ntcleos, usando
como medio el Medio Bergounioux (BErRGOU-
NIoux et al., 1988). Los patrones internos
empleados han sido hojas jovenes del diploide
Pisum sativum L. cultivar Express Long
(2C=8.37 pg de DNA nuclear, 40.5 % GC), y
del diploide Petunia hybrida L. cultivar PXPC6
(2C=2.85 pg, 41 % GC). El fluorocromo

empleado ha sido Bromuro de Etidio (BrEt
Sigma E8751) previa adicién de RNAsa
(Boehringer product 109169) para eliminar el
RNA, ya que el Bromuro de Etidio es un
intercalante que tifie ambos dcidos nucleicos.
Hay que hacer constar que este material pre-
senta dificultades técnicas para la obtencién de
nicleos estables, que nos ha obligado a hacer
multiples muestras hasta obtener un resultado
aceptable, que cumpla las condiciones antes
enunciadas, siendo en el caso de A. ruta-
muraria L. especialmente dificil.

A fin de caracterizar aquellas taxones mds
problemdticos del género Asplenium, el mate-
rial procedente de poblaciones naturales, objeto
de estudio, ha sido contrastado con material de
herbario y se ha realizado el estudio en los
mismos individuos de la morfologia de las
esporas y de la cantidad de DNA nuclear. La
ornamentacion esporal ha sido contrastada con
la descrita en la bibliografia correspondiente y
con material procedente del herbario MA.

Para observar la superficie de las esporas,
se ha empleado un Microscopio Electrénico de
Barrido Philips XL.30, con filamento de tungs-
teno entre 5 y 20 KV.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se han encontrado tres grupos diferentes de
cantidades DNA nuclear, como se puede obser-
var en la Fig. 1. Un primer grupo cuyos valores
se sitlian en torno a 8.5 pg, correspondiente a
A. onopteris L. y A. marinum L., otro cercano
a 15.5 pg, correspondiente a la mayor parte de
los taxones estudiados, A. adiantun-nigrum
var. adiantum-nigrum, A. billotii, A. trichomanes
L. subsp. quadrivalens D. E. Meyer, A. tricho-
manes L. subsp. pachyrachis (Christ) Lovis &
Reichst., Phyllitis scolopendrium (L.) Newman
subsp. scolopendrium, Ceterach officinarum
Willd. subsp. officinarumy, finalmente, valores
intermedios proximos a 11 pg correspondientes
a A. adiantum-nigrum var. corunnense y A.
ruta-muraria. La cantidad de DNA nuclear
observada en los tetraploides se sittia en torno
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Fig. 1. Diagrama de dispersién de los valores obtenidos del contenido de DNA nuclear de los distintos taxones

estudiados.

a 15.5 pg, en los diploides, excepto en Phyllitis,
que es cercana a 8.5 pg. Las plantas con
cantidades préximas a 11 pg, cuando presenta-
ban esporas, éstas tenfan aspecto de estar
abortadas en su mayor parte (Fig. 2d).

En la Tabla 1 figuran las medias de los
valores obtenidos para el contenido de DNA
nuclear para los individuos estudiados de los
géneros Asplenium, Phyllitis y Ceterach.

Ha sido citado por RasBacH ef al. (1986)
para Sierra Bermeja (Mdlaga), A. adiantum-
nigrum tetraploide y un hibrido triploide reco-

nocible por tener esporas abortadas, al que han
denominado A. x centovallense; también indi-
can la posibilidad de que esté A. cuneifolium,
pero que debe ser raro. Los datos que se
presentan en este trabajo, para Sierra Bermeja
(Mdlaga) (DNA = 15.90, y 10.85 pg) corres-
ponden a A. adiantum-nigrum var. adiantum-
nigrum y al hibrido triploide, no sdlo por la
cantidad de DNA, sino también por la presencia
de un elevado nimero de esporas abortadas.
Para la localidad de Melide-Furelos (Coru-
fa), serpentinicola (loc. clas. de Merino), se
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TasLa I. Contenido de DNA nuclear de los distintos taxones, nimero de individuos estudiados (N) y localidades

de procedencia del material

N° Taxones pe DNA Localidades

3 Asplenium marinum 8.3 Baiona

2] Asplenium trichomanes 15.4 Somiedo, Courel, Mondariz, Rio,
subsp. quadrivalens A Veiga de Cascalld, Vigo

1 Asplenium trichomanes 15.9 Sierra Bermeja

subsp. pachyrachis

3 Asplenium billotii
3 Asplenium onopteris
15 Asplenium adiantum-nigrum

var. adiantum-nigrum

3 Asplenium adiantum-nigrum
var. corunnense

2 Asplenium ruta-muraria subsp.
ruta-muraria

1 Phyllitis scolopendrium subsp.
scolopendrium

5 Ceterach officinarum subsp. officinarum

14.2 Larouco, A Veiga de Cascalld, Mougds
8.4 Vigo, Larouco, Melide

15.9 Somiedo, A Veiga de Cascalld, Mos,
Rio, Melide, Sierra Bermeja

10.8 Melide, Sierra Bermeja

12.3 Courel, Somiedo

14.1 Mondariz

15.8 Tolox, Somiedo, Larouco, Courel,

Sierra Javalambre

han encontrado valores de 8.5 pg para A.
onopteris, 15.5 pg para A. adiantum-nigrum, y
Il pgpara A. adiantum-nigrum var. corunnense.
La presencia, tanto en las plantas de Sierra
Bermeja como en las de Mellid, de una cantidad
de DNA préxima a 11 pg, con escasas frondes
fértiles, y en éstas un alto nimero de esporas
abortadas, aunque ha sido imposible el estudio
de cromosomas dada la baja frecuencia de
esporangios, nos hace concluir que estos indi-
viduos son triploides. Podria tratarse en ambos
casos del mismo hibrido triploide, al que estd
por asignar un nombre, ya que Rasbach (loc.
cit.) indica dos nombres A. lamotteanim
Héribaud (1880:6-7); Legrand (1883:74-75); y
A. adiantum-nigrum var. corunnense Christ,
aunque es dificil establecer cudl es el valido.

Ormonde in CASTROVIEIO ef al. (1986) indican
este dltimo pero con otra fecha: Christ in Bull.
Acad. Int, Géogr. Bot. (1904) y es el nombre
que proponen para todas las citas hechas como
A. x centovallense D.E. Meyer .

Con relacién a A. ruta-muraria subsp. ruta—
muraria, so6lo se han obtenido resultados de
representantes de 2 localidades, debido a las
dificultades encontradas para la obtencién de
ndcleos en buen estado, ya comentadas. El
hecho de que en este grupo de plantas parece
haber una buena correlacién entre la cantidad
de DNA nuclear y el nimero de cromosomas,
y el que la cantidad de DNA nuclear encontrada
es proxima a la de A. adiantum-nigrum var.
corunnense, nos hace pensar que pudiera
tratarse igualmente de un nivel triploide.
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Fig. 2. (a) Asplenium onopteris (Po: Vigo, Zamans). (b) A. marinum (Po: Oia, Mougés). (¢) A. adiantum-
nigrum var. corunnense (Ma: Sierra Bermeja). (d) Esporas malformadas de A. adiantum-nigrum var.
corunnense. () A. adiantum-nigrum var. adiantum-nigrum (O: Somiedo). (f) A. billotii (Po: Oia, Mougis).

La ornamentacion esporal se ha estudiado
mediante Microscopia Electronica de Barrido
(M.E.B.) y, si bien la morfologia es variable, es
concordante con la descrita en la bibliografia
revisada FERRARINI et al. (1986); PaNcua &
Praba (1988). Con relacion a A. adiantum-

nigrum var. corunnense, tanto de Mdlaga como
de Corufia, después de cuatro afios en cultivo,
s6lo han aparecido tres soros en una fronde, que
nos han permitido estudiarlos a M.E.B. y el
resultado es la presencia de esporas mds o
menos normales y multiples esporas que pare-
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Fig. 3. (a) A. trichomanes subsp. trichomanes (MA-415402). (b) A. trichomanes subsp. quadrivalens (Po:
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Mondariz). (c-f) Diferentes estadios de la maduracién del exosporio de A. rrichomanes subsp. pachyrachis
(Ma: Sierra Bermeja). (¢) Estadio temprano. (d) Estadio intermedio. (e) Estadio maduro. (f) Detalle del

exosporio maduro.

cen estériles (Fig. 2c.d), y que ponen de mani-
fiesto el supuesto grado triploide correspon-
diente a 11 pg y los problemas de reproduccién
que presenta este taxon.

En Asplenium trichomanes, aunque el ni-
mero de individuos estudiado es todavia bajo,

21 individuos, los datos son muy préximos, en
torno a 15.5 pg y, en cualquier caso, las
variaciones observadas estarian dentro del error
esperado, dados los coeficientes de variacion de
cada muestra. En relacién con el nimero de
cromosomas de cada una de las subespecies
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resefiadas en la bibliografia, éste es de n = 72
(LovE et al., 1977; CastroviEio et al., 1986,
etc.) y para las subsps. trichomanes e
inexpectans, n = 36, por lo que los materiales
estudiados en este trabajo corresponderian a
individuos tetraploides. Es dificil establecer
caracteres diferenciales claros entre las distin-
tas subespecies. JERmY & PAGE (1980) proponen
como caracteres diferenciales, para reconocer
el material en la naturaleza, la disposicién de
las frondes, el color del raquis, la duracién de
las pinnulas sobre el raquis, etc. MoraN (1982)
indica que es dificil, por no decir imposible,
utilizar esos caracteres en pliegos de herbario,
c incluye, para material en el campo, ademads de
esos, los correspondientes a nimero de soros
por pinna, tamaifio de los mismos, tamafio de las
esporas y de las células guarda, aunque los
datos que aporta para las subsps. trichomanes
(fundamentalmente sobre rocas no calcdreas) y
quadrivalens (sobre rocas calcdreas), para Es-
tados Unidos y Canada, se solapan entre ellos.

Se ha estudiado la ornamentacion esporal de
A. trichomanes (Fig. 3) en los individuos de los
que conocemos su cantidad de DNA. Estas
plantas viven tanto sobre rocas calizas como
siliceas y ultrabdsicas, como es el caso de la
subsp. pachyrachis de Sierra Bermeja. En Flora
iberica se describe la subsp. quadrivalens con
un tamafio de la fronde de 10 a 20 cm.
Mantenemos en cultivo plantas con frondes
menores de 10 cm, procedentes de Somiedo y
de Rio, y con la pinnula apical claramente
diferenciada y grande; estas plantas presentan
una cantidad de DNA proxima a 15.5 pg,
correspondiente al tetraploide. La morfologia
de esta subespecie es mds variada de lo que la
bibliografia refleja. QUEIRGS & ORMONDE (1990)
piensan que, tal vez, la amplia variabilidad
morfologica de las pinnulas podria estar rela-
cionada con el tipo de sustrato. E1 A. trichomanes
subsp. quadrivalens estudiado para Portugal se
encuentra sobre esquistos, rocas calcdreas,
areniscas, rocas graniticas, asi como en muros
o en paredes en ruinas.

El exosporio en A. frichomanes presenta
una amplia variabilidad individual y poblacional,

asf como en funcién del grado de madurez de
la espora (Fig. 3 c-f). PanGua & Prapa (1988)
sefialan, como cardcter diferencial, la presencia
de crestas agudas y dentadas en el caso de A.
trichomanes subsp. trichomanes, crestas obtu-
sas y lisas para A. trichomanes subsp.
quadrivalens y obtusas y angulares para A.
trichomanes subsp. pachyrachis. En general, la
morfologia esporal que hemos encontrado co-
incide con la indicada por esta autoras, aunque
hay que destacar su variabilidad morfolégica y
el diferente aspecto que presentan segin el
estado de desarrollo.

Con relacion a Phyllitis scolopendiium
subsp. scolopendrium (n=36), se ha obtenido la
cantidad de 14.12 pg para una sola localidad
(Po: Mondariz), ya que del material estudiado
de otras localidades no se obtuvo ningin
resultado fiable. Siguiendo el comportamiento
de la familia, esto podria hacer pensar que el
individuo estudiado fuera tetraploide, pero
dado que sélo se han conseguido resultados
fiables de una sola planta de una localidad serfa
demasiado especulativo llegar a esta conclu-
sién. En cualquier caso, nos parece interesante
sefialar la cantidad de DNA nuclear obtenida
para este taxon en esta localidad.
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