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Estudio morfoldgico, anatomico y cromatografico de Rhamnus X
jacobi-salvadorii O. Bolos & J. Vigo, supuesto hibrido de R. alaternus
por R. ludovici-salvatoris

JOSEP A. ROSSELLO
&
MAURICI MUS

RESUMEN

ROSSELLO, J. A. & M. MUS (1988). Estudio morfoldgico, anatémico y cromatogréfico de Rham-
nus X jacobi-salvadorii O. Boldos & J. Vigo, supuesto hibrido de R. alaternus por R. ludovici-
salvatoris. Candollea 43: 199-207. En espaiiol, resumenes espanol e inglés.

Se estudia detalladamente el holotipo de Rhamnus X jacobi-salvadorii (hibrido putativo entre R.
alaternus y R. ludovici-salvatoris). El especimen R. X jacobi-salvadorii no esta entre las supuestas
especies parentales y, desde el punto de vista morfoldgico, anatémico y cromatografico, deberia
incluirse en la variacion de R. alaternus.

ABSTRACT

ROSSELLO, J. A. & M. MUS (1988). Morphological, anatomical and chromatographical study of
Rhamnus X jacobi-salvadorii O. Bolds & J. Vigo, putative hybrid between R. alaternus and R.
ludovici-salvatoris. Candollea 43: 199-207. In Spanish, Spanish and English abstracts.

A detailed study of the holotype of Rhamnus X jacobi-salvadorii (putative hybrid between R. alater-
nusand R. ludovici-salvatoris) has been made. The R. X jacobi-salvadorii specimen is not intermedi-
ate between its presumed parental species and, from the morphological, anatomical and
chromatographical approach, it should be included in the R. alaternus variation.

Introduccion

El género Rhamnus esté representado en Baleares por tres especies, R. alaternus, R. ludovici-
salvatorisy R. lycioidess.l. y un supuesto hibrido. El hibrido interespecifico R. X jacobi-salvadorii
(R. alaternus x R. ludovici-salvatoris) fué descrito por BOLOS & VIGO (1974) basandose en un
pliego recolectado en 1956 en las proximidades de Palma de Mallorca.

STACE (1980) enumera cinco caracteristicas que permiten suponer que una planta es un
hibrido: caracteres fenéticos intermedios entre los parentales putativos; fertilidad reducida; segrega-
cion de caracteres en la segunda generacion filial; evidencia proporcionada por las especies presen-
tes en la localidad y resintesis artificial.

La aplicacion de estas directrices en el estudio de plantas vivas no supone las mismas dificul-
tades que conlleva el trabajar con pliegos de herbario. Al estar basada la existencia de R. X jacobi-
salvadoriien un tinico especimen seco, se desconoce su nimero cromosomatico, que no se establecio
en el momento de surecoleccion, ni se pueden analizar las caracteriscas de su progenie. Al no presen-
tar el holotipo ni flores ni frutos tampoco la aproximacion reproductiva (morfologia y fertilidad
de los granos de polen, semillas abortadas) es util en este caso. Hasta el momento no se ha sintetiza-
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do ningun hibrido artificial entre R. alaternus'y R. ludovici-salvatoris, por lo que tampoco cabe
la posibilidad de comparar éste con el presunto hibrido.

La unica aproximacion permitida a su estudio es la de comprobar si los caracteres fenéticos
son intermedios entre los que presentan R. alaternusy R. ludovici-salvatoris. Afortunadamente
dichas especies, aunque taxondmicamente muy relacionadas, presentan diversos caracteres morfo-
logicos y anatémicos foliares distintivos que han podido utilizarse en este trabajo.

La adicion, en los hibridos, de ciertos compuestos quimicos propios de las especies parentales
(notablemente los fenoles) permite que la quimiotaxonomia sea una disciplina muy utilizada en
la deteccion de aquellos. Los fenoles extraidos de las hojas, principalmente derivados de antraqui-
nonas y flavonoides, también han permitido la separacion de ambos taxones por sus cromato-
gramas.

Material y metodos

Material

Los pliegos de herbario utilizados en este trabajo se detallan a continuacién, hallandose depo-
sitados, con la excepcion del tipo de Rhamnus X jacobi-salvadorii, que se encuentra en el herbario
del Instituto Botdnico de Barcelona, en el herbario de la Facultad de Ciencias de Palma de Mallorca.

Rhamnus alaternus L.

Mallorca: encinar de Ternelles, 250 m, 15.2.1986, leg. J. A. Rossello.

Menorca: barranc de Son Fideu, 100 m, 24.12.1976, leg. J. Rita.

Mallorca: bosque de Bellver, 10.11.1985, 50 m, leg. J. A. Rossello.

Mallorca: carretera que sube al sanatorio Caubet, 50 m, 28.2.1982, s.r.

Mallorca: alrededores del Puig Major, 11.3.1979, s.r.

Mallorca: Puig de Bonany, 10.5.1981, s.r.

Mallorca: entre Valldemossa y el Teix, 400 m, 18.2.1986, leg. J. A. Aguild.
Mallorca: Clots Balladors, en las inmediaciones de la carretera a Sa Calobra, 350 m,
10.11.1985, leg. J. A. Rossello.

Mallorca: Basses de Mortitx, 400 m, 17.2.1986, leg. J. A. Rosselld.

Mallorca: Gorg Blau, 650 m, 30.3.1986, leg. I. Aizpuru, P. Catalan, J. A. Rosselld.
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Rhamnus ludovici-salvatoris R. Chodat

Mallorca: encinar de Comafreda, 850 m, 15.2.1986, leg. J. A. Rosselo.

Mallorca: Es Rafal d’Ariant, 400 m, 12.1.1986, leg. M. Mus. J. A. Rosselo.
Mallorca: entrada del tinel de Formentor, 200 m, 29.3.1986, leg. 1. Aizpuru, P. Catalan,
J. A. Rosselld.

Mallorca: Puig Major, en Sa Font de Sa Vauma, 800 m, 12.1985, leg. J. A. Rossello.
Mallorca: Deia, 6.6.1981, s.r.

Cabrera: entre el puerto y Es Coll Roig, 100 m, 24.5.1983, leg. L. Llorens.

Mallorca: Ternelles, 200 m, 20.1.1986, leg. J. A. Rosselld.

Mallorca: Massanella, 13.4.1979, leg. G. Cerda.

Mallorca: Clots Balladors, en las inmediaciones de la carretera a Sa Calobra, 350 m,
10.11.1985, leg. J. A. Rosselld.

10. Mallorca: Puig Tomir, 650 m, 23.3.1981, s.r.

W N =

WO NN R

Rhamnus X jacobi-salvadorii Bolds & Vigo

1.  Mallorca: Cas Catala, 20 msm in Oleo Ceratoniae, 23.6.1954, leg. O. Bolds (BC 135896).
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Métodos

Morfologia

La observacion y medida de los caracteres fueron efectuados con una lupa binocular Willd
5A dotada de un micrémetro ocular. Se determinaron los siguientes parametros: longitud y anchura
de las hojas mas grande y mas pequena; media de la longitud y anchura de 10 hojas, excluyendo
a las mas grande y a las mas pequena; numero de dientes marginales en dichas hojas; forma de
la denticulacion foliar; presencia de tricomas en el margen foliar.

La atribucion del color del envés de la hoja se realizé con la ayuda del atlas de colores
METHUEN (1981).

Histologia

Utilizando un microtomo de congelacion se realizaron secciones transversales, de 25 microme-
tros de espesor, del limbo y peciolo de las hojas (una hoja de cada pliego de herbario) previamente
rehidratadas. Los cortes se tifieron cinco minutos con cloryoduro de zinc y se montaron en glicerina.

Cromatografia de fenoles

Aproximadamente unos 50 miligramos de hojas se trituraron mecdnicamente en 0.5 mililitros
de metanol. El tiempo de extraccion fué, como minimo, de 24 horas, a temperatura ambiente y
en la oscuridad. Se aplicaron en el extremo inferior de placas de cromatografia de gel de silice
(Merck 5735) unos 75 microlitros de extracto alcohdlico eluyéndose posteriormente con Acetato
de etilo:metanol:agua (100:16.5:13.5 v/v) hasta una distancia de 12 cm del origen. La observacién
de los compuestos organicos se realizd con una lampara de luz ultravioleta a una longitud de onda
de 360 nanometros y en un lapso de tiempo no superior a una hora después de haber finalizado
la cromatografia.
El perfil cromatografico para cada ejemplar se establecié con un minimo de un duplicado.

Resultados
Distincion entre R. alaternus y R. ludovici-salvatoris
Los caracteres morfoldgicos e histolégicos analizados asi como los resultados obtenidos para
los tres taxones se presentan resumidos en la tabla 1.

Morfologia

La variabilidad observada en la longitud, anchura foliar y nimero de dientes marginales del
limbo da idea de la dificultad de caracterizar y discriminar R. alaternus de R. ludovici-salvatoris
atendiendo, unicamente, a estos caracteres cuantitativos, ya que el grado de solapamiento es

Rhamnus Rhamnus Rhamnus
alaternus Jacobi-salvadorii ludovici-salvatoris
Longitud foliar (cm) .................. 1.55-5.65 (x = 3.27) 1.15-3.25 (x = 2.42) 0.8-3.75 (x = 1.72)
Anchura foliar (cm)................... 1-3 (x = 1.75) 0.95-1.6 (x = 1.34) 0.8-2.5 (x = 1.42)
Longitud foliar media/anchura media ... 1.75-2.09 (x = 1.86) 1.80 0.85-1.64 (x = 1.25)
Numero de dientes del margen foliar . ... 6-28 (x = 15.8) 10-34 (x = 24.7) 11-47 (x = 28.4)
Dientes respecto al margen foliar ....... dispuestos dispuestos dispuestos
oblicuamente oblicuamente perpendicularmente
Tricomas en el margen foliar . .......... No No Si
Numero maximo de capas de células en
la epidermis inferior ........ 0000000 1 1 3
Grosor de la hoja/grosor maximo de la
epidermis inferior. ... « s cons o o v s swven >5 >5 <5
Coloracion del envés foliar. ............ verde-amarillento parduzco pardo

Tabla 1. — Caracteres morfoldgicos y anatomicos estudiados.
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notable. Por el contrario, la relacion entre la longitud y anchuras foliares medias permite separalas
en los ejemplares utilizados en este trabajo. La forma de la denticulacidén marginal, oblicua en R.
alaternus y perpendicular en R. ludovici-salvatoris, y la presencia de tricomas marginales en el
limbo en el primero y la ausencia en el segundo, son caracteres constantes y, como ya fué apuntado
por CHODAT (1909) utiles para el reconocimiento y diferenciacion de ambas especies.

Lacoloracion del envés foliar es sumamente variable en los ejemplares de herbario examinados,
aunque permite indicar, a grandes rasgos, que en R. alaternus predomina la coloracién verde-
amarillenta mientras que en R. /ludovici-salvatorislo hacen los colores pardos en sus diferentes tona-
lidades. Cabe sefialar que en ejemplares vivos de ambas especies la coloracion del envés, verde por
lo general, es muy similar en las dos, y que el cambio de pigmentacion se produce durante el proceso
de desecacion, habiéndose comprobado que la rapidez en el secado, la presion ejercida y la humedad
presente durante el prensado de las plantas influye notablemente en la coloracion, teniendo lugar
los cambios mas drasticos en R. ludovici-salvatoris debido, muy posiblemente, a la gran cantidad
de fenoles que posee.

Anatomia

La forma de las células de la epidermis inferior, asi como el grosor y niumero de capas que
posee ésta son caracteres diagndsticos en la diferenciacion de R. alaternusy R. ludovici-salvatoris,
hecho ya indicado por GROBETY (1909) y CHODAT (1923). La anchura maxima de las células
de la epidermis inferior de R. alaternus estd orientada perpendicularmente al eje longitudinal de
la hoja, en tanto que en R. /udovici-salvatoris la anchura maxima se orienta paralelamente a dicho
eje (Lam. 1).

La epidermis inferior en esta ultima especie puede presentar hasta un maximo de tres capas
de células en determinados puntos como consecuencia de la tabicacion transversal de algunas célu-
las, mientras que en R. alaternus sdlo se presenta una unica capa celular. Como consecuencia del
mayor desarrollo de la epidermis inferior en aquella especie la relacion entre el grosor de la hoja
y el maximo grosor de la epidermis inferior permite discriminar R. ludovici-salvatoris, con un indice
menor de 5, de R. alaternus, con una relacion superior a 5.

Cromatografia

Hemos detectado un total de siete compuestos fenolicos en las poblaciones de R. alaternus
examinadas, en tanto que, en R. ludovici-salvatoris se ha observado una mayor complejidad
cromatografica, con un total de 15 compuestos. Los constituyentes aparentemente comunes a am-
bas especies son los numeros 1, 2, 5a, 5b; la mayoria de los restantes son especificos para cada
taxon, siendo la distincion cromatografica entre R. alaternus y R. ludovici-sulvatoris, por tanto,
muy clara. Los cromatogramas efectuados de las diez poblaciones de R. ludovici-salvatoris apare-
cen idénticos entre si, independientemente del sexo o del estado fenoldgico del ejemplar analizado.
En R. alaternus los compuestos 2 y 5 varian dependiendo del ejemplar utilizado, no habiéndose
encontrado, hasta el momento, ninguna correlacion entre el perfil fendlico y fenologia o distribu-
cion geografica.

La concentracion de los fenoles es mucho mayor en los ejemplares de R. ludovici-salvatoris
que en los de R. alaternus y notablemente el compuesto 12, probablemente una antraquinona, que
es el compuesto mayoritario en la primera especie, por lo que ha sido necesario, en ocasiones,
aumentar la cantidad de los extractos metandlicos de R. alaternus hasta que los resultados han
sido consistentes.

Estudio de R. X jacobi-salvadorii

Morfologia

El especimen tipo consiste en un fragmento de planta de 23 cm, con la parte inferior defoliada
y poco ramificada. Las hojas inferiores son mds pequefias que las superiores tratandose probable-
mente de hojas jovenes. Las medias de longitud y anchura asi como su relacion se aproximan a
las obtenidas para R. alaternus. El magen del limbo foliar no presenta tricomas, la insercion de
los dientes del margen es oblicua, caracteres éstos que son tipicos de R. alaternus. El numero de
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3

Lamina 1. — Corte transversal de la parte media de la hojade R. alaternus (1); R. X jacobi-salvadorii (2); R. ludovici-salvatoris
3).
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Fig. 1. — Cromatogramas ideales de: R. alaternus (1); R. X jacobi-salvadorii (2); R. ludovici-salvatoris (3). Eluyente: acetato
de etilo:metanol:agua (100:16.5:13.5 v/v).
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O R. ludovici-savaltoris;
< dientes perpendiculares al margen foliar;
O epidermis inferior con mas de una capa de células;
Q relacion grosor hoja/maximo grosor de la epidermis inferior <35;
o tricomas en el margen foliar.

Fig. 2. — Representacion grafica de algunos de los caracteres diagnosticos de: R. alaternus, R. X jacobi-salvadoriiy R. ludovici-
salvatoris. En abcisas relacion entre la longitud media de 10 hojas y la anchura media de 10 hojas; en ordenadas longitud media
de 10 hojas.

dientes marginales es ligeramente superior al encontrado en las poblaciones de R. alaternus estudia-
das, aunque este caracter es sumamente variable incluso en las hojas de una misma rama y no debe
tomarse en consideracion como caracter diagnostico, contrariamente a lo apuntado por CHODAT
(1923) en el tratamiento intraespecifico de R. ludovici-salvatoris.

La coloracion del ejemplar en el envés foliar es pardo claro, aunque distinto al presentado por
R. ludovici-salvatoris, hecho que apunta a una degradacién de los pigmentos como consecuencia
del tiempo transcurrido desde su recoleccion o bien al modo en que se realizd el prensado de la
planta.

Anatomia

La anatomia foliar observada en seccion transversal es idéntica en todos los aspectos estudia-
dos a la descrita anteriormente en R. alaternus, no habiéndose visto ningun caracter histologico
tipico de R. ludovici-salvatoris o intermedio entre ambas especies.
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Frecuencia
Compuesto Rf Color
(x 100) Rhamnus Rhamnus Rhamnus
alaternus Jjacobi-salvadorii ludovici-salvatoris
1 20 purpura 1 1
2 32 purpura 0.6 1
3 34 azul 0.2 - —
4a 36 naranja palido 1 1 -
4b 37 naranja 1 1 —
5 45 azul oscuro 0.5 — —
6 63 naranja palido 1 1 1
7a 70 naranja 1 1 —
7b 71 naranja palido 1 | —
8 9 azul fluorescente — — 1
9 14 purpura rojizo — — 1
10 29 rosa — — 1
11 34 purpura rojizo — — 1
12 45 azul fluorescente — — 1
13 52 naranja — — 1
14 70 rojo — — 1
15 74 azul oscuro — — 1

Tabla 2. — Ciracteristicas cromatograficas de los compuestos hallados.

Cromatografia

El cromatograma obtenido es practicamente igual al que puede observarse de las poblaciones
de R. alaternus analizadas (Fig. 1, Tabla 2). No se ha detectado ningun fenol que no se halle presente
en R. alaternus, faltando los compuestos caracteristicos de R. /udovici-salvatoris.

Discusion

Los caracteres examinados en R. X jacobi-salvadorii en relacion con los de sus presuntos pro-
genitores no se corresponden con el aspecto intermedio entre ambas especies tal y como es sefialado
en el protdlogo (BOLOS & VIGO, 1974). La representacion gréafica de algunos caracteres morfolo-
gicos y anatomicos en las 21 poblaciones de Rhamnus estudiadas unicamente permite separar (Fig.
2) R. alaternus de R. ludovici-salvatoris, encuadrandose R. X jacobi-salvadorii en la variacion
presentada por R. alaternus.

La totalidad de los caracteres diagnosticos observados en el tipo del hibrido sefialan que dicho
taxon debe asimilarse, en base a la morfologia y anatomia foliares y a los perfiles cromatograficos
de los fenoles a R. alaternus.

Aunque STACE (1980: 142) senala que a veces un hibrido puede no presentar un aspecto inter-
medio entre sus progenitores e incluso no distingirse de alguno de ellos, creemos que los resultados
obtenidos y a falta de otra evidencia, apuntan que este no es el caso y que el presunto hibrido R.
X jacobi-salvadoriino corresponde sino a una forma de R. alaternus caracterizada por una curiosa
pigmentacion del envés foliar producida casi seguramente por la descomposicion parcial de los
fenoles durante el proceso de prensado del material y que no posee, en nuestra opinion, valor taxo-
némico alguno.

La presencia de ejemplares con morfologia intermedia entre R. alaternus y R. ludovici-
salvatoris ha sido sefialada en la isla de Menorca (LLORENS, 1979) en Tirant, tinica localidad de
la isla donde sobrevive la ultima especie. No ha sido posible examinar los pliegos testimonio de
esta localidad ya que no han sido relocalizados hasta el momento en el herbario particular de dicho
autor. La afirmacion de que el caracter intermedio de tales ejemplares se basaba unicamente en
una particular coloracién del envés foliar (L. Llorens com. pers.) nos hace suponer que dificilmente
puedan tratarse de verdaderos hibridos. Una visita realizada a la localidad de Tirant no reveld nin-
gun ejemplar que poseyera caracteres intermedios entre R. alaternusy R. ludovici-salvatoris. 1gual
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resultado hemos obtenido en la prospeccion realizada en diversas poblaciones de Mallorca donde
ambos taxones son simpatricos y crecen a escasa distancia uno del otro.

La diferente fenologia floral de ambas especies puede haber servido, en nuestra opinion, como
barrera reproductora efectiva entre ellos, restringiendo, si no anulando, el intercambio génico.

No debe descartarse, sin embargo, que R. alaternus 'y R. ludovici-salvatoris sean capaces de
hibridarse, aunque dicho supuesto hibrido no ha sido detectado hasta el momento en Baleares.

El estudio anatémico y cromatografico en conjuncion con el morfoldgico parece revelarse
especialmente prometedor en la dilucidacion de aspectos problematicos, tal como se ha esbozado
en el presente trabajo, por lo que seria deseable su ampliacion al resto de especies ibéricas.
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