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Resumen.

Se realiza un estudio comparativo de los estomas, tanto de los esporofilos como de los trofofilos,
de Huperzia selago (L.) Bernh ex Schrank & Mart., Lycopodium annotinum L., Lycopodium clavatumL.,
Diphasiastrum alpinum (L.) Holub y Lycopodiella inundata (L.) Holub aportando datos sobre la
localizacién de los estomas en 1a 14mina foliar, su distribucién y nimero.
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Summary.

A comparative study of stomates was made, both in sporophylles and trophophylles of Huperzia
selago (L.) Bernhex Schrank & Mart., Lycopodium annotinumL.,Lycopodium clavatumL.,Diphasiastrum
alpinum (L.) Holub and Lycopodiella inundata (L.) Holub, giving new data about the localization of
stomates on the foliar lamina, their distribution and number.

Key words: Lycopodiaceae, trophophylles, sporophylles, stomata.

INTRODUCCION.

Al abordar el estudio de las epidermis de las licopodidceas ibéricas pudimos comprobar
que en trabajos anteriores llevados a cabo por Wilce (1965), Rolleri (1972), Parihar (1977),
Thomas & Masarati (1982), Rolleri & Deferrari (1986) y Ollgaard (1987) se ofrecen datos
parciales sobre las epidermis foliares. Chu (1974) realiza una revisién m4s completa, analizando
31 tdxones entre los cuales se encuentran las especies que nosotros estudiamos, pero sus
resultados s6lo coinciden en parte con los que hemos obtenido.
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MATERIAL Y METODOS.

El material estudiado procede tanto de herbario como de recolecciones realizadas por
nosotros, de las que 1a mayor parte se incluy en conservador, prensdndose una pequefia muestra
que qued6 depositada en el herbario VF. En la addenda 1 se relaciona el material consultado.

El conservador utilizado es una mezcla a partes iguales de alcohol-glicerina-agua que
en tiempos cortos proporciona buenos resultados.

El material procedente de herbario se rehidrat6 colocdndolo en agua caliente con unas
gotas de detergente hasta lograr su total expansién, lavdndolo a continuacién en abundante agua
corriente.

Para las observaciones al microscopio 6ptico se procedié al aclarado del material
mediante una solucién de NaOH al 3 % a temperatura ambiente hasta la desaparicién de
cualquier resto de coloracién (entre 8 y 12 horas). Tras sucesivos lavados, neutralizacion con
4cido acético al 1 % durante unos segundos y nuevos lavados en agua corriente se procedi6 ala
tincién. Los colorantes utilizados fueron safranina-verde rdpido. El material se introdujo en la
soluciénde safranina durante 12-24 horas elimindndose el exceso de colorante, y tras deshidratar
conalcohol de 96 % se procedi6 a latincién con verde rdpido durante unos segundos. Los tiempos
dependen del material y hay que vigilar todo el proceso para evitar una tincién excesiva o que
el verde rdpido enmascare la coloracién de los refuerzos cutinizados de los estomas o del xilema.

Para la observacion al microscopio electrénico de barrido se utiliz6 el procedimiento
habitual (punto critico-recubrimiento con oro-paladio). En algunas ocasiones se utiliz6 un bafio
de ultrasonidos para eliminar partfculas o hifas adheridas que dificultaban la visualizacién de los
estomas (Lam.3:H-I). El tiempo de inmersién en el bafio oscil6 entre 10 y 20 minutos.

Para el estudio de los cinco tdxones ibéricos se tomaron al menos diez muestras de cinco
poblaciones, tanto de los esporofilos como de los trofofilos, diferenciando en este caso si se
trataba de trofofilos del védstago erecto o del rastrero. En el caso de Lycopodium annotinum hubo
que especificar si los trofofilos del tallo rastrero eran los que estaban en contacto con el suelo
0 los situados en la zona superior.

De las observaciones realizadas se pudo concluir que las cinco especies muestran
estomas del tipo anomocfitico, aunque con diferentes pautas en su distribucién: sobre toda la
ldmina, en los médrgenes, en la zona apical, sobre ¢l nervio. Por este motivo la utilizacién del
ndice estomdticono es posible ya que no hay homogeneidad a la hora de elegir reas patrén para
el recuento de estomas. Asf pues, de todas estas microfilas se calculé el 4rea y se efectuaron
recuentos totales de los estomas del haz y del envés. Con estos datos obtuvimos el niimero de
estomas por milfmetro cuadrado para cada superficie de la microéfila.

RESULTADOS.

En la tabla 1 se ofrece una sintesis de los resultados obtenidos para cada una de las
especies estudiadas.

Huperzia selago (Fig.I:1) (Lam.1:A-E) apenas muestra diferencias morfol6gicas entre
los trofofilos y esporofilos, distribuyéndose los estomas en la 1dmina foliar de modo que dejan
libre 1a zona epinervial, los margenes y el dpice.

Hay que hacer notar que se han observado estomas en haz y envés en los trofofilos de
Lycopodium annotinum (Fig.1:4,5) (Lam.1:F-I) y no en los margenes de los mismos, adiferencia
deloexpuesto por Chu (1974), que sefialala existencia de estomas en los mérgenes y tinicamente
en la cara abaxial de los trofofilos. Asimismo indica que no encuentra estomas en los margenes
en Lycopodium clavatum (Fig.1:2,3) (Lam.2:A-E), mientras que nosotros los hemos hallado en
elenvés de los trofofilos de los tallos erecto y rastrero y enel haz de los trofofilos del tallo rastrero.
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Tabla 1. Sintesis de los principales valores obtenidos en el estudio de los estomas de cada una de las

especies que se han tratado.
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En Lycopodiella inundata (Fig.1:9,10,11) (Lam.2:F-I) los estomas est4n situados tanto
en el haz como en el envés de las microfilas, disponiéndose en la totalidad de la 14mina, siendo
la tinica especie estudiada que muestra estomas en el dpice.

Diphasiastrum alpinum (Fig.1:6,7,8) (Lam.3:A-I) no presenta estomas en el envés de
sus trofofilos rastreros ni de sus esporofilos. Las microfilas en los véstagos aéreos, que toman
una morfologfa aplanada, son decurrentes. En las zonas libres de los trofofilos los estomas se
disponen en la cara adaxial y en las bases foliares soldadas al tallo en 1o que corresponderfa ala
zona abaxial, pero no en la zona libre de la 14mina.

CONCLUSIONES.

Los resultados conseguidos (ver tabla 1) no coinciden en su totalidad con los obtenidos
por los autores anteriormente citados.

Las especies que muestran mayores diferencias con la distribucién estomdtica dada por
Chu (1974) son Lycopodium annotinum cuyas microfilas son anfiestom4ticas y no hipostomféticas,
no mostrando nunca estomas en los méargenes, y Lycopodium clavatum cuyos estomas alcanzan
los mérgenes en el envés de los trofofilos de los vastagos erecto y rastrero asf como en el haz de
los del dltimo.

Mientras en otros géneros con microfilas, por ejemplo Selaginella los esporofilos son
trofoesporofilos, enlos licopodios los esporofilos pronto pierdenla clorofila y dejan de funcionar
como hojas; no son por tanto trofoesporofilos sino esporofilos y presentan una densidad
estomética menor que los trofofilos en los cinco tdxones estudiados.

Los trofofilos de los véstagos erectos presentan mayor nimero de estomas en el haz que
en el env€s en Huperzia selago, Lycopodium clavatum y Lycopodiella inundata, mientras que
en Lycopodium annotinum ocurre al contrario.

En cuanto a los trofofilos de 10s véstagos rastreros, presentan mayor niimero de estomas
en el haz en Lycopodium clavatumy en Lycopodiella inundata, en tanto que en Huperzia selago
y en Lycopodium annotinum su nimero es mayor en el envés.

La disposicién de las microfilas en los vastagos aéreos de Diphasiastrum alpinum es
desviante respecto del resto de licopodios estudiados, no siendo por tanto comparables. De
acuerdo con Wilce (1967) los estomas se encuentran situados en la zona libre de la cara adaxial
de las microfilas, actuando la totalidad de la ramita como una simple hoja (Fig.1:7).

Lycopodiella inundata presenta una densidad estomética mayor que el resto de los
tdxones estudiados. La transpiracion se ve favorecida por el elevado nimero de estomas, 1o que
contribuye a la movilizacion de nutrientes y con ello al rapido desarrollo anual de esta planta a
partir de los 4pices de crecimiento del rizoma que es lo Gnico que permanece vivo, aunque
durmiente, de este licopodio. Sus necesidades hidricas estdn plenamente satisfechas, dado que
coloniza los bordes de turberas y suelos higroturbosos decapitados o iniciales.

En cuanto al resto de los licopodios, presentan una ecologfa similar entre ellos con
pequefias variaciones que no parecen afectar a la densidad estomética, mostrando unas cifras
semejantes en el nimero total de estomas aunque no en la disposicién de los mismos.

Nota sobre la escala de las laminas 1-3.

Laescala que acompaiiaa _ _ _ corresponde a 100 p. _ _ _ _ corresponde a 1000 p.
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Fig. 1. Distribucién de los estomas en las microfilas.

1: Huperzia selago: Esporofilo/Trofofilo.

2-3:Lycopodium clavatum (arista representada con trazo discontinuo).2: Esporofilo.3: Trofofilo.

4-5: Lycopodium annotinum .4: Esporofilo.5: Trofofilo.

6-7-8: Diphasiastrum alpinum . 6: Esporofilo.7: Véstago erecto (porcién),

8: Trofofilo véstago rastrero.

9-10-11: Lycopodiella inundata. 9: Esporofilo.10: Trofofilo vistago erecto.11: Trofofilo véstago

rastrero.
En las microfilas dibujadas se ha representado a la izquierda el haz, con los estomas sombreados, y ala

derecha el envés, con los estomas perfilados.
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Léamina 1.
A-E: Huperzia selago . A: Esporofilo: haz.B: id : 4pice. C: Trofofilo vastago erecto: envés, zona
marginal. D: id : base foliar. E: Trofofilo vastago rastrero: haz, zona media.

F-I: Lycopodium clavatum . F: Esporofilo: envés, zona marginal. G: Trofofilo véstago erecto: haz.
H: id :envés. I: Trofofilo véstago rastrero: envés, zona media.
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Lamina 2.
A-E: Lycopodium annotinum. A: Esporofilo: haz. B: id :envés. C: Trofofilo véstago erecto: haz.

D: id : envés, E: Trofofilo vistago rastrero: haz.

F-I:Lycopodiella inundata. F: Esporofilo: envés. G: id :zona marginal basal. H: Trofofilo vdstago
erecto: haz zona basal. I: Trofofilo vastago rastrero: 4pice.
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Lémina 3.
A-I:Diphasiastrum alpinum. A:Esporofilo: haz zona media. B: id :envés. C: id :envészona
media. D: Trofofilo vastago erecto: haz. E: Vistago erecto: porcién del mismo. F:  id :inserci6n

de la microfila. G: Trofofilo vastago rastrero: haz zona media. H: Esporofilo: haz (sin tratar con
ultrasonidos). I: id : haz (tratado con ultrasonidos).
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ADDENDA I

Huperzia selago (L.) Benh. ex Schrank & Mart.

ANDORRA: Por encima del lago Tristaina. 2.400 msm. 27/8/70. Rivas-Martinez &
Costa (VF 2009). El Serrat. 2.200 msm. (CH 75 21). 13/9/81. Villar (VF 6235).

BURGOS: Puerto de Lunada. Pie de cantil calizo. 1.360 msm. (VN 47 80). 20/6/83.
P. Montserrat (JACA 163083).

HUESCA: Panticosa. 9/82. Villar, Stiibing & Iranzo. (VF 6253). Sallent de Géllego,
Paco de Culivillas. Campo de Troya. 1.950-2.000 msm. (YN 1138-1238). 25/8/83. Villar JACA
253083).

NAVARRA: Macizode Cincovillas, base del cantil norte de Mendaur. 1.100 msm. (XN
0479).23/7/84. ). Balaguer & A. M. Ibars (VF 13772). Ibidem (VF 13773). Isaba. Karst con pino
negro. Solanas y umbrias calizas. 1.700-1.900 msm. (XN 8157-8257). 12/7/83. L. Villar et al.
(JACA 204783).

Lycopodium annotinum L.

ANDORRA: El Serrat. Carretera de la Cabafia de Abarsetar d’ Arcalfs. 1.900 msm. 8/
8/78. Villar (VF 06231).

HAUTES PYRENEES (Francia): Entre Lac de Cap de Long y Lac d’Orédon. (BH
6644). 28/7/84. Ibars & Balaguer (VF 13777); Ibidem 18/9/86, Ibars, Iranzo, Leal & Vilar. (VF
14042).

Lycopodium clavatum L.

HUESCA: Canfranc. 9/81. Villar, Stiibing & Iranzo. (VF 6251); Ibidem Somport,
1.650msm. (YN 0241), 25/7/84 Ibars (VF 13774); Ibidem Sallent de Géllego, proximidades del
arroyo Espeluciecha, 1.850 msm. (YN 1041) 25/7/84 Ibars & Balaguer (VF 13775).

Diphasiastrum alpinum (L.) Holub

ANDORRA: El Serrat. 2.000 msm. (CH 7621) 13/9/81. Villar (VF 6254).

HUESCA: Sallent de Gillego. Proximidades del Barranco de Culivillas. 1.800 msm.
(YN 1139) 27/7/84. Balaguer, Villar & Ibars (VF 13776).

HAUTES PYRENEES (Francia): Entre Lac de Cap de Long y Lac d’Orédon. 2.100
msm. (BH 6644). 18/9/86. Ibars, Iranzo, Leal & Vilar (VF14041).

Lycopodiella inundata (L.) Holub

SALAMANCA: Emplazamientos hidroturbosos juntoala pista de El Maillo a Monsagro.
15/8/78. Rico (VF 08002). Ibidem 24/9/81 Ladero & Valle (VF 6252); Ibidem 29/9/84 Ibars,
Iranzo, Verdd & Vilar (VF 13795).
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