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1. INTRODUCCION

El presente estudio micromorfolégico, anatémico y cromosdmico estd basado en dos

especies vegetales incluidas en el Anexo lll (De Atencién Preferente) del Catdlogo de Flora
Protegida de Castilla y Ledn. Dicho catdlogo se crea, junto a la figura de proteccion
denominada Microrreserva de Flora, tras la publicacién en 2007 del DECRETO 63/2007, de 14
de junio, con el objetivo principal de preservar la biodiversidad y los recursos genéticos

vegetales.

Las especies estudiadas son Ephedra distachya L. subsp. distachya (Ephedraceae) y
Cerastium dubium (Bast.) Guépin (Caryophyllaceae). Se lleva a cabo el estudio histolégico y
micromorfoldgico de Ephedra distachya subsp. distachya, y el cromosémico de Cerastium
dubium.

El género Ephedra L. se encuentra dentro del grupo de las Gimnospermas y estd
compuesto por arbustos o subarbustos de ramas verdes, opuestas o pseudoverticiladas,
articuladas o no. Todas las especies dentro de él tienen las hojas reducidas a escamas,
soldadas en la base, y verdosas o de color castafo. Presentan conos axilares, generalmente
agrupados en bracteas membranaceas libres, y sacos polinicos 2(3)-loculares, dehiscentes por
hendidura transversal apical, reunidos en grupos de (2)4-8, sobre un pediculo, simulando un
estambre; rudimentos seminales con el tegumento prolongado apicalmente en forma de tubo
delgado (tubulo) y rodeados de pares de bracteas concrescentes. Pseudofruto (“sincarpo”)
globoso u oblongo, con 1-2 semillas cubiertas por 2-3(4) pares de bracteas imbricadas rojas o
amarillentas y carnosas en la madurez. (Amaral Franco, 1986).

Muchas de las especies del género Ephedra tienen aplicaciones en medicina. De ellas
se obtiene el alcaloide efedrina, con propiedades antiasmaticas, antitusigenas e hipertensoras.

Se decide realizar el estudio histolégico de Ephedra distachya L. subsp distachya
debido a que no existe ninguno previo elaborado en nuestro pais.

El género Cerastium L. se encuentra dentro del grupo de las Angiospermas y estd
compuesto por hierbas anuales o perennes, en ocasiones bienales, a menudo pelosas.
Presentan hojas opuestas, sésiles o subsésiles, de lineares a suborbiculares, sin estipulas.
Flores pentameras, a veces tetrameras, hipdginas, en cimas dicétomas, a veces solitarias, con
bracteas folidceas -pelosas por ambas caras u sin margen escarioso- o sepaloideas — glabras
por el haz, con o sin margen escarioso-. Sépalos libres. Pétalos bifidos o emarginados,
raramente enteros, blancos, a veces inexistentes. Estambres 5-10, muy raramente menos.
Estilos 5(3,4,6). Capsula en general netamente mayor que el cdliz, * cilindrica, dehiscente en el
apice por dientes cortos en doble nimero que el de estilos -10(8,6)-, rectos, con los bordes
planos o algo revolutos o mds raramente recurvados; placenta en general con funiculos muy
cortos, raramente de longitud igual o algo superior a la de las semillas. Semillas numerosas, +
reniformes, con tubérculos * salientes; testa fuertemente adherente o mas raramente libre en
su mayor parte. El indumento tiene morfologias muy variadas: los pelos pueden ser
glandulares, tectores rigidos o tectores “lanosos” (Rico, 1990)



La escasez de datos acerca de caracteres cromosomaticos en el género es relevante.
Para la especie Cerastium dubium en concreto existen Unicamente 7 recuentos
cromosomaticos, detallados en la tabla del apartado 4.2.

2. DESCRIPCION MORFOLOGICA DE LAS ESPECIES ESTUDIADAS

La descripcién morfoldgica de ambas especies esta basada en la Flora iberica [Vol. |
para el género Ephedra (Amaral Franco, 1986) y Vol. Il para el género Cerastium (Rico, 1990)].
Para la informacidn relativa a la biologia, ecologia, distribucién y conservacion de las especies
se ha consultado Delgado et al (2010) para Cerastium dubium y Sanchez Agudo et al (2010)
para Ephedra distachya subsp. distachya.

2.1.- Ephedra distachya L. subsp. distachya

NOMBRE CIENTIFICO

Ephedra distachya L., Sp. Pl.: 1040 (1753) subsp. distachya (EPHEDRACEAE)

NOMBRE COMUN

Se la conoce con el nombre vulgar de efredra rastrera.

DESCRIPCION MORFOLOGICA

Arbusto de hasta 1 m, profusamente rizomatoso. Ramillas 0,7-1 mm de didmetro,
ascendentes, de color verde claro o glaucas, verruculoso-asperas, dificilmente desarticulables.
Hojas de hasta 2 mm, verdes en el dorso y de margen escarioso, las mas viejas ceniciento-
blanquecinas. Conos masculinos 4-8 pares, en grupos oblongo-ovoides de 3-5 mm, sésiles o
pediculados; bracteas ovado-cocleariformes; sacos polinicos 2(3) loculares, deshiscentes por
una hendidura transversal apical. Conos femeninos con pediculo de 3-10 mm y 2 rudimentos
seminales, generalmente con 3(4) pares de bracteas; tubulo estiliforme c. 1,5 mm, recto.
Sincarpo 5-7 x 2,5-4 mm, ovoide; bracteas rojizas. Semillas que sobresalen netamente de las
bracteas. 2n = 24, 28. (Amaral Franco, 1986)



Imagen 1: Individuo de Ephedra distachya L. subsp. distachya de
la poblacion de los cerros de “La Flecha” (Cabrerizos, Salamanca)

Fuente: Elaboracion propia

En Castilla-Ledn estdn presentes las tres especies del género Ephedra que se citan para
la Peninsula Ibérica: Ephedra fragilis Desf., Ephedra nebrodensis Tineo ex Guss. y Ephedra
distachya L. subsp. distachya. Se reconocen entre si por caracteres como el grosor de las
ramillas —de 1,5-2,2 mm de diametro en E. fragilis, de 0,7-1 mm en E. distachya, y de 0,4-07
mm en E. nebrodensis-, la facilidad/dificultad en desarticular esas ramillas — facilmente en la
primera, dificilmente en las otras dos-, y por el color de las hojas viejas — ceniciento
blanquecinas en E. distachya y castafio oscuro en E. nebrodensis.

BIOLOGIA

Ephedra distachya subsp. distachya es una especie dioica que florece entre mayo y
julio, y fructifica entre agosto y septiembre. Su polinizacion es anemdfila y sus semillas se
dispersan por barocoria. Nimero cromosomatico: 2n = 24, 28 (Amaral Franco, 1986).

ECOLOGIA

Es una planta de suelos calcareos que prospera en cerros margosos, sobre suelos
yesosos, roquedos calcdreos y arenales.

En Castilla y Ledn crece formando parte de la vegetacion rala, xerdéfila y gipsicola, con
predominio de pequeiios caméfitos y nanoterdfitos, que se desarrolla en tesos margosocalizos
con afloramientos de yesos. La poblacidon estudiada, situada en los cerros de “La Flecha”
(Cabrerizos), se asienta sobre Regosoles calcareos (en fase litica), con textura franco-arcillo-
arenosa, con un horizonte A siempre con profundidad superior a 10 cm y cuya roca madre son
areniscas mdas o menos duras y compactas (en concreto, arcosas y gravas arcoésicas)- Garcia
Marcos, 1994-.



Mapa 1: Mapa geoldgico de la zona de los cerros de “La Flecha” (Cabrerizos, Salamanca).
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Localizacion de la poblacidn.

Fuente: Instituto Geoldgico y Minero de Espafia (MAGNA 50; Hoja 478).

En la parte superior llana de los cerros aparecen también Cambisoles éutricos, calcicos
y crodmicos, aunque no en la zona exacta en la que se encuentran las poblaciones.

Desde el punto de vista fitosociolégico se puede adscribir a la asociaciéon Lino
differentis-Lepidietum subulati, dentro de la alianza Rosmarinetea officinalis (incluida en la
Directiva Habitats dentro del habitat prioritario *1520)-mas tipicamente gipsicola-, o a la de
Artemisio herbae-albae-Santolinetum squarrosae, dentro de la alianza Salsolo vermiculatae-
Peganion harmalae (incluida en la Directiva Habitats dentro del habitat no prioritario 1430), -
con un mayor componente nitrofilo-. Estas formaciones presentan su dptimo en la zona
central de la Peninsula, con irradiaciones hacia el este y sureste (costa mediterrdnea y Almeria



principalmente) donde, al cambiar las condiciones climaticas, se produce un empobrecimiento
de especies.

Sus poblaciones se encuentran entre los pisos bioclimaticos termo vy
supramediterrdneo, de ombroclima seco a semidrido. Su rango altitudinal, segin Amaral
Franco (1986), en toda su distribucién, variaria de 0 a 1200 m.

DISTRIBUCION
Distribucion General (Corologia)

Esta subespecie esta distribuida de forma dispersa por el sur de Europa, y en el oeste y
centro de Asia. En la Peninsula Ibérica ocupa fundamentalmente la mitad este, llegando hacia
el oeste a través de la cuenca del Duero, siempre en suelos calizos.

Mapa 2: Distribucion general de E. distachya subsp. distachya en el oeste de las Regiones Mediterrdnea
y Eurosiberiana.

Fuente: Sanchez Agudo et al (2010).

Distribucion en Castilla y Leon

En Castilla-Ledn aparecen poblaciones en todas las provincias excepto en Segovia y en
Leén. Es mas frecuente en la zona centro, sobre todo en Palencia y Valladolid, llegando de
forma marginal hacia Salamanca y Soria.



Mapa 3: Distribucion de E. distachya subsp. distachya en Castilla y Ledn
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Fuente: Sanchez Agudo et al (2010).

Imagen 2: Poblacién de E. distachya subsp. distachya en los cerros de “La Flecha” (Cabrerizos,
Salamanca).

Fuente: Elaboracion propia



ABUNDANCIA Y ESTADO DE CONSERVACION

Esta especie tiene su optimo en las laderas margoso-yesosas, sometidas a fuerte
insolacién. Con frecuencia es el Unico biotipo arbustivo que aparece en esas laderas.

La poblacidn de E. distachya subsp. distachya estudiada (véase Tabla 1, pag. 16) es una
de las mas occidentales. Se desarrolla sobre las laderas arcésicas de unos tesos de baja altitud,
en orientacién suroeste, muy préximas a cultivos de secano. El nimero de individuos no llega
al centenar y en general son de pequefio porte (no mas de 50 cm).

Podemos decir que es un taxén raro a la escala regional, pero es un componente
habitual en los cerros calizos y yesosos del centro de Castilla y Ledn. Sus poblaciones no son
abundantes, aunque su grado de adaptacién es tan alto que son bastante estables y
resistentes a los cambios o alteraciones.

Segln Sanchez Agudo et al. (2010), aplicando los criterios de la UICN, esta especie
estaria considerada como “VULNERABLE”. Estos autores consideran que es una planta con
bastantes poblaciones conocidas en otras zonas de la Peninsula Ibérica (algunas no lejanas de
las castellano-leonesas, como las de Cuenca, La Rioja, etc.), por lo que estiman que lo mas
apropiado es mantener esa categoria de “DE ATENCION PREFERENTE” que se propone en el
Decreto 63/2007 de Flora Protegida de Castilla y Ledn.

FACTORES DE AMENAZA Y MEDIDAS DE GESTION ACONSEJABLES

A continuacion se enumeran, de mayor a menor importancia, todos los factores de
amenaza que podrian influir negativamente en el estado de conservacidn de la especie en la
region:

= Plantaciones artificiales: desde hace décadas los tesos donde esta especie crece en
Castilla y Ledn han sido sometidos a constantes reforestaciones, generalmente
utilizando Pinus pinea L., como ocurre en los cerros de “la Flecha” (véase Imagen 2, en
la que aparece la poblacién de la especie estudiada junto a ésta ultima), o Pinus
halepensis Mill. en otras zonas de Castilla y Ledn.

= Pistas: La existencia de una pista para bici-cross no solo reduce la superficie de la
poblacién, sino que ademas la fragmenta y da lugar a otros efectos negativos sobre la
especie: contaminacién, polvo, etc. Esto sucede concretamente en los cerros de La
Flecha.

= Urbanizacién dispersa: en los ultimos afios en los cerros préximos a La Flecha se han
construido numerosas zonas residenciales.
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= Cultivos: Aunque la elevada pendiente de las laderas impide cultivar en ellas, si que
puede afectar negativamente a la especie el uso indiscriminado de herbicidas, las
malas hierbas de cultivo, etc.

Como medidas preventivas y/o correctoras se pueden sefialar la realizacion periddica
de censos de la especie, el control de las actividades agricolas y ganaderas en las proximidades

de las poblaciones, la prohibicién de cualquier actuacion que suponga la destruccion o
modificacién de la cubierta vegetal y la recoleccién de germoplasma.

2.2.- Cerastium dubium (Bast.) Guépin

NOMBRE CIENTIFICO

Cerastium dubium (Bast.) Guépin, Fl. Maine & Loire: 267 (1830) (CARYOPHYLLACEAE).

NOMBRE COMUN

Sin nombre vulgar conocido en Castilla y Ledn.

DESCRIPCION MORFOLOGICA

Hierba anual, con tallos hasta de 35 cm, al menos uno erecto, algo acodados en la
base, pubescente-glandulosos al menos en la parte superior. Hojas 6-40 x 1-3 mm, opuestas,
sésiles, linear-lanceoladas, ciliado-glandulosas en los bordes, glabras o con algunos pelos
glandulares en ambas caras. Inflorescencias hasta de 25 flores, laxas, con pedicelos erectos,
filiformes, los mayores de longitud 1,3-3 veces la del caliz, glandular-pubescentes; bracteas
totalmente herbaceas o las superiores de estrechisimo margen escarioso. Céliz cuneado en la
base; sépalos 5, de 4-6 mm, libres, lanceolados, de margen escarioso, glandulares en el dorso.
Pétalos de longitud 1,3-1,5(2) veces la del céliz, bifidos hasta 1/4 de su longitud, glabros.
Estambres 10, glabros; anteras 0,4-0,6 mm. Estilos 3(4). Capsula 6-13 mm, hasta 2,5 veces mas
larga que el caliz, dehiscente por 6(8) dientes erectos, casi planos. Semillas 0,6-0,8 mm,
acastafado-amarillentas, con tubérculos subobtusos. 2n=38*(recuento extrapeninsular) -Rico,
1990-.

Imagen 3: Ejemplar de Cerastium dubium de las poblaciones presentes
en la comarca de La Armufia (Salamanca).

Fuente: Elaboracion propia
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Segun Delgado et al (2010), en las poblaciones presentes en la provincia de Avila,
Cerastium dubium podria confundirse con C. cerastoides (L.) Britton, con la que esta préoxima
desde el punto de vista filogenético.

Se distinguen morfolégicamente en que C. cerastioides es una planta perenne con
tallos glabros o con una linea de pelos cortos en cada entrenudo, mientras que C. dubium es
anual y presenta tallos pubescente-glandulosos, y también por su ecologia, ya que C
cerastoides aparece en lugares humedos de alta montafia en altitudes superiores a los 1600
m.s.n.m., y C. dubium vive en pastos densos proximos a zonas encharcadas y algo salobres
entre los 800 y 1100 m de altitud.

BIOLOGIA

Planta hermafrodita que florece entre abril y junio. Se trata de una especie con
polinizacién entomoéfila inespecifica y dispersién a corta distancia por barocoria.

Para esta especie no existen recuentos cromosomaticos realizados en la Peninsula Ibérica,
razén por la cual esta tarea se ha llevado a cabo en este trabajo. En el resto de su distribucién
existen recuentos en poblaciones europeas de 2n = 38 (Starlinger 2000) n = 19 (Celebioglu &
Favarger) y un recuento haploide en Norte América de n= 18 (Shildneck & Jones, 1986).

ECOLOGIA

Cerastium dubium se encuentra en pastos halosubnitréfilos, densos, con zonas que se
encharcan temporalmente, correspondientes a majadales basoéfilos. La poblacién estudiada se
ubica en el prado de “Las Abuelas”, en Monterrubio de la Armufia (Salamanca). Se encuentra
en la llamada (desde el punto de vista geoldgico) “Depresion de Monterrubio”, la cual estd
colmatada por arcillas grises oscuras, que en superficie se cubren de eflorescencias salinas y
que desarrollan, en épocas de sequia, grandes grietas de desecacidon y microrrelieve gilgai ,y
que tiene el nivel fredtico muy cerca de la superficie. Esta depresién se ha formado en la
confluencia de cuatro o cinco arroyos estacionales que drenan las arenas feldespaticas y que
producen encharcamientos temporales (Santos Francés et al. 2014).

Desde el punto de vista edafolégico esta poblacidn de C. dubium se encuentra
asentada sobre vertisoles cdlcicos, suelos formados por arcillas tipo montmorillonita en la capa
mas superficial, y arcilla gris hasta los 80-90 cm. Ademas presentan un pH neutro, gracias al
calcio, beneficioso para la mayoria de las plantas. Hay que decir que, aunque sus propiedades
qguimicas sean muy buenas, las fisicas no lo son: en épocas de sequia se endurece demasiado, y
en épocas humedas se vuelve demasiado plastico (Santos Francés et al. 2014).
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Mapa 4: Mapa geoldgico de la zona del prado de “Las Abuelas”
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Localizacién de la poblacién.

Fuente: Instituto Geoldgico y Minero de Espaifia (MAGNA 50; Hoja 452).

Dichas zonas se caracterizan floristica y fisionédmicamente por Poa bulbosa L. y
Trifolium ornithopodioides (L) Sm. y que se adscriben al Trifolio ornithopodioidis-Poetum
bulbosae del Astragalion sesamei-Poion bulbosae (Ladero et al, 1997). En estos pastos también
se presentan teroéfitos haléfilos como Hordeum marinum Huds. que forma un pasto propio del
Polypogo maritimi-Hordeetum marini del Hordeion marini). En determinadas zonas de estos
pastos, con mayor humedad y encharcamiento, se instalan formaciones de carices de dificil
adscripcidn fitosociolégica entre las que destacan las formadas por Carex divisa Huds.
Catenalmente con estos pastos suelen aparecen especies perennes como Camphorosma
monspeliaca L., Plantago maritima L. y Puccinellia caespitosa Julia & J. M. Monts. que forman
parte de diversas comunidades vegetales del Puccinellion caepitosae.

Cerastium dubium abunda en zonas ligeramente encharcadas del majadal aunque
también suele aparecer de manera esporddica en lugares menos himedos, donde predomina
Poa bulbosa, o en zonas mas encharcadas donde domina Carex divisa. Esta cariofilacea
también aparece puntualmente en pequefos calveros junto a Myosurus minimus L.
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Imagen 4: Poblacion de Cerastium dubium en una de las pequefias depresiones encharcables en la
comarca de La Armunfia (Salamanca). Los puntos blancos que aparecen en la fotografia corresponden a
ejemplares de C. dubium en flor.

Fuente: Elaboracion propia

En la Peninsula Ibérica aparece en la provincia Mediterrdnea lbérica Occidental
(subprovincia Carpetano-Leonesa; sectores Guadarramico y Salmantino) y en la provincia
Mediterranea lbérica Central (subprovincia Castellana; sector Castellano Duriense). En Castilla
y Ledn el rango de altitud en el que vive C. dubium es de 800 a 1100 m.s.n.m. Todas las
poblaciones quedan incluidas dentro del piso bioclimatico Supramediterraneo.

DISTRIBUCION
Distribucion General (Corologia)

Distribuida por el C y S de Europa, el W de Asia y el N de Africa (Rico, 1990) e
introducida recientemente en Norte América. En la Peninsula Ibérica se encuentra
exclusivamente en Castilla y Ledn, en algunos enclaves de la cuenca del Duero pertenecientes
a las provincias de Salamanca y Avila.
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Mapa 5: Distribucion general de Cerastium dubium en el oeste de las Regiones Mediterraneay
Eurosiberiana.

Fuente: Delgado et al (2010).

Distribucion en Castilla y Ledn

Cerastium dubium se encuentra en Castilla y Ledn en las provincias de Salamanca y
Avila, en zonas dentro de la cuenca del Duero. Segtin Delgado et al (2010), hasta la fecha se
conocen 9 poblaciones (4 en Avila y 5 en Salamanca) localizadas en las comarcas salmantinas
de La Armufia y Campo de Pefiaranda, y en las abulenses de la Morafia y Valle de Amblés. Estas
poblaciones son las Unicas que se conocen en la Peninsula Ibérica. Las poblaciones mas
proximas conocidas son del SW de Francia (véase Mapa 5).

Las primeras recolecciones de C. dubium en la Peninsula Ibérica se realizaron en dos

municipios de Salamanca (San Cristdbal de la Cuesta y Pedrosillo el Ralo) en 1967. Afios mas
tarde se encontraron las poblaciones del Valle de Amblés (Avila), y posteriormente las demds.
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Mapa 6: Distribucion de Cerastium dubium en Castilla y Ledn
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Fuente: Delgado et al (2010).

ABUNDANCIA Y ESTADO DE CONSERVACION

Cerastium dubium es una planta rara en Castilla y Ledn y mas aun en la Peninsula
Ibérica. En concreto, en la poblacidn de Monterrubio de Armufia se estimaron mas de 10.000
individuos en el censo realizado en 2010 (Delgado et al. 2010). Alcanza un estado de
conservacién optimo en pastos basdéfilos o neutros, densos, con cierto grado de salinidad y
encharcados a comienzos de la primavera. Estos prados estan formados por un mosaico de
comunidades vegetales dominadas por Poa bulbosa, Trifolium ornithopodioides y Hordeum
marinum. En general, estos pastos son utilizados para el pastoreo de ganado ovino que,
siempre que sea moderado, favorece el desarrollo y la expansién de estas comunidades.

Segln Delgado et al. (2010), el régimen de precipitaciones al comienzo de la primavera
es un factor determinante en la germinacion de las semillas de C. dubium. Asi, si no se produce
un cierto encharcamiento en los lugares donde se desarrollan las poblaciones de esta planta, el
nuimero de ejemplares serad bajo. Dicha situacién tuvo lugar este afio (2016) en la zona de La
Armunia. En el momento de ir a recoger el material para el estudio cromosémico (marzo), se
detectd que el numero de ejemplares que conformaban las poblaciones no era excesivamente
alto.
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A nivel nacional la categoria asignada en la ultima Lista Roja (Moreno, 2008) es NT
(Especie casi amenazada), debido a la enorme fluctuacidon del nimero de individuos en las
poblaciones segln en qué afio se haga la observacidn.

En el Decreto 63/2007 de la normativa de la Junta de Castilla y Ledn figura dentro de la
categoria “De Atencidn Preferente”. Si se aplicaran los criterios y subcriterios utilizados en la
catalogacion UICN en Castilla y Ledn, la categoria que le corresponderia seria la de VU,
“Vulnerable”. No obstante, se considera que es una planta de area amplia y relativamente
abundante en otras zonas de Europa o Asia, parece lo mas apropiado mantener esa categoria
de “De Atencidn Preferente” (Delgado et al. 2010).

FACTORES DE AMENAZA Y MEDIDAS DE GESTION ACONSEJABLES

A continuaciéon se enumeran todos los factores de amenaza que podrian influir
negativamente en el estado de conservacién de la especie, de mayor a menor importancia:

= Drenaje: ademas de desecar el suelo y modificar asi las condiciones fisico-quimicas
propicias para el desarrollo del majadal, estas infraestructuras han eliminado
directamente extensas manchas de C. dubium.

= Amontonamiento o deposicion de materiales de excavacidn: esta amenaza se ha
observado en el prado “Los Salinares” (La Orbada, Salamanca) donde se presenta una
de las mejores poblaciones de C. dubium. Esta amenaza se acentla debido al hecho de
que, al no poder construir ni cultivar la zona, se aprovecha como escombrera de forma
ilegal.

= Pastoreo: se ha comprobado que un pastoreo moderado y disperso (no vallado en una
Unica zona) es beneficioso para el crecimiento y desarrollo de las poblaciones. En
poblaciones donde se ha sustituido el pastoreo ovino por el bovino se ha observado un
deterioro en la composicién floristica (predominando plantas nitréfilas), en la
estructura de las comunidades vegetales asi como también en el suelo que es mas
compacto y duro.

=  Cultivo: posible causa de amenaza que puede afectar directamente a determinadas
poblaciones de esta especie. La extensidn de los cultivos y la consiguiente reduccidn
del area ocupada por la poblacién podria significar una clara reduccién de los
individuos.

= Zonas urbanizadas para la construccion de viviendas: se trata de una posible causa de
amenaza ya que en ninguno de los prados donde estd C. dubium estan siendo
urbanizados. Sin embargo, se incluye este epigrafe debido a la proximidad del nucleo
urbano de Monterrubio de Armufia al prado donde se presenta la poblacién de C
dubium.
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Algunas medidas de gestion que podrian aplicarse serian: la propuesta de una
microrreserva de flora en la poblacién situada en el prado de “Las Abuelas”, en Monterrubio
de la Armufia, la de mayor riqueza de individuos y mejor conservada (ya en tramite), la
prohibicién de cualquier actividad que conlleve destruccién directa de las poblaciones, y
también de aquellas que modifiquen el nivel fredtico de los prados; el control y la regulacién
del uso ganadero en estos prados, o la realizacién de censos periédicos de la especie, entre
otras.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1.- Recoleccidn del material biolégico

En la siguiente tabla se indican los datos de las localidades de las poblaciones
estudiadas de Ephedra distachya subsp. distachya y Cerastium dubium:

Tabla 1: Localizacidn geografica de las poblaciones estudiadas.

ESPECIE UBICACION DE LA COORDENADAS DEL LUGAR

POBLACION ESTUDIADA

Ephedra distachya subsp. Espana: Salamanca: 40°58’ 70 N
distachya Cabrerizos; Cerros de La

Flecha. 850 m.s.n.m. 5935’07 0

Cerastium dubium Espaia: Salamanca: 41°2’°10” N

Monterrubio de La Armufia;
Prado “Las Abuelas”. 804 5938"30” 0
m.s.n.m.

Fuente: Elaboracion propia

La poblacidn de Ephedra distachya subsp. distachya presente en los cerros de La
Flecha no llega al centenar de individuos, como se ha sefialado anteriormente. Las que se
encuentran en zonas mas orientales de la Peninsula constan de un mayor nimero de
individuos, pero ninguna poblacidn alcanza los 1000. Aunque cada poblacién tenga un nimero
reducido de ejemplares, existen bastantes poblaciones en Espafia y todas ellas son bastante
estables y resistentes a los cambios (Delgado et al., 2010).

Se recogieron dos ejemplares: uno para realizar el estudio histolégico, en fragmentos
(tallo y raiz) de aproximadamente 2 centimetros, intentando tomar algin segmento del tallo
con una escama en buen estado, y otro para crear un pliego de la especie y adjuntarlo al
herbario de Salamanca (SALA).

En el caso de Cerastium dubium solo se conocen 9 poblaciones en la Peninsula, 4 en
Avila y 5 en Salamanca. La poblacién estudiada (Monterrubio de la Armufia) es localmente
abundante, con un nimero elevado de ejemplares. Cabe sefalar que el Ultimo recuento se
llevo a cabo en el afio 2010, pero en la visita realizada en abril de 2016 para la recogida del
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material se advirtié un notable descenso de los individuos debido a las escasas precipitaciones
en el mes de abril.

En este caso se recogieron unos 15-20 botones florales de distinto tamafio y grado de
desarrollo para el estudio cariolégico, y varios ejemplares con raiz, tallo, hojas y flores bien
desarrolladas para crear un pliego de la especie y adjuntarlo al herbario de Salamanca (SALA).

3.2.- Procedimientos y materiales utilizados

Para la identificacién de los diferentes caracteres histoldgicos, carioldgicos vy
morfoldgicos, se llevan a cabo las siguientes técnicas:

3.2.1.- Técnica histoldgica
La técnica histoldgica que consta de varios pasos:

1. Fijacién del tejido vivo

2. Inclusiéon del mismo en parafina

3. Corte del tejido con un micrétomo (12 micras)

4. Desparafinado y tincidn de los cortes histoldgicos
5. Lavado, estabilizacion y montaje de la preparacion

6. Observacién de los cortes tefiidos al microscopio

Fijacidn del tejido vivo

Fijar una célula consiste en conservarla en un estado lo mas parecido posible al estado
vivo, intentando mantener todas sus partes, sin que aparezcan nuevas estructuras producidas
artificialmente.

La fijacion se realizé in situ (Imagen 5). Una vez localizados los ejemplares, se cortd
parte del tallo con escamas y de la raiz (en el caso de E. distachya).

El fijador que se ha utilizado es Karpechenco, que esta formado por una disolucién A
que contiene agua destilada 6% y formaldehido 2%, y una disoluciéon B, que contiene acido
acético al 20% y oxido crémico al 2%. Este fijador permite que los tejidos se mantengan en las
mismas condiciones que antes de ser cortados debido a:

= Sugran velocidad de penetracion y fijacion.

= Es acido, de manera que coagula las proteinas de forma paulatina para que las células
no sufran retracciones.

= No endurece demasiado los tejidos.
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El material una vez fijado necesita conservarse en frio, por tanto, para su traslado se
empledé una nevera portdtil. Los tejidos han permanecido con el fijador 24 horas en una
camara frigorifica, aunque pueden estar incluso afios. Al sacarlos, se lavaron y se mantuvieron
en agua de 4-24 horas.

Imagen 5: Fijacidon “in situ” de tallo y raiz de E. distachya subsp. distachya.

Fuente: Luz Maria Mufioz Centeno (Tutora del trabajo).

Inclusion en parafina

La observacién de los distintos tejidos vegetales con microscopio dptico viene limitada
por la opacidad de los mismos; para obtener cortes lo suficientemente delgados como para
que la luz pase a través de ellos es necesario incluir previamente el material en alguna
sustancia que actie como soporte y cortar después el bloque con un micrétomo.

El soporte que se ha utilizado es la parafina. La parafina es una sustancia de aspecto
ceroso que esta formada por mezclas de hidrocarburos saturados. A temperatura ambiente es
solida y su punto de fusién puede variar entre los 40 y 702C segun su composicion. Por tanto,
para obtener la parafina liquida habra que colocar las lentejas (Imagen 6) en un vaso de
precipitados e introducirlo en la estufa a la temperatura indicada.

Imagen 6: Lentejas de parafina utilizadas en el laboratorio.

20

Fuente: Elaboracion propia.



Un problema que se plantea es que la parafina no es miscible con agua (hidréfoba),

mientras que todos los tejidos vegetales estan hidratados. Esto implica que, para que la

parafina liquida pueda penetrar por completo en el tejido, éste ha de deshidratarse

previamente y sustituir el agua por un solvente organico. Este proceso consta de varias fases:

La deshidratacién del tejido en alcoholes. Se empieza por alcohol etilico al 5%, al 10% y
al 30% sucesivamente (1-2 horas en cada uno) y se continta por la serie de TBA
(alcohol butilico terciario), con una parte hidréfoba y otra hidrdfila, permitiendo la
unién del material vegetal con la parafina.

La serie TBA es una mezcla de agua destilada, alcohol de 96° y TBA (Imagen 7) y
consta de 6 series en las que se va aumentando la concentracidn de alcohol:

=  50% (50 ml agua, 40 ml alcohol 96°, 10 ml TBA) y 50% de agua destilada.
= 70% (30 ml agua, 50 ml alcohol 96°, 20 ml TBA) y 30% de agua destilada.
= 85% (15 ml agua, 75 ml alcohol 96°, 35 ml TBA) y 15% de agua destilada.
= 95% (45 ml agua, 95 ml alcohol 96°, 35 mI TBA) y 5% de agua destilada.

= 100% (25 ml alcohol absoluto, 75 ml TBA).

= 100% TBA

El material debe permanecer en las 4 primeras series (50%, 70%, 85% y 95%)
entre 2 y 4 horas, menos de 24 horas en la quinta y unas 8 horas en la ultima.

Imagen 7: Etanol 96% y etanol puro utilizados.

!
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Fuente: Elaboracién propia.

Una vez deshidratados los tejidos con alcohol, hay que incluirlos en parafina liquida.
Para ello se toman varios recipientes (que contengan 50% de TBA y 50% de parafina
liquida) y se colocan dos o tres fragmentos (tallo y raiz) de la muestra en cada uno. Los
recipientes se introducen en la estufa a 60°C durante 4-5 horas. Posteriormente, se
traspasan las muestras a frascos de cristal con parafina liquida 100% y se introducen
en la estufa a la misma temperatura y durante 24 horas. La parafina liquida se renueva
dos veces, con la finalidad de eliminar los restos de TBA que pudiesen contener estos
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tejidos. Finalmente, se trasladan los tejidos a moldes con parafina liquida y se dejan
solidificar a temperatura ambiente durante 24 horas (Imagen 8), identificandolos
correctamente (papel con nombre de la especie y parte de la planta).

Imagen 8: Bloque de parafina con raiz de E. distachya subsp. distachya

Fuente: Elaboracion propia.

La primera inclusion en parafina de las muestras de raiz no fue del todo efectiva,
puesto que la parafina no penetrd bien en la raiz. Hubo que deshacer algunos de los bloques,
dejar de nuevo las muestras inmersas en parafina liquida durante aproximadamente 24 horas,
y hacer los bloques de nuevo. Con esta segunda inclusidon se solventd el problema y se
pudieron realizar los cortes correctamente.

Corte del tejido con un microtomo

Los microtomos son aparatos destinados a cortar el material incluido en parafina.
Todos poseen varias partes comunes: una cuchilla, un portabloques y un sistema mecanico
que permite acercar el bloque de parafina a la cuchilla, a una distancia que se corresponde con
el grosor de la seccidn que pretendemos obtener (en este caso 12 um) y realizar el corte.

Hay varios tipos de microtomos pero en este estudio se ha utilizado el microtomo de

rotacion tipo Minot, el cual provoca el corte gracias a la transformacidn de un movimiento de
rotacion en otro de ascenso y descenso del portamuestras.
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Imagen 9: Microtomo de rotacidn tipo Minot y sus partes

Manivela derotacion

Ruleta para fijar grosor de cortes

Portamuestras

Cuchilla

Fuente: Elaboracion propia

Antes de llevar a cabo los cortes con el microtomo se tallan los bloques de parafina en
forma de pirdmide truncada dejando 3-4 mm alrededor de la pieza. El bloque tallado debe
contener caras paralelas para permitir una buena orientacion y corte de la muestra.
Posteriormente se coloca en el microtomo dejando una de las aristas paralelas al filo de la
cuchillay se empiezan a realizar cortes de 12 micras, que salen adheridos formando una tira
(Imagen 10). Estas tiras se manipulan con lancetas y pinzas, y antes de su fijacion en el
portaobjetos, se estiran para que el tejido quede perfectamente estirado. Para ello, se coloca
la cinta sobre agua a 40°C en el bafio maria.

Imagen 10: Tiras de parafina

Fuente: Elaboracion propia.

Antes de colocar la tira sobre el portaobjetos, éste debe estar previamente tratado
para que el tejido quede perfectamente adherido a él. Para ello se extiende sobre él una o dos
gotas de albimina glicerinada con un pincel (Imagen 11). La albimina glicerinada o albumina

23



de Mayer es un adhesivo elaborado de forma manual con de clara de huevo (albimina) y
glicerina en igual proporcion. Las claras se baten a punto de nieve y se filtran con un colador.
Una vez hecho esto se mezclan con glicerina y se afiaden unos cristales de timol para evitar el
ataque bacteriano.

Cuando la tira este lo suficientemente estirada (pasados 1-2 minutos), se recoge con el
portaobjetos y se deja secar a temperatura ambiente durante 24 horas (Imagen 12).

Imagen 11: Albumina glicerinada

Fuente: Elaboracidn propia.

Imagen 12: Secado de las tiras

Fuente: Elaboracidn propia.
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Para realizar los siguientes procesos de forma mas rapida y efectiva se utiliza una
cestilla en la que se colocan 10 portaobjetos a la vez, la cual se va pasando de un cristalizador a
otro.

Desparafinado y tincion de los cortes histolégicos

Es necesario tefir las muestras para poder distinguir los diferentes tejidos que
conforman los érganos. El problema que se plantea en este proceso es que los colorantes
estan en disolucidn acuosa y por tanto, hay que eliminar la parafina y volver a hidratar de
nuevo los tejidos para que el colorante pueda teiiirlos. El proceso que se lleva a cabo para ello
es el siguiente:

I Se disuelve la parafina introduciendo los cortes en dos bafos de xilol durante 3
minutos en cada uno.

Il. Se hidratan los cortes pasandolos (2 minutos en cada disolucién) por una serie de
alcoholes de graduacion decreciente (100%, 96%, 85%, 70%, 60%, 50%) hasta llegar al
agua destilada (dejar la muestra por lo menos 1 hora en ella).

M. Se destruyen los organulos internos (para que no interfieran en la observacion
posterior de los tejidos) pasando los cortes por un bafio de hipoclorito sédico al 10%
durante 1 minuto.

V. Se pasan los cortes por tres bafios de acido acético al 5% (1 minuto en cada uno) para
eliminar cualquier resto de hipoclorito sédico, evitando asi que el azul alcian precipite.

Una vez acabado el desparafinado comienza la tincion. La tincién se realiza mediante
bafios secuenciales de diferentes colorantes y reactivos (Imagen 13). Para tefir las muestras
se utiliza la tincion FASGA (Tolivia, D. et al. 1987) en la que se mezclan dos colorantes
compatibles, la safranina y el azul alcian. Su composicién exacta es: 20 ml de agua destilada, 30
ml de glicerina, 14 ml de azul alcian, 1 ml de acido acético y 3 ml de safranina al 1%. Las
diferentes estructuras de las plantas quedan tefiidas de la siguiente forma:

= Paredes de celulosa: verde o azul (varios tonos)
= Esclerénquima: generalmente rosa o rojo

= Colénquima: verde o azul-violaceo

= Lignina: rojo (varios tonos).

=  Suberina: roja o rojo-anaranjada

= Cutina: roja y rojo-anaranjada

= Taninos: generalmente rojizos

Se dejan los cortes en la solucién de tincién durante al menos 10 minutos a
temperatura ambiente, y después se procede al lavado, estabilizacidn y montaje de las
preparaciones.
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Lavado, estabilizaciéon y montaje de la preparacion

Para eliminar el exceso de colorante se introducen las preparaciones durante 1 minuto
aproximadamente en un cristalizador con agua destilada. Una vez hecho esto, y con el fin de
estabilizar las preparaciones, se introducen en acido fosfotingstico durante 3 minutos, y
después de nuevo en agua destilada para lavarlas, esta vez durante 5 minutos.

Para el montaje de la preparacion se emplea un pegamento organico utilizado para
unir los cubres al portaobjetos. Al utilizar este pegamento hidréfobo hay que volver a pasar

cada muestra, mediante un bafio simple, por alcohol de 100° y xilol para volver a deshidratar.

Finalmente, se dejan secar las muestras como minimo durante 15 minutos antes de
observarlas al microscopio.

Imagen 13: Proceso de desparafinado, tincion, lavado y estabilizacién de muestras.

Fuente: Elaboracion propia.

Debido al grosor y la dureza de la raiz, muchos de los cortes se despegaron del
portaobjetos durante el proceso de desparafinado, tincidon, lavado y estabilizacién, por lo que
hubo que afiadir a las preparaciones posteriores mds cantidad de la normal de albimina
glicerinada para que los cortes de raiz quedaran bien adheridos al portaobjetos.
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Observacion de los cortes tefidos al microscopio

Una vez preparadas las muestras para su observacion, se procede a buscar el mejor
corte para su estudio. Para observar los tejidos una vez tefiidos es necesario utilizar un
microscopio. En este trabajo se ha utilizado en concreto el microscopio éptico Olympus
CHCO11.

Imagen 14: Microscopio utilizado.

Fuente: Elaboracion propia

Se observan los cortes a 10x10 aumentos para ver su aspecto y estructura general, y
después a 10x40 para analizar su estructura interna. El mejor corte sera aquel que no esté roto
(muchos se fragmentan a lo largo del proceso), que esté también bien tefiido (ni exceso ni falta
de colorante), y aquel cuyos tejidos y estructuras se distingan con claridad.

3.2.2.- Estudio carioldgico

El estudio carioldgico consistio en realizar el recuento cromosdmico a partir de
botones florales. Para realizar este recuento tenemos que tener en cuenta las diferentes fases
de la division nuclear. De las diferentes fases en que se divide la mitosis (profase, metafase,
anafase y telofase) es la metafase la que se utiliza para realizar el recuento cromosdmico ya
que es en esta fase cuando los cromosomas estan en su mayor grado de condensacién. Es
necesario matizar que sélo sirven aquellas células que se encuentran en metafase polar ya que
las metafases ecuatoriales no sirven para el recuento al estar los cromosomas muy préximos
entre si.

Para conocer la dotacién cromosémica de una planta es muy importante hacer una

buena eleccion del material de partida. Por eso, para este estudio es necesario obtener
botones florales que contengan gineceos lo mas inmaduros posible.
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Los pasos a seguir para efectuar este procedimiento los podemos resumir en:

1. Recogida vy fijacidn del tejido vivo
2. Hidrolisis y tincion
3. Preparacidon y montaje de las muestras

4. Observacion de las muestras al microscopio.

Recogida y fijacion del tejido vivo

Las primeras preparaciones se elaboraron en noviembre-diciembre de 2015, utilizando
material recogido en primavera de 2011. Debido al largo tiempo que llevaban las muestras
(botones florales) en el fijador, la mayoria de las preparaciones no salieron del todo nitidas.
Para remediarlo se recogieron nuevas muestras en marzo de 2016, y se realizaron 4 nuevas
preparaciones con ellas.

En primer lugar, se fijaron los botones florales de Cerastium dubium en frascos de
cristal con un fijador formado por etanol y acido acético y en una concentracién 3:1 para
conservarlo en un estado lo mas parecido al estado vivo posible. La accidn del acido acético
provoca una desnaturalizaciéon de las histonas, rompiendo parte de las uniones existentes
entre el ADN y los aminodcidos de estas proteinas, facilitando asi, en pasos posteriores, la
union del colorante al ADN.

El acido acético tiene el inconveniente de producir fuertes cambios osmaticos en las
células, pudiendo provocar la rotura de la membrana plasmatica. Por ello, se utilizé también el
etanol cuya funcidn es paralizar todas las reacciones enzimaticas y deshidratar los tejidos
vegetales, endureciéndolos sin causar deformaciones en los cromosomas. Esta fijacion se
realizd en el campo y posteriormente se llevaron al laboratorio, donde se mantuvieron durante
varios dias en una camara frigorifica.

Imagen 15: Detalle de la recogida y fijacion de botones florales
de C. dubium.

Fuente: Luis Delgado Sanchez (Cotutor del trabajo).

28



Hidrolisis y tincion

La hidrolisis produce una ruptura de las uniones celulares y un ablandamiento de la
pared celular, facilitando la penetracion del colorante.

El protocolo seguido fue el siguiente: una vez fijado el material, se vierten en un vidrio
de reloj unas gotas de fijador junto con 3 botones florales con gineceos de entre 0,5y 1 mm de
longitud. A continuacion se echa en un portaobjetos un poco de fijador junto con varios
gineceos (2-3 segun tamafio) y se limpia el resto del fijador con papel de filtro sin dejar que se
sequen en ningun momento los gineceos. Después se afade el colorante. En este caso se
emplea orceina acética al 2%, ya que proporciona un alto contraste de los cromosomas sobre
el citoplasma y es mas selectivo que otros colorantes (La Cour, 1954). Para ablandar la pared
celular y facilitar ain mas la penetracién del colorante en las células se afiade HCl 1N como
agente hidrolizante en una proporcion 9:1 (9 ml de disolucién de orceina acética y 1 ml de
HCI). Ademas de utilizar HCl también se aplica calor con un mechero Buchner para ablandar
aun mas las paredes.

Imagen 16: De izquierda a derecha, fijador con botones florales, orceina acética y acido acético.

Fuente: Elaboracion propia.

Preparacidon y montaje de las muestras

En primer lugar, se eliminan con papel de filtro los restos del colorante que queden
aun liquidos tras pasar el porta durante 3 veces por el mechero, con un intervalo de 10
minutos entre cada una. Después se afladen unas gotas de acido acético al 45% para retirar el
exceso de colorante hasta que el portaobjetos quede limpio, siempre teniendo en cuenta que
los gineceos deben estar himedos de continuo (no hay que retirar por completo los restos de
acido acético). Una vez lavada la muestra, se coloca un cubreobjetos encima.

Posterior a la preparacién y montaje de las muestras, se utiliza la técnica que se

conoce como “método por aplastamiento o squash” (La Cour, 1954), una de las mas utilizadas
en cariologia. Se coloca papel de filtro cubriendo parte del cubreobjetos y presionando con
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firmeza la muestra contra la mesa. Una vez adoptada la posicién correcta, se dan golpes secos
pero no muy fuertes (para evitar resquebrajar el cubreobjetos) sobre la muestra con el mango
de una lanceta. La finalidad de este procedimiento es acabar de romper los tejidos y separar
bien las células para su posterior observacién. Finalmente, se sella el cubre al portaobjetos con
esmalte de uias, se deja secar unos minutos y se observa al microscopio 6ptico.

Imagen 17: Material de trabajo para la preparacién de las muestras del estudio cariolégico.

Fuente: Elaboracion propia.

Ademas de las preparaciones elaboradas para el recuento cromosomatico, también se
realizaron preparaciones con anteras, en este caso sin necesidad de proceso de tincién. Todas
las anteras median 0,3 mm.

Observacion de las muestras al microscopio

La observacién de las preparaciones se lleva cabo con un microscopio Olympus
CHCO11. Se realiza un barrido exhaustivo de la muestra 10x40 aumentos en primer lugar, y se
van apuntando, las coordenadas de la muestra de aquellas células que nos pueden servir.
Después se observan las células anotadas empleando un objetivo de inmersién en aceite x100
con un ocular x10.

Las fotografias digitales fueron obtenidas con un microscopio Nikon HFX-II tipo 115 al
que se le acopld una camara digital.
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3.2.3.- Pliegos de herbario

Aungque no se llevé a cabo un estudio micromorfoldgico de las especies debido a que
ya existian otros anteriores, si que se recogid un ejemplar de cada una para anadirlo al
herbario de la Universidad de Salamanca (SALA).

Los pliegos se enviaron con sus correspondientes referencias al herbario para que
fueran incluidos en él pero, a fecha de entrega de este trabajo, aun no les habia asignado un
numero de pliego.

Imagen 18: Pliego de Ephedra distachya subsp. distachya

Fuente: Elaboracidn propia.
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Imagen 19: Pliego de Ephedra distachya subsp. distachya.

Fuente: Elaboracion propia

4. RESULTADOS

4.1. Histologia
Para el estudio histolégico se han realizado un total de 60 preparaciones, escogiendo
después aquellas donde los tejidos se diferenciaran mas claramente. Se seleccionaron 11

muestras de cortes de tallos con escamas y de raices.

4.1.1.- Descripcion de los tejidos del tallo

Ephedra distachya subsp. distachya pertenece, como ya se ha mencionado, al grupo de
las Gimnospermas, con lo que tendra un grado de evolucidn menor a las Angiospermas.

Las Gimnospermas tienen menos evolucionado su sistema vascular. En vez de formar
largos vasos continuos, esos vasos estan formados por células que se suceden con sus paredes
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comunes perforadas (traqueidas o células cribosas). Esta es la razén de que, al realizar los
cortes con el microtomo, se rasguen mas facilmente, sobre todo el floema, ya que las células
gue lo forman tienen las paredes de celulosa, mientras que las paredes del xilema estan
formadas por células muertas lignificadas, mucho mas resistentes. Esto se debe a que los vasos
de xilema deben ser mucho mds duros para poder absorber la mayor cantidad de agua y sales
minerales posible, siendo prioridad soportar una gran presién, mientras que en el caso del
floema estan constituidas de celulosa, un tejido vivo y que permite el paso de los nutrientes a
través de él.

La parte externa del tallo de Ephedra distachya subsp. distachya esta recubierta por
una cuticula, que estd compuesta por una cubierta superior de ceras epicuticulares, seguida
por otra capa inferior formada por cutina y ceras mezcladas con sustancias de la pared celular,
pectinas, celulosa y otros carbohidratos, los cuales constituyen la capa cuticular. La
composicion quimica exacta de la cuticula de E. distachya subsp. distachya se desconoce, pero
siempre el componente mayoritario es la cutina (compuesto formado principalmente por
acidos grasos de 16 carbonos), ya que constituye una proporcion que varia desde 40 a 80 % del
peso (Tafolla-Arellano et al. 2013).

Los diferentes tejidos se distinguen gracias a la coloracién diferencial: la safranina tifie
aquellas paredes que tengan lignina (xilema y esclerénquima), y el azul alcian las que tengan
celulosa (parénquima y floema). La descripcion de los tejidos esta basada en los Cuadernos de
Histologia Vegetal de Cortés Benavides (1986).

Tejidos:

= Epidermis (ep): la epidermis es un tipo de tejido protector que recubre los tallos
jévenes. Estd formada por una sola capa de células vivas intimamente unidas, en
nuestro caso bastante alargadas. Como peculiaridad de E. distachya subsp. distachya
podemos sefalar que esta fila de células de la epidermis presenta formas sinuosas,
nada regulares, con muchos entrantes y salientes.

= Parénquima de la corteza (pc): estd compuesto por varias capas de células alargadas
con cloroplastos. Su funcion es realizar la fotosintesis. El contorno sinuoso que
presenta el tallo se corresponde con fibras ininterrumpidas de esclerénquima (fescl)
que se sitlan debajo de la epidermis formando los salientes. Se observan también
numerosos espacios intercelulares (ei).

Cilindro central:

= Floema (fl): el floema es el tejido vascular que conduce la savia elaborada. En el caso
de las Gimnospermas esta formado por tubos cribosos, constituidos por filas de células
vivas cuyos tabiques de separacién estan perforados para permitir el paso de la savia
elaborada. En la imagen 23 se observa que el floema esta formado por varias filas de
células empaquetadas, y situado en la parte mas externa del haz vascular, separado
del xilema por el cambium.

=  Cambium (cb): es un tejido meristematico secundario (encargado del crecimiento de
los tallos y raices en grosor) que produce xilema y floema. En la imagen 23 se
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observan, tefiidas de azul claro, dos filas de células entre en xilema y el floema, que
conforman este tejido. En muchos de los cortes apenas se observa, ya que
frecuentemente se fragmenta durante el proceso.

= Xilema (xl):el xilema es el tejido vascular que conduce la savia bruta, y esta constituido
por filas de células muertas huecas, cuyas paredes estan lignificadas, y entre las cuales
los tabiques estan perforados (en el caso de las Gimnospermas). En la imagen 23 se
observa claramente como los vasos del xilema (tefiidos de color rosa claro) estan
situados en la parte mas interior del haz vascular, y esta rodeado de fibras de
esclerénquima.

= Esclerénquima (fescl): aunque se observa mucho mejor en los cortes de la raiz, el tallo
también presenta fibras de esclerénquima alrededor de los vasos del xilema. El
esclerénquima es un tejido de sostén que proporciona resistencia. Esta constituido por
células muertas cuyas paredes estdn impregnadas de lignina.

= Parénquima de la médula (pme): los tejidos parenquimaticos sirven de relleno o unién
entre unos tejidos y otros. Estdn formados por células vivas entre las que existen, por
lo general, numerosos espacios intercelulares para permitir la circulacion de gases por
el interior de la planta. El parénquima medular sirve como almacén de sustancias. En el
caso de E. distachya subsp. distachya existen numerosos cristales de oxalato calcico
(coxc) -estructuras angulosas tenidas de naranja-, que proporcionan mayor rigidez al
tallo.

Aunque en ninguna de las imagenes tomadas se observan los estomas, hay estudios
referentes a otras especies del mismo género (E. triandra Tul. y E. tweediana C.A. Mey.) que
los sitlan en el tallo, en concreto en los entrantes de la epidermis (Scaglione et al., 1989).

4.1.2- Descripcion de los tejidos de la raiz

Puesto que muchos de los tejidos ya se han descrito en el apartado 4.1.1. porque
aparecen también en el tallo, me limitaré en este apartado a sefalar las diferencias con la raiz
y a describir aquellos exclusivos de dicho érgano.

= Epidermis (ep): como se observa en la imagen 24, la corteza estd formada por 8-10
capas de células lignificadas, razén por la cual fue tan complicado obtener un corte de
raiz valido para la observacion de sus tejidos.

= Parénquima de la corteza (pc): en las imagenes 24 y 26 se observa claramente que el
parénquima de la corteza esta formado por células redondeadas, cuyas paredes estan
tefiidas de color azul violaceo, y entre ellas existen espacios intercelulares cuya funcion
es permitir la circulacion de los gases.

Cilindro central:
= Floema (fl): se observa de forma menos clara debido a que, como ya se ha

mencionado, sus paredes no son rigidas y estan fragmentadas, lo que hace que se
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rasguen al realizar los cortes. Aun asi se puede ver que son células alargadas vy
empaquetadas (al igual que en el tallo).

=  Cambium (cb): en muchos de los cortes apenas se observa, ya que frecuentemente se
fragmenta, aunque si se visualiza bastante bien en la Imagen 26, tefiido de azul, entre
el xilema y el floema.

= Xilema (xl): los vasos del xilema estan situados en el cilindro interno de la raiz,
colocados de manera irregular, y rodeados de fibras de esclerénquima.

= Fibras de esclerénquima (fescl): son mucho mas abundantes en la raiz que en el tallo.
Se observa claramente (Imagenes 24, 25 y 26) como rodean y dan soporte a los vasos
del xilema.

4.1.3.- Descripcion de los tejidos de la hoja (escama)

Las hojas estdn reducidas a escamas y tienen una estructura muy simple: una
epidermis, un mesodfilo formado por células de parénquima mds o menos regulares y haces
vasculares muy reducidos, que en la escama estudiada estaban en formacién.

= Epidermis (ep): en el caso de la hoja (o escama) existe una epidermis superior o
epidermis del haz, recubierta por una cuticula y con pocos estomas; y una epidermis
inferior o del envés, con cuticula mas fina y muchos estomas. En este caso la escama
es bastante simple y estd aun en desarrollo, con lo que en las imagenes apenas se
observa esta capa.

=  Meséfilo (ms): es un tejido parenquimatico clorofilico situado entre las dos capas
epidérmicas. En una hoja de Angiosperma se diferenciaria un parénquima en
empalizada y un parénquima lagunar. En el caso de las Gimnospermas, las hojas o
escamas son mucho mas simples y solo constan de células parenquimaticas
redondeadas situadas muy cerca unas de otras.

= Haces vasculares (hvc): solo se observan 2 muy pequefios en la imagen 29, en uno de
los cuales (el que estd marcado) puede distinguirse xilema y floema.

A continuacidn se muestran las imagenes de las mejores muestras de tallo, raiz, y escama
obtenidas con los correspondientes tejidos indicados, todas ellas realizadas en el trabajo
(elaboracidn propia).
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Imagen 20: Ephedra distachya subsp. distachya. Corte transversal del tallo (x10). xI: xilema; pm:
parénquima medular; fl: floema; cb: cambium; ep: epidermis; cc: cuticula de ceras; pc: parénquima de la
corteza; coxc: cristales de oxalato calcico.

Imagen 21: Ephedra distachya subsp. distachya. Corte transversal del tallo (x10). pm: parénquima
medular; ep: epidermis; cc: cuticula de ceras; pc: parénquima de la corteza; ei: espacios intercelulares;
hvc: haces vasculares; fescl: fibras de esclerénquima.
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Imagen 22: Ephedra distachya subsp. distachya. Corte transversal del tallo (x20). ep: epidermis;
cc: cuticula de ceras; ei: espacios intercelulares; fescl: fibras de esclerénquima.

Imagen 23: Ephedra distachya subsp. distachya. Detalle de un haz vascular (x40). fl: floema;
cb: cambium; vxl: vasos del xilema.

37



Imagen 24: Ephedra distachya subsp. distachya. Corte transversal de la raiz (x20). ep: epidermis; pc:
parénquima de la corteza; fescl: fibras de esclerénquima; vxl: vasos del xilema; fl: floema.

Imagen 25: Ephedra distachya subsp. distachya. Corte transversal de la raiz (x20). ep: epidermis; pc:
parénquima de la corteza; fescl: fibras de esclerénquima; vxl: vasos del xilema; fl: floema.
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Imagen 26: Ephedra distachya subsp. distachya. Corte transversal de la raiz. ep: epidermis; pc:
parénquima de la corteza; fescl: fibras de esclerénquima; vxl: vasos del xilema; fl: floema; cb: cambium.

Imagen 27: Ephedra distachya subsp. distachya. Corte transversal de la escama aun enrollada y en
formacion (x20). Unicamente se observa de forma clara el parénquima del mesdfilo. Las escamas
comienzan su desarrollo a principios de otofio y lo acaban en junio-julio.
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Imagen 28: Ephedra distachya subsp. distachya. Corte transversal de la escama (x20). ms: mesofilo;
coxc: cristales de oxalato célcico.

Imagen 29: Ephedra distachya subsp. distachya. Corte transversal de la escama (x20). ep: epidermis; ms:
meséfilo; hve: haz vascular.

50 pm

——
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4.2. Cariologia

El género Cerastium, desde el punto de vista carioldgico, presenta una gran
complejidad y diversidad en su dotacién cromosomatica (CCDB, 2015). Tiene una serie
aneuploide de 2n =15, 17, 18, 19, 20, 26, 27, 33, 34, 35, 36, 37, 45, 54, 72. De estos niumeros,
los mas frecuentes son 2n = 18, 36 y 72, por lo que se trata de un género con un nimero
cromosomatico basico de x = 9, con especies diploides (2x), tetraploides (4x), hexaploides (6x)
y octoploides (8x) y con especies aneuploides.

Segun la bibliografia consultada, Unicamente se han llevado a cabo 6 recuentos
cromosomaticos de Cerastium dubium (anteriores a este trabajo) en todo el mundo, todos
ellos de 2n = 38 a excepcion del realizado en Norte América por Schildneck & Jones de n = 18.
Ninguno de los recuentos realizados anteriormente se llevé a cabo en la Peninsula Ibérica.

Tabla 2: Recuentos cromosomatico de Cerastium dubium realizados.

TAXON n 2n AUTOR ORIGEN
Cerastium dubium
(Bast.) O. Schwarz --- 38 Séllner, 1954 Francia
Cerastium dubium Majovsky et al.,
(Bast.) Guépin --- 38 1970 Checoslovaquia
Cerastium dubium Aryavand &
(Bast.) Guépin 38 Favarger, 1980 Irdn
Cerastium dubium Schildneck &
(Bast.) Guépin 18 Jones, 1986 Norte América
Cerastium dubium Celebioglu &
(Bast.) Guépin 19 --- Favarger, 1993 Turquia
Cerastium dubium
(Bast.) Guépin 38 Starlinger, 2000 Austria

Fuente: Elaboracion propia.

NOTA: Celebioglu & Favarger consideraron el recuento de n=18 (Schildneck & Jones, 1986)
como sorprendente.

Se han realizado un total de 12 preparaciones, de las que solo 2 podrian ser vélidas
para realizar un recuento cromosémico fiable. En estas preparaciones se localizaron
Unicamente 2 células en las que se intentd realizar un recuento cromosomatico. Se han
realizado las fotografias pertinentes de estas dos células para el estudio.

Como ya se ha explicado en el apartado 3.2.2., interesa que las células estén en
metafase, vista polar. Excepto estas dos células, el resto del material o no se encontraba en
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division celular (la mayoria) o las fases observadas eran diferentes a metafases polares.
Ademas, hay que resaltar que los cromosomas de C. dubium son extremadamente pequefios
(0,5 um, aproximadamente), y aparecen muy juntos (como podemos observar en las siguientes
figuras) y esto produce una complicacién a la hora de realizar el recuento. Por lo tanto, aunque
no se ha encontrado una célula en la que se haya podido contar el nimero exacto de
cromosomas, si podemos decir que el nimero cromosdmico diploide esta en torno a los 38
cromosomas (2n = c. 38). No obstante, seria necesario realizar mas preparaciones para
encontrar células aptas para confirmar dicho nimero.

Imagen 30: Cerastium dubium. Célula en metafase (x1000). 2n = c.38

1

Fuente: Elaboracidn propia.

Imagen 31: Cerastium dubium. Célula en metafase (x1000). 2n = c.38

Fuente: Elaboracidn propia.
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5. CONCLUSIONES

Las conclusiones relativas al estudio histoldgico de Ephedra distachya subsp. distachya son las
siguientes:

e El estudio histolégico de Ephedra distachya subsp. distachya es novedoso, puesto que
no se habia realizado hasta la fecha.

e La epidermis del tallo estd formada por una capa de células regulares, aplanadas e
intimamente unidas recubierta por una cuticula cerosa. Tiene una morfologia peculiar
ya que presenta formas sinuosas e irregulares, con continuos entrantes y salientes,
debidos a las fibras ininterrumpidas de esclerénquima (fescl) que se situan debajo de
la epidermis.

e Ephedra distachya subsp. distachya no tiene hojas como tal, solo escamas de tamafiio
bastante reducido y mucho menos evolucionadas que las hojas de Angiospermas.

e Se observan numerosos cristales de oxalato cdlcico entre las células que conforman el
parénquima medular del tallo, y también algunos en la escama.

e Es una especie con raiz muy lefiosa, que presenta una corteza bastante gruesa
formada por 8-10 capas de células lignificadas.

e Abundan las fibras de esclerénquima en el cilindro central de la raiz, rodeando por
completo a los vasos del xilema, proporcionando rigidez y proteccion.

Las conclusiones relativas a la parte de Cariologia de Cerastium dubium con las siguientes:

e Se harealizado por primera vez en Espaia el recuento de la especie Cerastium dubium,
el nimero propuesto es de 2n = ¢.38.

e Dicho nimero coincide con la mayoria de recuentos realizados anteriormente (véase
Tabla 2), excepto con el realizado en Norte América por Schildneck & Jones de n = 18.

e Los cromosomas de Cerastium dubium son muy pequefios (alrededor de 0,5 micras).
Este hecho y el que los cromosomas se encontraron muy préximos entre si, impidieron
realizar un recuentro cromosomatico fiable.
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