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RESUMEN: Se realiza un estudio del agregado Cystopteris fragilis y de C. alpina, buscando
conocer las relaciones que se pueden establecer, en razén de macro y microcaracteres, entre los distintos
tipos de morfologias generales y los diferentes niveles de ploidia encontrados (4x, 6x y 8x). La
combinaciéon de tamafio del exosporio y de las células guarda, permite distinguir los cinco taxones
analizados, aunque no siempre. Para ello, hemos analizado 43 individuos repartidos por Espafia, con un
predominio del area cantdbrica. Palabras clave: Preridophyta; Cystopteris; Cystopteris fragilis;
Cystopteridaceae; citologia; nivel de ploidia; micromorfologia; Espafia.

ABSTRACT: Contributions to the knowledge of the aggregate Cystopteris fragilis in Spain. A
study of the aggregate Cystopteris fragilis and C. alpina is carried out, seeking to know the relationships
that can be established, due to macro and microcharacters, between the different types of general
morphologies and the different levels of ploidy found (4x, 6x and 8x). The combination of the size of the
exospory and the stomatal guard cells, allows us to distinguish the five taxa analyzed, although not
always. To do this, we have analyzed 43 individuals spread across Spain, with a predominance of the
Cantabrian area. Keywords: Pteridophyta; Cystopteris; Cystopteris fragilis; Cystopteridaceae; cytology;
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ploidy level; micromorphology; Spain.

INTRODUCCION

El género Cystopteris Bemh. es incluido en la actuali-
dad en la familia Cystopteridaceae (Payer) Shmakov (PPG
I, 2016). ROTHFELS & al. (2012) cuestionaron las asigna-
ciones anteriores de Cystopteris a Dryopteridaceae,
Woodsiaceae o Athyriaceae basandose en analisis filoge-
néticos. Este género incluye de 10 a 30 especies, segin
que autores sean consultados. Tradicionalmente, en Eu-
ropa han sido reconocidos 4 taxones, C. fragilis (L.)
Bernh., C. alpina (Lam.) Desv., C. diaphana (Bory) Blasdell,
y C. dickieana R. Sim.

En la peninsula ibérica los antecedentes en el estudio
del complejo poliploide de Cystopteris se centran en las
aportaciones de ROCHA (1982); PRADA, & SALVO (1985);
PRADA (1986), QUINTANILLA & al. (1999), entre las mas
destacadas. Otras aportaciones determinan el nivel de
ploidia de diversos especimenes (LOVE & KJELLQVIST,
1972; QUEIROS, 1991 y 1997; QUEIROS & al., 1988).

PRADA & SALVO (l.c.) proponen para C. fragilis
subsp. fragilis var. huteri Hausm. ex Milde, el rango
subespecifico (= C. fragilis subsp. huteri (Hausm. ex
Milde) Grin., 1952); sobre esta identidad SHMAKOV & al.
(2018: 293) realiza una nueva combinacion, Cystopteris
huteri (Hausm. ex Milde) Shmakov, basandose en razones
micro-macromorfologicas, asi como en su estrecha
correspondencia con sustratos dolomiticos.

Por otro lado, para Espafia, de forma adicional, se ha
descrito un quinto taxon C. fragilis subsp. pseudoregia
Rivas Martinez, T.E. Diaz, Fern.Prieto, Loidi & Penas (RIVAS
MARTINEZ & al, 1984), taxén que mas tarde es
reconocido como especie C. pseudoregia (Rivas Martinez,
T.E. Diraz, Fern. Prieto, Loidi ’& Penas) Rivas Mart. (RIVAS
MARTINEZ in RIVAS MARTINEZ & al, 2002).
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Desde el punto de vista genético, el grupo se
constituye como un complejo poliploide, sin
representantes diploides en Europa y con elevados
niveles de ploidia LOVIS (1977). Asi, para Europa, se ha
sefialado que C. fragilis s.str. presenta tres niveles de
ploidia (4x, 6x y 8x), de C. diaphana se conoce el nivel
hexaploide, de C. alpina se ha encontrado el citotipo 6x
mientras que C. dickieana presenta niveles de ploidia 4x
y 6x (MANTON, 1950; LOVE & KJELLQVIST,1972; VIDA,
1974; VIDA & MOHAY, 1980; DOSTAL & REICHSTEIN,
1984; QUEIROS, 1991; IVANOVA & PIEKOS-MIRKOWA,
2003; KAWAKAMI & al, 2010; PTACEK, 2018;
HANUSOVA & al., 2019, entre otros).

Interesados por el conocimiento del agregado Cystop-
teris, nos propusimos para el presente trabajo, partir del
conocimiento macromorfologico adquirido durante estu-
dios previos PEREZ CARRO (1990), y buscar la
correspondencia entre los rasgos detectados, el nivel de
ploidia y los rasgos micromorfologicos (longitud del
exosporio y de las células guarda). Han sido excluidos
del presente estudio C. diaphana y C. dickieana (salvo
un unico individuo). Somos conscientes de las
dificultades de diagnosticar taxones en el complejo que
nos ocupa mediante el uso solo de caracteres
morfoldgicos, como ya sefialan entre otros BLASDELL
(1963), VIDA (1974) 0 ROTHFELS & al. (2013).

Nos hemos guiado de las siguientes correspondencias
entre caracteristicas determinantes - taxén, a la hora de
prefijar el reconocimiento de éstos:

Cystopteris alpina: Frondes tri(tetra)pinnatisectas.
Pinnas medias con pinnulas distales al menos pinnatipar-
tidas. Estas ultimas en general de ovadas a lanceoladas.
Segmentos de las pinnulas con dientes emarginados en
cuyo seno terminan las nerviaciones.
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Cystopteris fragilis subsp. fragilis: Frondes bi-tripin-
natisectas con peciolo castafio oscuro en grado diverso.
Segmentos de las pinnulas con dientes agudos, rara vez
truncados, en cuyo seno terminan las nerviaciones.

Cystopteris fragilis subsp. huteri (Hausm. ex Milde)
Prado & Salvo: Frondes bi-tripinnatisectas con peciolo
castafio oscuro en grado diverso. Lamina cubierta de
pelos unicelulares glandulares. Segmentos de las
pinnulas con dientes agudos, rara vez truncados, en cuyo
seno terminan las nerviaciones.

Cystopteris pseudoregia: Frondes tripinnatisectas que
muestran en las pinnas medias, pinnulas distales como
mucho pinnatifidas. Estas tltimas en general linear lan-
ceoladas, sobre todo en el apice de la fronde. Segmentos
de las pinnulas con algunos dientes subemarginados en
cuyo seno terminan las nerviaciones.

Algunas de las caracteristicas sefialadas se pueden
observar en la figura 1.

MATERIAL Y METODOS

El material utilizado para la realizacion del estudio,
tanto morfolégico como citoldgico, se recoge en el apén-
dice 1 y se encuentra depositado en el herbario personal
de los autores.

Para realizar las medidas y el analisis citoldgico se usé
un microscopio Leica DM 750 y camara Leica ICC50 W
asociada al software para iPad, Leica AirLab App.

Por lo que se refiere al estudio de la longitud de las
células guarda de las estomas, seguimos, basicamente las
pautas sefialadas por BENNERT & al. (1989:313). Para
ello, procedimos a decolorar las pinnas medias de
material prensado, en solucion de hipoclorito sédico
durante 24 horas, para, posteriormente, proceder a su
deshidratacion, en soluciones alcohdlicas (30-96%).
Finalmente, el material fue incluido en DPX, con el fin
de proceder a su estudio. El tamafio se midi6 con un
aumento de 400 x.

En el caso de la longitud del exosporio, se procedi6 a la
inclusion del contenido de esporangios maduros en DPX sin
tratamiento alguno. La toma de medidas se realizd con un
aumento de 1000 x, siguiendo las pautas de, entre otros
autores, (PTACEK, 2018:25). En el presente estudio no se han
incluido individuos hibridogenos, habiéndose excluido los
mismos, por observacion de un contenido esporangial con
un elevado numero de esporas abortadas.

En todos los casos, el nimero de medidas fue de 30
por muestra. Los resultados de este estudio se expresan
como la media y el intervalo de la media mas menos dos
veces la desviacion tipica, o bien se indica la media y la
desviacion tipica.

El andlisis estadistico de los datos para este estudio,
se gener6 tanto con Microsoft Excel como utilizando el
software Real Statistics Resource Pack (Version 6.8,
2013-2020) Charles Zaiontz [www.real-statistics.com].

Usamos la prueba de Shapiro Wilk para la
normalidad y la de Levene (homocedasticidad) para
determinar si se satisfacen los criterios de la prueba
ANOVA o los de pruebas no paramétricas como Kruskal
Wallis, para un nivel de confianza del 95%. Ademas, se
ha tenido en cuenta la desigualdad en los tamafios de
muestra del conjunto de individuos por taxones y por ello
se ha preferido aplicar prioritariamente la prueba de
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busqueda del nivel de significacion ANOVA de Welch y
para el contraste post hoc su prueba asociada, Games
Howell. Cumpliéndose la homocedasticidad pero no
claramente la normalidad, se consider6 como preferente
el analisis mediante la prueba de Kruskal Wallis,
asociada a las pruebas de Nemenyi, Dunn y Mann
Whitney exact.

Para aproximarnos a los criterios que satisfacen las
pruebas de, por un lado, ANOVA de Welch, y por otro,
en relacion a la homocedasticidad, Kruskal Wallis, se
procedi6 al ajuste de los datos mediante transformacion
de raiz cuadrada. En Gltimo término también se valord
ANOVA de un factor, con contraste por pares de Tukey
HSD. Todas ellas tuvieron la correccion de Bonferroni.

Para el analisis citologico, el material fue fijado en
Farmer (alcohol absoluto: acido acético glacial, 3:1)
durante 48 horas, entre -5 y 10°C, y posteriormente,
siguiendo las pautas indicadas por otros entre autores
(MANTON: 1950), fue tefiido con carmin acético al 2%.
Previamente a su observacion, se procedié al
aplastamiento de los esporangios inmaduros tefiidos, en
acido acético (solucion al 45%).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos de las localidades de los individuos analiza-
dos y los resultados citogenéticos y micromorfologicos
se muestran en el apéndice 1.

CITOGENETICOS

Para el establecimiento del niimero cromosomico
concreto en determinados individuos se han tenido
dificultades, como ya ha sido también indicado por
MANTON (1950: 112) y JESSEN (1991: 31), entre otros. El
conteo impreciso, sin embargo, nos ha permitido
establecer el nivel de ploidia y relacionar “a priori” una
macromorfologia, siguiendo los criterios marcados por
PRADA (1986); DOSTAL & REICHSTEIN (1984); PEREZ
CARRO (1990) con los tres niveles (4x, 6x y 8x)
sefialados para el complejo VIDA & MOHAY (1980);
DOSTAL & REICHSTEIN (1984). Los datos obtenidos se
muestran en el apéndice mencionado anteriormente.

La figura 2 muestra los resultados del analisis de
células madres de esporas de algunos de los especimenes.

Resultados con relacién a C. dickieana

Solo se ha podido estudiar un tnico individuo de C.
dickieana que hemos entendido que podria ser
interesante comparar en sus datos micromorfoldgicos,
como un representante tetraploide, con los demas taxones
que nos hemos planteado estudiar, apreciando de
antemano la escasa relevancia de estas comparaciones
basadas en un Unico individuo. Para este taxon se han
seflalado dos citotipos, el tetraploide y el hexaploide
(VIDA & MOHAY, 1980; DOSTAL & REICHSTEIN, 1984).
El individuo analizado ha resultado tetraploide (n=84 II).

Resultados con relacién a C. fragilis subsp. fragilis
Encontramos una correspondencia del tipo morfolo-
gico C. fragilis subsp. fragilis con el citotipo tetraploide.
Son varios los autores que reportan para C. fragilis s.str.
(MANTON, 1950; LOVE & KJELLQVIST, 1972; VIDA,
1974; VIDA & MOHAY, 1980; DOSTAL & REICHSTEIN,
1984; QUEIROS, 1991; IVANOVA & PIEKOS -MIRKOWA,
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2003; KAWAKAMI & al, 2010; PTACEK, 2018; HANU-  hexaploide (entre los mis recientes HANUSOVA & al.,
SOVA & al., 2019, entre otros) el citotipo mencionado (4x).  2019).
Por otro C. fragilis se ha asociado a otro citotipo, el

Fig. 1. Fotografias de algunas frondes de los taxones tratados. Numeracion de los especimenes en apéndice 1. A: C.
fragilis subsp. fragilis, espécimen 5; B: C. fragilis subsp. huteri, espécimen 14; C: C. alpina, espécimen 9; D: C.
pseudoregia, espécimen 27. Barra de escala= 1 cm.
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Fig. 2. Microfotografias de células madres de esporas en meiosis I, de algunos de los especimenes estudiados: 4x: 1- C. dickieana
n=84 II (espécimen 1); 2- C. fragilis subsp. fragilis n= 84 11, (espécimen 4); 3- C. fragilis subsp. fragilis n= 84 11, (espécimen 5); 6x:
4- C. alpina n= 126 11, (espécimen 7); 5- C. alpina n= 126 11, (espécimen 6); 6- C. alpina n=c. 126 11, (espécimen 10); 7- C. fragilis
subsp. huteri n= 126 11, (espécimen 12); 8- C. fragilis subsp. huteri n= 126 11, (espécimen 11); 9- C. fragilis subsp. huteri n=c. 126
II, (espécimen 17); 10- C. fragilis subsp. huteri n=c. 126 II, (espécimen 16); 11- C. fragilis subsp. huteri n=c. 126 II, (espécimen
13); 12- C. fragilis subsp. huteri n=c. 126 II, (espécimen 15); 8x: 13- C. pseudoregia n=c. 168 II, (espécimen 43); 14- C.
pseudoregia n=c. 168 Il, (espécimen 33); 15- C. pseudoregia n=164 11, (espécimen 24); 16- C. pseudoregia n= 168 11, (espécimen
26); 17- C. pseudoregia n= 164 11, (espécimen 39); 18- C. pseudoregia n=c. 164 11, (espécimen 38); 19- C. pseudoregia n=160 11,
(espécimen 19); 20- C. pseudoregia n=163 11, (espécimen 22); 21- C. pseudoregia n= 165 11, (espécimen 37); 22- C. pseudoregia
n=c.168 II, (espécimen 41); 23- C. pseudoregia n= 164 11, (espécimen 30); 24- C. pseudoregia n=c.168 II, (espécimen 40); 25- C.
pseudoregia n=c.168 11, (espécimen 34). Barra de escala 10 um

Resultados con relacion a C. fragilis subsp. huteri

En este estudio hemos observado formas de esta
subespecie apenas glandulares y otras netamente
glandulares y por ello mas asimilables al tipo
morfologico C. fragilis subsp. huteri. Todos estos
individuos se muestran hexaploides (ver apéndice 1).

Las escasas diferencias morfoldgicas entre las formas
apenas glandulares de C. fragilis subsp. huteri y las
asimilables a C. fragilis subsp. fragilis, nos inducen a
pensar sin generalizar, que parte de los citotipos
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hexaploides puedan identificarse como C. fragilis subsp.
fragilis, sin ser tales. Ante estas dificultades en la
determinacion, tal vez el nivel taxonémico mas adecuado
para este taxon, sea el subespecifico, criterio no
coincidente con el sugerido por SHMAKOV & al. (2018:
293) quien es partidario del especifico C. huteri. Es
necesario resaltar que para C. fragilis subsp. huteri se ha
sugerido, basandose en el tamafio esporal, el nivel
octoploide (PRADA & SALVO,1985). RUMSEY in TEN-
NANT (2917: 263) sugiere para este taxon al menos el
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nivel hexaploide cuando no el octoploide. Sin embargo
RASBACH, REICHSTEIN & SCHNELLER (in DOSTAL &
REICHSTEIN, 1984:195) indican un nivel tetraploide.

Resultados con relacién a C. alpina

Los individuos que hemos asimilado por su
morfologia general a C. alpina se muestran en nuestro
estudio hexaploides (ver apéndice 1). Este nivel ha sido
ampliamente indicado para el taxon (entre otros MANTON,
1950; VIDA,1974; DOSTAL & REICHSTEIN, 1984; JESSEN,
1991; HANUSOVA & al., 2019), aunque estos ultimos
indican por primera vez el citotipo tetraploide y aunque
mas raros, el pentaploide y el octoploide para C. alpina.

Los individuos pentaploides son presumiblemente hi-
bridos y no los hemos considerado en el presente estudio.

Resultados con relacién a C. pseudoregia

Por ultimo, aquellos individuos con morfologia
asimilable a C. pseudoregia, se han mostrado en nuestro
estudio octoploides. De entre los datos que hemos
encontrado sobre los individuos de citotipo octoploide,
destacan, por describir algiin detalle mas aparte de
resaltar el cardcter intermedio entre C. fragilis y C.
alpina, los indicados por JESSEN (1991:30-31). Estos
estan referenciados a material procedente de Bulgaria y
Suiza. La imagen que muestra este autor se corresponde
bien con la descripcion del taxén que nos ocupa. Nos
reafirmamos en sus apreciaciones sobre el merecimiento,
al menos del rango subespecifico para estos individuos,
tanto por su morfologia, como por su nivel de ploidia e
incluso por sus tamafios esporales y estomaticos (ver mas
adelante). Otras referencias al caracter intermedio
anteriormente mencionado, son también sefialadas por
DOSTAL & REICHSTEIN (1984). Existen también menciones
al citotipo octoploide por parte de HANUSOVA & al. (2019).

MICROMORFOLOGICOS

En cuanto a la longitud del exosporio, los datos
agrupados por especies se muestran en la figura 3.

Los resultados de los analisis de acuerdo con las
pruebas de Shapiro Wilk y Levene (tras la
normalizacion) son como sigue:

Kruskal Wallis ( x2 =304,23, d.f.=4, p=0,000); Anova
de Welch (F=123,26, d.f.=4, p=0). Con menor consisten-
cia, por la falta de normalidad, los resultados de la
prueba ANOVA son (F=106,88, d.f.=4, p=0,000). Todas
ellas por lo tanto detectaron significacion.

Las comparaciones post hoc entre parejas son:

La prueba de Nemenyi sefiala que las parejas Cystop-
teris dickieana - Cystopteris fragilis subsp. fragilis y C.
dickieana - C. alpina no muestran significacion (p>0,05).
La prueba Mann Whitney exact y la de Dunn reducen la
no significacion Unicamente a la pareja Cystopteris di-
ckieana y Cystopteris fragilis subsp. fragilis; al igual que
la prueba de Games Howell (Anova de Welch).

Todas las demas comparaciones se muestran
significativas en las diferencias entre las medianas
(p<0,05), siendo la pareja C. fragilis subp. huteri — C.
pseudoregia la que muestra la menor significacion en los
contrastes empleados. Se debe recordar que el estudio de
C. dickieana esta basado en un unico individuo. Los
resultados de Games-Howell e incluso los de Tukey HSD
muestran resultados muy semejantes. La eliminacion en
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las comparativas de C. dickieana conduce, en cuento a
significacion se refiere, a resultados semejantes.
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Fig. 3. Diagrama de cajas y bigotes de la longitud del exosporio
(um). Las letras indican los resultados como sigue: en negro
Kruskal Wallis: prueba de Nemenyi; en azul Kruskal Wallis:
pruebas de Dunn y Mann Whitney. Los taxones etiquetados con la
misma letra no difieren significativamente (p> 0.05).

Si se comparan los datos individuales o se hace un
analisis de las curvas normales tedricas (ver figura 4), se
observan especimenes con datos no concordantes (ver,
por ejemplo: espécimen 10 asignado a C. alpina;
espécimen 17 asignado a C. fragilis subsp. huteri; esp.
26,33,37,38,39 asignados a C. pseudoregia, en apéndice
1); por otro lado, la superposicion entre las curvas de las
parejas C. fragilis subsp. fragilis y C. alpina o entre C.
fragilis subsp. huteri y C. pseudoregia impiden el uso de
este caracter para distinguir las parejas de taxones
citadas.

0,14
— C. fragilis
0,12 - C. alpina

\

30 35 40 as 50 55 60 65 70

Fig.4. Representacion grafica de las curvas normales relaciona-
das con la longitud del exosporio (Lm) de los diferentes taxones
tratados, excluidos los datos de C. dickieana.

Sin embargo, la superposicion menor entre las curvas
de C. fragilis subsp. fragilis (supuestamente tetraploide)
y C. fragilis subsp. huteri (supuestamente hexaploide)
por un lado y C. fragilis subsp. fragilis y C. pseudoregia
(supuestamente octoploide) por otro, puede permitir el
uso de este caracter para distinguir las parejas citadas,
dado que pueden mostrarse macromorfologicamente
semejantes. En este sentido, hay que sefialar que VIDA
(1974) indica que la determinacién de los citotipos
mediante la longitud del exosporio no es siempre
confiable, al igual que PTACEK (2018:63-64) quien
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sefiala la superposicion amplia en los histogramas entre
los citotipos tetraploides y hexaploides.

Algunos comentarios sobre las ciertas dificultades en
la determinacion individual mediante el uso de tamafios
esporales, son sefialados para el agregado Asplenium tri-
chomanes L. por EKRT & STECH (2008: 337) dado que
sefialan superposiciones en el tamafio de las esporas. Sin
embargo, segin PANGUA & al. (1989) o SAEZ (2000),
entre otros, esta superposicion no se produce entre

taxones de niveles de ploidia diferentes, en el analisis
que sobre el mismo agregado realizan.

El uso combinado de la longitud del exosporio y el
propio de las células guarda, puede ayudar a resolver
estas situaciones ambiguas.

Por ultimo, se agrega la tabla 1, en ella se comparan
los tamafios esporales de nuestros datos y los obtenidos
por otros autores. Los datos de C. dickieana, no han sido
incluidos en la tabla comparativa y son como sigue: 43,2
pum - 2,7 (X - s).

LONGITUD EXOSPORIO pum
Fuente C. fragilis 4x 4x ** C. alpina 6x 6x** C. huteri 6x C. pseudoregia 8x b
1 40-42,7-44,4 40,5-45-47,8 45,7-48,1-50,8 45,7-49,1-52,3
2 34,7-41,9-44,9 40,04-44,7-49,9
3 32-42 38-48 43-53
4 38.48-48.6
5 3745 46-53
6 (27)33-42(48) (39) 42-48 (28)3648(54) (33)39-54(60)
7 50,4 -52-54,7
8 c.50*
9 35-55% 45-50 44-55 (60) *

Tabla 1. Tabla comparativa del tamafio de esporas (longitud del exosporio en um) de los diferentes individuos analizados, -clasifi-
cados de acuerdo a sus rasgos macromorfoldgicos y nivel de ploidia (ver apéndice 1)-, con los datos presentes en la bibliografia
consultada. 1. datos propios (X minima- X de medias- X maxima); 2. PTACEK, 2018:61; 3. BLASDELL, 1963:385 4. BABAEE &
HAJI MONIR, 2015:20; 5. MICKEL & TEJERO, 2004:117; 6. DOSTAL & REISCHTEIN in HEGI, 1984:193; 7. JESSEN,
1991:32 (X minima- X de medias- X maxima); 8. TENNANT, 2017:260; 9. PRADA, 1986 y PRADA & SALVO, 1985:466. * Sin
determinacion de nivel de ploidia. ** Los datos sin clara asignacion de taxén solo figuran como nivel de ploidia.

En cuanto a la longitud de las células guarda, los
datos de cada espécimen se encuentran también
recopilados en el apéndice 1. Los datos, agrupados por
especies se muestran en la figura 5.
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subsp. huteri pseudoregia
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C. dickieana C. fragilis

subsp. fragilis
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Fig. 5. Diagrama de cajas y bigotes de la longitud de las células
guarda (um). Las letras indican los resultados de las pruebas
tanto de Anova de Welch (contraste Games Howell), como de
ANOVA- Tukey HSD. Los taxones etiquetados con la misma
letra no difieren significativamente (p> 0.05).

De acuerdo con las implicaciones que determinan las
pruebas de Shapiro Wilk y Levene, tras la normalizacion,
los resultados de las pruebas de significacion aplicadas
son como sigue:

Anova de Welch (F=317,55, d.f=4, p=0); la prueba
Kruskal Wallis no se ha considerado en primer lugar
pues no hay homogeneidad de varianzas; no obstante sus
resultados son ( x> =617,4, d.f=4, p=0,000). Por otro
lado, ANOVA muestra los siguientes resultados (F=
282,02, d.f.=4, p=0,000). En cualquier caso, todas ellas
indican una diferencia significativa entre los grupos
analizados
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Las pruebas post hoc aplicadas muestran los
siguientes resultados:

C. dickieana y C. alpina no muestran diferencias sig-
nificativas (p>0,05), mientras que las restantes parejas di-
fieren significativamente, en las pruebas tanto de Games
Howell como en la de Tukey HSD (p=0.000). La pareja
C. alpina—C. fragilis subsp. huteri muestra la menor
significacion. Se recuerda que C. dickieana esta basado
en un Unico espécimen por lo que, si no se le tiene en
cuenta, todos los demas taxones se muestran
significativamente diferentes. Si se excluye de las
comparativas a C. dickieana, éstas, en cuanto a nivel de
significacion, muestran resultados semejantes.

Observando los datos individualizados, se detectan
algunas dificultades a la hora de precisar el nivel de
ploidia mediante el uso de este caracter (ver casos:
espécimen 14 para C. fragilis subsp. huteri; espécimen 9
para C. alpina; espécimen 41 para C. pseudoregia); por
otro lado, observando las curvas tedricas (figura 6) se
detectan areas de superposicion entre todos los taxones,
con menor incidencia entre C. fragilis subsp. fragilis y C.
pseudoregia. A pesar de estos hechos, este caracter
permite una Optima discriminacién entre las parejas de
taxones con similitud macromorfologica, como son C.
fragilis subsp. fragilis - C. pseudoregia o C. fragilis
subsp. fragilis - C. fragilis subsp. huteri, en menor grado.

Hay que sefialar que, a pesar de no encontrar ninguna
referencia en la bibliografia consultada, el uso, como ca-
racter discriminatorio, de las células guarda, puede resul-
tar util tanto para distinguir especies como para deducir
su nivel de ploidia, aunque no sin alguna dificultad. La
tabla 2 muestra nuestros datos.

Por ultimo, analizando el diagrama de dispersion,
longitud células guarda frente a longitud exosporio (ver
figura 7), se observa la distribucion de los diferentes
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taxones en posiciones diferenciadas, sobre todo para C.
pseudoregia y en menor medida para C. fragilis subsp.
huteri en relacion con C. alpina.

0,12
— C. fragilis
C. alpina

01 =

008 . \

0,06

0,04

0

30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Fig.6. Representacion grafica de las curvas normales relaciona-
das con la longitud de las células guarda (um) de los diferentes
taxones tratados, excluidos los datos de C. dickieana.

Longitud células guarda en pm
X minima- X de medias- X maxima)

C. fragilis 4x C. alpina 6x C. huteri 6x |C. pseudoregia 8x

42-7-44,5-463 | 46,1-48,7-52,1 | 47-50,9-53.4 51-57,4-64.,5

Tab. 2. Tabla comparativa de las medias del tamaiio de las
estomas (longitud de células guarda) de los diferentes
individuos analizados, clasificados de acuerdo con sus rasgos
macromorfoldgicos y nivel de ploidia (ver apéndice 1).

El coeficiente de correlacion de Spearman para estas
dos caracteristicas es p=0,54658, p (2 colas) = 0.00032
por lo que consideramos como estadisticamente
significativa (de valor medio) dicha correlacion.

El coeficiente de Pearson es de r=0,62 p=0,000026.
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Fig. 7. Grafico-diagrama de dispersion. A: Long. exosporio en
um; B: Long. cél. guarda en um. Simbolos: ® C. fragilis subsp.
fragilis;, ® C. alpina;, ® C. fragilis subp. huteri; ® C.
pseudoregia; ® C. dickieana. A: especimenes sin esporas
maduras; usamos el simbolo# para indicar su posicion relativa.
La numeracion estd correlacionada con especimenes del
apéndice 1.
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CONCLUSIONES

Se propone como via para seguir investigando, que
algunas de las formas hexaploides, con morfologia
propia de C. fragilis subsp. fragilis, pudieran ser
variantes de C. fragilis subsp. huteri escasamente
glandulares. El nivel hexaploide de estos individuos esta
respaldado por una combinacién de caracteristicas
relacionadas con los tamafios esporal y estomatico. Ante
las dificultades en la determinacidn de estos individuos,
sugerimos que el nivel taxonomico mas acorde sea el
subespecifico para C. huteri.

Se reafirma/confirma el nivel tetraploide para C.
fragilis subsp. fragilis y el hexaploide para C. alpina. Por
otro lado, se ha encontrado una alta correspondencia
entre el taxon C. pseudoregia y el nivel octoploide. Se
considera adecuado el rango especifico para este taxon,
basandonos en la correspondencia mencionada, en la
morfologia general y en la combinaciéon de tamafio
estomatico y esporal.

Por tultimo, hay que indicar que el tamafio sobre todo
estomatico y el esporal, contribuyen en buena medida a
distinguir las parejas de taxones semejantes siguientes:
C. fragilis subsp. fragilis de C. fragilis subsp. huteri y C.
fragilis subsp. fragilis o C. alpina de C. pseudoregia.

Agradecimientos: Al Dr. Charles Zaiontz, promotor del
sitio web Real Statistics Using Excel, por proporcionar de
forma desinteresada, tutoriales y software que complementa a
Microsoft Excel.
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APENDICE 1: LOCALIDADES DE PROCEDENCIA DEL MATERIAL ESTUDIADO Y DATOS
OBTENIDOS TRAS SU ANALISIS (Todo el material ha sido recogido por los autores)

Numero de cromoso- LONGITUD DE LA L(,)NGITUD DELAS
ESPECIMEN mas meiosis (n) / = CELULAS GUARDA
NIVEL DE PLOID{A | ESPORAenum(X-G) en um( X-G)
1. @ Cystopteris dickieana. GUADALAJARA: 30TVL8267, _
prox. Villacadima, 1350 m, 2-VI-2018. n=8411/4x 432 27 47,5 41
2. @ Cystopteris fragilis subsp. fragilis. CANTABRIA: _
30TUNGS, Sotres a Andara, 1400 m, 2-VII-1989. n= 841 dx 44,4 29 5.1 26
3. @ Cystopteris fragilis subsp. fragilis. BURGOS:
30TVN4780, Portillo de Lunada, Picon del Fraile, 1400 m, 25- n=c. 84 11/ 4x 432 2,4 44 3,4
VIII-1996.
4. @ Cystopteris fragilis subsp. fragilis. BARCELONA: _
31TDG1083, Coll de Pal, 2100 m, 21- VIII-2019. n=8411/4x 432 3 42,7 3.8
5. @ Cystopteris fragilis subsp. fragilis. BARCELONA: _
31TDG1083, Coll de Pal, 2100 m, 21- VIII-2019. n=8411/4x 40 2.9 46,3 >
6. @ Cystopteris alpina. LEON: 30TTN8866, A 2 Km de Pie- _
drafita la Mediana 1400 m, 1-VIII-2019. n=12611/6x 439 2.8 32,1 33
7. @ Cystopteris alpina. BURGOS: 30TVN48, Portillo de _
Lunada, 1300 m, 9-VII-1995. n=1261176x 47.8 35 50 38
8. @ Cystopteris alpina. BURGOS: 30TVN4272, Pto. Estacas _
de Trueba, 1200 m, 10-VII-1997. n-c. 12611/ 6x 46,5 38 4.1 31
d‘i.r . 1.6(?0yrsrt10;2)f$'111s_ ?;%;na. CANTABRIA: Entre Sotres y An- n=12611/ 6x 445 25 46.1 2.7
117(;.0 :1 Cz?,\s/tﬁ?lt;ggs alpina. CANTABRIA: Pozo de Andara, n=c. 126 11/ 6x 405 ) 478 3.4
11. ® Cystopteris fragilis subsp. huteri. LEON: 30TTN7850, _
Cabornera, 1000 m, 1-VI-2019. n 12611/ 6x 0.1 42 31 38
50
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(:ljt;or:e?ay,sltgg(t)e;:’s lff‘{l]%_lgg 1s;l'bsp. huteri. LEON: 30TTN7850, n=126 11/ 6x 47 3.7 534 48
e ooy > | wemoiies | sox | a3 | o | 2
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o ot ot .t GRS | e | smew
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o gl b ork INENSOSWGOST | oo | 7 | 2 | se |
e L s
1295.0 ; g);fg)ﬂf?gi;i)seudoregia. LEON: 29TQH2966, La Cueta, n=160 11/ 8x 511 3.7 60.6 45
13&0 ; :g);fg)ﬂf?gi;i)seudoregia. LEON: 29TQH2966, La Cueta, n=c.168 11/ 8x 523 3.1 56.8 42
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dig’. lgs’gﬁ,t(;[f&ll:izsoﬁs;udoregia. LEON: 30TUN2551, Villayan- n=168 11/ 8x 47.6 33 55 46
Sze;ale.s,Cl)ésst(())lr)rt:lilﬁs_l\)/sﬁl_lldgogrse_gl& LE(,)N: 30TUN1771, Pto de las = c.168 11 /8x 47.9 38 55.6 5.5
Szga]e.s,Cl)ésst(())lr)rt:lilﬁs_l\)/sﬁl_lldgogrse_gl& LE(,)N: 30TUN1771, Pto de las n=150T1/ 8x 515 3.6 58.8 5.1
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g:;i. d; g:;sztg’pltzglg r[;s,e;g]oll:ggllag..PALENClA: 30TUN6045 Vir- n=c.164 11/ 8x 45,7 3.6 57.6 63
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Post sriptum. Con posterioridad a la aceptacion para su publicacion se han obtenido nuevos datos que refuerzan las conclusiones.
Se trata de los 5 individuos siguientes: Se muestra nimero cromosomas/nivel ploidia y longitud de la espora en um (X-G):

Cystopteris alpina. BARCELONA: 31TDG1083, Coll de Pal, 2100 m, 21- VIII-2019. n= 126 11/ 6x; 45; 2,9.

Cystopteris fragilis subsp. huteri. LEON: 30TTN64535603, La Vega de Robledo, 1130 m, 21-VII-2019. n= 126 11/ 6x; 42,2; 1,9. Id. n= 126 11
/ 6x;43,9; 3,5. 1d. n= 126 11/ 6x; 46,2; 3,1.

Cystopteris pseudoregia. LEON: 30TTN88256622, prox. Piedrafita la Mediana, 1350 m, 2-VIII-2019. n= 164 I / 8x; sin esporas.
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