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1. Introduccio

Fruit d'una assisténcia técnica contractada per la Conselleria de Medi
Ambient del Govern de les Illes Balears, s'ha avaluat la singularitat molecular de
Limonium majoricum Pignatti (Plumbaginaceae) suposat endemisme balear
restringit a un indret de la costa nord est de Mallorca (Moli d'en Regalat, Artq) i

especie inclosa al Catdleg Nacional d'Espécies Vegetals Amenagades (1990).

En concret, s'han dut a terme les segiients actuacions:

1. Mostreig no destructiu d'una mostra representativa de ['dnica poblacié viva
atribuida a L. majoricum i situada al Moli d'en Regalat. El mostreig s'ha
realitzat sobre individus préviament cartografiats pels companys del Jardi
Botdnic de Séller, a fi de tenir marcats els individus analitzats.

2. Mostreig no destructiu de cinc poblacions de L. gymnesicum Erben, endemisme
mallorqui i espécie més propera morfologicament a L. majoricum i de la que és
extremadament dificultosa la seva separacié.

3. Mostreig no destructiu de poblacions de L. minutum (L.) Chaz. i L. virgatum
(Willd.) Fourr., espécies amb les que conviuen L. majoricum i L. gymnesicum i
que s’han pres com a referencia per a la interpretacié dels resultats genétics
obtinguts.

4. Genotipat molecular, amb tecniques d'ADN, de totes les anteriors poblacions
utilitzant marcadors nuclears i cloroplastics.

5. Integracié de les dades moleculars amb les basades amb la morfologia,
fitodermologia i el sistema reproductor.

6. Propostes d'actuacid sobre la conservacié de la poblacié.



2. Caracteristiques biologiques i taxonomiques dels Limonium
illencs de la conca Mediterrania

La conca Mediterrania es un area d'extrema complexitat paleobiogeografica
i compren milers d'illes de diferent edat, drea i grau d'aillament. Aixo permet un
escenari extraordinari per a estudiar els patrons de especiacio vegetal que nho
solen ocodrrer a les illes ocedniques. Les revisions sobre els aspectes generals dels
endemismes illencs de la Mediterrania s’han centrat tipicament sobre els tdaxons
d'angiospermes amb reproduccié sexual (Cardona & Contandriopoulos 1977). Per
contra, es coneix ben poc al respecte dels aspectes més basics sobre la faxonomia,
fitogeografia, i aspectes evolutius que presenten bona part dels endemismes
agamospermics (o apomictics, es a dir sense reproduccié sexual) a les illes. Un dels
géneres més diversificats i rics en espeécies descrites es Limonium, amb més d'un
centenar d'estirps (sexual i apomictiques) citades a les illes, les quals juguen un
paper molt important en la composicié i dinamica dels ecosistemes litorals

(roquissars i salobrars) de la conca Mediterrania.

Diversitat taxonomica i fitogeografia

Les illes sén les unitats biogeografiques amb el nombre més alt d'indicacions
d'espécies de Limonium presents a la Mediterrdnea. Aixi, més del 50% de la
diversitat total citada del génere a n‘aquesta drea es troba restringida a territoris
insulars. Els arxipelags situats a la part occidental i central de la conca (Balears,
Corsega, Sardenya, Sicilia i altres illes petites) presenten més espécies de
Limonium que aquells situats a I'est, a on el cataleg de Limonium d'illes relativament
grans com Creta o Xipre no arriba a les 20 espécies. Tot i aixo, les illes i illots de
la Mediterrania no son sols singulars per la seva riquesa especifica, ans fambé per

la distribucio forga restringida de bona part de les espécies de Limonium que viuen



a les seves costes. Per exemple, més de 15 especies [L. parvifolium (Tineo) Pignatti,
L. planesiae Pignatti, L. savianum Pignatti, L. gorgonae Pignattii, L. dianium Pignatti,
L. tenuiculum (Tineo) Pignatti, L. albidum (Guss.) Pignatti, L. intermedium (Guss.)
Brullo, i L. aegusae Brullo a la Mediterranea occidental, i L. zacynthium Artelari, L.
pithosianum Artelari, L. arcuatum Artelari, L. cephalonicum Artelari, L.
antipaxorum Artelari, i L. damboldtianum Phitos & Artelari a la costa oriental]

creixen en petites illes i illots d'area molt reduida.

Tipicament, altes taxes d'endemicitat caracteritzen la flora de Limonium de
bona part de les illes mediterrdnies. Els endemismes illencs van dels valors més
baixos de Xipre (25%) fins als dels arxipelags occidentals més diversificats com
les Balears o Corsega-Sardenya (81.1-86.5%). De fet, son molt poques les espécies
que es troben presents a dos o més arxipelags. Sols unes poques espécies d'ample
distribucié com Limonium avei (De Not.) Brullo & Erben, L. echioides (L.) Mill., L.
narbonense Mill., L. sinuatum (L.) Mill., i L. virgatum (Willd.) Fourr. es troben a la

major part de les illes mediterranies més grans.

L'altre component illenc, pero no endémic, sols estar geograficament
restringit a petites regions del continent europeu com la peninsula Iberica [L.
cossonianum Kuntze, L. gibertii (Sennen) Sennen]; sud de Franga [L. companyonis
(6ren. & Billot) Kuntze]; la peninsula italiana [L. panormitanum (Tod.) Pignatti];
Anatolia [L. effusum (Boiss.) Kuntze, L. gmelinii (Willd.) Kuntze, L. meyeri (Boiss.)
Kuntze], la peninsula balcanica [L. brevipetiolatum Artelari & Erben, L. frederici
(W. Barbey) Rech. fil., L. graecum (Poir.) Rech. fil., L. Ayssopifolium (Girard) Rech.
fil., L. ocymifolium (Poir.) Kuntze, L. pigadiense (Rech. fil.) Rech. fil., L. sieberi
(Boiss.) Kuntze]. Amb ['inica excepcié de L. zembrae Pignatii, que es troba present
a la petita illa de Zembra (situada a 15 km de la costa Africana) i Tunissia, no hi ha
cap altre espécie que visqui exclusivament a les illes mediterranies i el continent

africa.



Dins el genere Limonium, la major diversificacio a la Mediterrania correspon
a la seccio Limonium, que és |'inica que presenta endemismes illencs. Prop del 98%
de tota la flora illenca de Limonium pertany a aquesta seccié. Pteroclados,
Myriolepis, Ctenostachys, Pruinosa, Hyalolepidae, Siphonantai Schizhymenium, que
son les altres seccions del genere present a la Mediterrania, no s’han diversificat

en els ecosistemes insulars, i bona part d'elles no es troben sols presents a illes.

Dades carioldgiques

Les especies mediterrdnies de Limonium que pertanyen a les seccions
Pteroclados i Myriolepis son diploids, mentre que dins la seccié Schizhymenium es
troba un diploid forga distribuit (L. echioides) i una espécie triploid forga
emparentada (L. ave). En contrast, la seccié Limonium mostra una diversitat
citogenetica forga destacada, que inclou des de especies diploids fins a hexaploids.
Tot i aixo, les dades citogenetiques a I'abast dels Limonium illencs que pertanyen a
la seccié Limonium no sén exhaustives i sols d'un nombre moderat d'especies (72%)

es disposa del nombre cromosomic.

Tot i qixo, les illes de la Mediterrania occidental mostren un més que
acceptable coneixement cariologic de la seva flora de Limonium, amb més d'un 50%
d'espécies contades (Balears: 79.6%; Corsega-Sardenya: 60%). Fins i tot,
I'exhaustiva recerca carioldgica feta a I'arxipélag de Sicilia (Brullo & Petrone 1981;
Brullo 1988) proporciona dades cromosomiques per practicament totes les especies
(33 de 34). Aquest panorama és clarament diferent a les illes orientals, a on les
dades cromosomiques no sén conegudes per moltes espécies (sols entre el 28.6% i

el 41.6% de les espécies illenques).

Dins de la seccié Limonium les espécies diploids (2n=16, 2n=18) presenten

dos nombres cromosomics basics (x=8 i x=9). Es creu que les espécies poliploids



s'han originat per entrecreuaments interespecifics a partir d'especies
progenitores que presenten genomes x=8 i x=9 (Erben 1978, 1979). Les espécies
poliploids de Limonium poden ser triploids [2n=24 (8+8+8), 2n=25 (9+8+8), 2n=26
(8+9+9), 2n=27 (9+9+9)], tetraploids [2n=32 (8+8+8+8), 2n=34 (8+8+9+9), 2n=35
(8+9+9+9), 2n=36 (9+9+9+9)], pentaploids [2n=43 (8+8+9+9+9)], i hexaploids
[2n=51 (8+8+8+9+9+9), 2n=54 (9+9+9+9+9+9)]. Fins ara no s'han detectat
cromosomes accessoris (B) a les especies diploids i practicament tots els taxons

estudiats s'han caracteritzat per un sol nombre cromosomic.

En contrast, evidencies contradictories s’han citat per algunes espécies
poliploids que viuen a la Mediterrania. Alguns autors han trobat diferent nombres
cromosomics nho sols dins de la mateixa espeécie, ans fins i tot dins de la mateixa
poblacié o, fins i tot, en el mateix individu (Dolcher & Pignatti 1967, 1971; Arrigoni
& Diana 1993; Rosselld et al. 1998; Sdez et al. 1998). Una situacié
extraordinariament inusual ha estat detectada a I'endemisme cors L. bonifaciense
Arrigoni & Diana. Gairebé 50 llavors recollides al camp provinents de 18 individus
es posaren a germinar i s'estudiaren citogeneticament. En sols 46.9% de les
plantules es va determinar un sols nombre cromosomic, fos 2n=27 (34.7%), 2n=36
(10.2%) o 2n=18 (2%). Als altres individus, es va detectar mixoploidia i es trobaren
diverses plantes que combinaven els segiients nombres cromosomics 2n=9, 15, 18,

21,24,27,30,32i 36 (Diana 1995).

L'aneuploidia s'ha també detectat a L. carvalhoi Rossellé6 & L. Sdez, un
endemisme de Balears que creix a un salobrar del sudoest de Mallorca. Els
nombres cromosomics 2n=24, 2n=25 i 2n=26 s'han trobat a plantules de L.
carvalhoi. El nombre 2n=25 es va detectar a totes les plantes examinades i va ser,
amb diferéncia, el nombre cromosomic més freqiient (70.3% de les cel-lules). En
contrast, tres dels nou individus presentaren 2n=24 (21.6% de les cél-lules) i el
citotip amb 2n=26 es va detectar a una sola planta (2.7%). La mixoploidia es va

trobar a un ter¢ de les plantules estudiades i a partir de la morfologia dels



cromosomes es va suggeri que el nombre cromosomic original era de 2n=26, essent

els altres nombres derivats per aneuploidia descendent (Rossellé et al. 1998).

Per contra, aquesta variabilitat intraespecifica no s'ha indicat a la majoria
d'espécies mediterranies triploids i tetraploids (Erben 1978, 1979, 1988; Brullo &
Pavone 1981; Artelari 1989 a,b,c, 1992) i cada espécie ha estat caracteritzada per
un sols nombre cromosomic. Tot i aixo, hi ha algunes contradiccions en els
recomptes cromosomics d'algunes especies de Balears que presenten una
distribucié forga restringida [L. balearicum, 2n=18 i 2n=27, Erben 1988, 1993; L.
caprariense 2n=18 i 2n=27, Erben 1988, 1989; L. marisolii 2n=25 i 2n=27, Erben
1988, 1993) que poden ser indicadores que els polimorfismes cromosomics en les
especies poliploids de Limonium poden trobar-se més distribuides del que s'havia
cregut préviament. No és descartable assumir, doncs, que alguns dels nombres
cromosomics anomals trobats poden simplement haver estat rebutjats pels

mateixos investigadors en la creenga de que representaven artefactes técnics.

Similars polimorfismes cromosomics s'han ressenyat també a algunes
especies de Limonium de les illes Britaniques (Ingrouille & Stace 1985; Dawson
1990). Tot i aixd, es varen adduir raons tecniques per explicar la troballa de vuit
citotips a poblacions de L. Aumile Mill. de Gran Bretanya (2n=36, 38, 48, 49, 50,
51, 52, 54). L'excessiva pressié durant el sguash, la mescla del contingut nuclear
de dues cel-lules contiglies i la petita mida dels cromosomes es varen proposar com
a raons plausibles per explicar aquesta variabilitat cromosomica. Aquestes raons
tecniques, adduides per Dawson (1990), semblen massa inversemblants per explicar
la magnitud de la variabilitat citoldgica present a algunes espécies apomictiques

illenques.



La distribucio dels citotips a especies illenques de Limonium (seccio
Limonium) no és a l'atzar i es troba relacionada d'alguna manera amb la localitzacié
geografica de les illes. Els taxons diploids es troben moderadament representats a
les illes mediterranies, amb valors semblants (6 especies) en cada un dels
arxipelags més grans de les conques orientals i occidentals. Amb I'excepcié de L.
cossonianum (present a les illes Balears a Formentera), totes les altres especies
diploids presenten el citotip 2n=18. Entre els taxons poliploids, els triploids sén
amb diferéncia el més freqiients i, entre ells, les espécies amb 2n=27 predominen.
La diversitat citogenética és particularment destacable a Balears amb elements
amb 2n=24, 25, 26 i 27 sén coneguts. Els tres primers nombres cromosomics es
troben absents a les altres illes mediterranies, a on sols sén coneguts els triploids
amb el nombre de cromosomes basic x=9. El citotip 2n=24 es prou rar al génere i

és conegut de I'apomictic formenterenc L. wiedmanii Erben.

Els citotips tetraploids no son rars a les illes en conjunt, i igualen en nombre
d'espécies als diploids, perc la seva contribucié dins de les flores illenques
particulars és marginal. La Unica excepcio es l'arxipelag de Sicilia a on es
concentren més del 60% dels tetraploids insulars coneguts. Espécies amb els
nivells d'euploidia més gran (pentaploids i hexaploids) estan pobrament
representats a Limonium i la seva preséncia es restringeix a algunes illes de la

conca Mediterrdnia oriental.

Sistema reproductiu

A Limonium, aixi com a altres Plumbaginaceae (Baker 1966), existeix un
sistema de autoincompatibilitat esporofitica que és heteromorfica i que es manifesta
en el dimorfisme dels tipus de pol-len (de reticle ample o reticle fi) i estigma (papilds
o llis, -cob en la literatura plumbanoldgica usual-). Hi ha quatre tipus possibles de

combinacions pol-len / estigma:



A: pollen finament reticulat / estigma cob
B: pol-len amplament reticulat / estigma papilos
C: pol-len amplament reticulat / estigma cob

D: pol-len finament reticulat / estigma papilés

Sols aquells entrecreuaments entre pél-lens de reticle amplament reticulat i
estigma papilosos o bé pdl-lens finament reticulats i estigmes llisos sén compatibles i
produeixen llavors. Els altres entrecreuaments no sén viables i no es produeix la
germinacié del gra de pollen sobre l'estigma. Les especies sexuals normalment
mostren individus de dos tipus (A, B) dins de les poblacions. En contrast, la major
part de les espécies poliploids exhibeixen poblacions monomofiques constituides per
individus que sols presenten un sol tipus de combinacié pol-lini-estigmatica. A més,
aquestes plantes presenten una molt reduida fertilitat pol-linica perd que no impedeix
la formacid de llavors viables, fet que és explicat per la possessié de reproduccié

apomictica (Erben 1978, 1979; Ingrouille 1982).

Bona part de la informacio disponible del sistema reproductiu de les espécies
de Limonium es deu als treballs capdavanters de Baker (1953) i Erben (1978, 1979)
els quals, tot i aixo, estudiaren molt poques espécies del genere presents a les illes
mediterrdnies. Dins de Limonium seccié Limonium el coneixement del tipus de sistema
heteromorfic (morfologia del pol-len i estigma) i els valors de fertilitat pollinica s’han
utilitzat com a evidencia indirecta per a diagnosticar que una espécie presenta
reproduccié apomictica. Les especies apomictiques que mostren les combinacions B o
A son molt més fregiients que aquelles que presenten les C o D; aixo esta d'acord

amb les observacions del genere fetes per Baker (1953).

Malgrat hi ha citacions d'algunes espécies apomictiques que presenten dos
tipus de combinacions de pél-lens i estigmes, sembla que sén errades degudes a

confusions amb altres espécies. De fet, les observacions relatives al dimorfisme



pollinic / estigmatic de L. gibertiii L. marisolii a Balears (Llorens 1986 a,b) mai s’han
confirmat i probablement es deuen a confusions amb individus de L. minutum o L.
grosii (en el primer cas) o L. leonardii-/lorensii (en el segon cas). Un cas extrem que

caldria verificar es I'especie poliploid L. graecum.

En contrast amb el que caldria esperar, Artelari (1989) assenyala
monomorfisme en nou poblacions de I'Aegeu (A: 8; B: 1), mentre que tres foren
dimorfiques, amb els tipus A i B presents dins de les poblacions. Finalment, la
fertilitat pollinica a les especies apomictiques no és tan baix com dades anteriors
suggerien [0-17(28)%; Erben 1978, 1979]. De fet, els membres del complex L.
grbertii poden assolir mitjanes poblacionals que s'apropen al 50% de pol-len viable i
valors que s'acosten al 86% s'han assenyalat per L. graecum (Artelari 1989). Aquests
valors s‘apropen als que indicaren Ingrouille & Stace (1985) a alguns membres del
complex apomictic L. binervosum a les illes britaniques (0-38%) i suggereixen que
diverses espécies apomictiques poden presentar una certa fertilitat masculina

marginal.
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3.Antecedents

Limonium majoricum fou descrit per Pignatti (1955) en base a una série de
materials recol-lectats i enviats a l'especialista italia per I'apotecari artanenc
Lloreng Garcias Font. La indicacié locotipica refereix Sa Colonia [de Sant Pere]
com a Unica localitat coneguda de I'espécie ["MALLORCA: Artq, terres i roques
maritimes a Sa Colonia, 14.7.1932, GARCIAS- FONT n°® 773 PAV."], no sols en el
moment del seu descobriment (1932) ans també en el de la seva publicacié (1955).
Cap poblacié més, llevat de la original, ha estat mai indicada a Mallorca i tan sols hi
ha una citacié inespecifica de Menorca deguda a Duvigneaud (1979), poc

versemblant, que mai ha estat verificada per autors posteriors.

L'estatus de L. majoricum com a especie singular de les Balears ha estat
gairebé mantinguda en tots els treballs de sintesis que cobreixen el territori illenc
(Pignatti 1972; Llorens 1986 ab, Erben 1993) si bé alguns autors amb criteris
taxonomics excessivament sintetics ho reconeixen a nivell subespecific dins de L.

auriculae-ursifolium (Malagarriga 1976) o L. girardianum (Bolos et al. 1990).

Donada la seva raresa apareix com a espécie protegida en el Reial Decret
439/90 del 30 de marg¢ de 1990 que regula el Catdleg Nacional d'espécies
amenagades i fa pocs anys es va elaborar el pla de recuperacio de I'espécie (Llorens
et al. 1999). Tot i aixo Sdez & Rossell6 (2001) en el Llibre vermell de la flora
vascular de les Illes Balears esmenten L. majoricum dins de les especies dubtoses
a la categoria TUCN DD. Les raons que addueixen aquests autors es fonamentaven
en que Llorens et al. (1999) insinuen que les subpoblacions atribuides a L.
majoricum podrien correspondre en realitat a hibrids entre L. majoricum i altres
especies, com L. gymesicum o L. virgatum. L'existencia d'hibrids entre aquestes
especies ja havia estat posat de manifest per Erben (1993) i també préviament per

Llorens (1972) qui va descriure (invdlidament des de el punt de vista
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nomenclatural) el Limonium x mansanetii A. Llorens & L. Llorens, suposat hibrid

entre L. majoricumi L. virgatum.

Tanmateix hi ha altres circumstancies que conviden a la reflexié sobre la
independéncia taxondmica de L. majoricum o, alternativament, la pervivéncia en la

actualitat a Arta de formes atribuides a L. majoricum.

En primer lloc, els autors d'aquesta memoria no han vist mai a Sa Coldnia
d'Artd exemplars de Limonium que coincideixin bé amb la morfologia atribuida a L.
majoricum, bé amb exemplars dherbari que corresponguin amb el tipus
nomenclatural de l'espécie. Un dels autors (JAR) ha visitat repetidament la
localitat classica, des de l'any 1980 en endavant, en companyia d'altres botanics
illencs (Lleonard Llorens, Jeroni Orell) que sabien el indret exacte de la poblacié
de L. majoricum per haver-los estat mostrada pel seu descobridor, Lloreng Garcias
Font. A part de L. virgatum, a la dita localitat de Sa Coldnia de Sant Pere (Moli d'en
Regalat) sols existia una poblacié prou homogénia d'exemplars en forma de
coixinets atapeits, fulles no planes i amb les inflorescéncies denses i amb poques o
cap branca esteril. Aquests exemplars no sén exclusius del Moli d'en Regalat i es
poden trobar al llarg de la costa artanenca entre Sa Colonia d'Arta i Es Cald dels
Cans, aixi com als roquissars maritims vora la desembocadura del torrent de Son

Baulé i als talussos litorals prop del Cap Pinar.

Es a dir, des de el punt de vista macromorfologic no existeix cap caracter
que permeti discriminar els exemplars existents en l'actualitat (i des de fa més
prop de 25 anys) al Moli d'en Regalat de la resta de la costa NE mallorquina. Es
significatiu el comentari que Llorens (1986 a) afegeix al respecte de L. majoricum:
" Las plantas descritas por Pighatti corresponden a las formas mds desarrolladas
de esta especie, y que hoy, dadas las diversas modificaciones realizadas en el drea

de la Unica poblacién conocida ya no existen”.
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Tradicionalment els exemplars de Es Calé dels Cans s'han denominat L.
gymnesicum Erben (= L. gougetianum subsp. balearicum Pignatti = L. girardianum
subsp. balearicum (Pignatti) O. Bolos, Vigo, Masalles & Ninot) també endemisme
mallorqui, i de fet la localitat tipica de I'espécie correspon a aquesta petita cala
d'Artd. Ara bé, segons Pignatti (1955) el L. gymesicum (sub Limonium gougetianum
subsp. balearicum) també es troba present a la mateixa localitat, i als voltants,

d'on va ser descrit el L. majoricum:.

“MALLORCA: Roques marit. al Corp-mari de Sa Colonia (Arta) 22.6.1932,
GARCIAS-FONT, BCG; terres litorales a Sa Colonia 22.6.1932, GARCIAS-FONT n°
1273, PAV; La Coldnia de Arta 14.7.1932, GARCIAS-FONT 1273, PAV; La Coldnia
de Artq, roq. lit. de la Cala dels Cans 10.7.1950, GARCIAS-FONT, BCG; ibid. litoral
a |'ombra dels Tomarells 10.7.1950, GARCIAS-FONT, BCG"

Les diferencies morfoldgiques que Erben (1993) dona per separar L.
majoricum de L. gymnesicum son forga subtils i es basen exclusivament en
variacions en alguns caracters quantitatius, no en qualitatius, tal i com es pot veure

reflexat en aquesta taula comparativa de les morfologies d'ambdues espécies.

L. majoricum L. gymnesicum
Port Perenne Perenne, almohadillada
Indument Glabra Glabra
Fulles 18-45 x 8-16 15-25 x 3-7
Limbe verdes a l'antesis verdes a l'antesis
de espatulades a estretament estretament cuneades-espatulades
cuneades-espatulades
planes, amb el marge revolut planes, estretament revolutes
amb 3 nervis amb 1-3 nervis
apex arrodonit apex arrodonit o emarginat
Peciol 15-25mm 0,8-2mm
1/3 - 1/2 del limbe 1/3 - 1/2 del limbe
Escapus 15-30cm 5-18 cm
sense o amb poques branques sense o amb poques branques
esterils esterils
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Inflorescéncia

Branques de primer ordre fins a 10

Branques de primer ordre fins a 10

cm cm
Angle esbrancament 30 - 45° 35-50°
Espigues 6-18 10 -45
casi dretes dretes o lleugerament arquejades
Espiguetes 55-6 mm 6-6,5mm
8-12/cm 6-7/cm
2 -5 flors 1- 3 flors

Brdactea externa

2-25x19-23mm
triangular ovada
apex agut

part central carhosa amb dpex que
quasi arriba al marge

2-24x2-23mm
de triangular a triangular ovada
apex agut
part central carhosa amb dpex que

quasi arriba al marge

Bractea mitjana

21-26 x13-19mm

oblonga-el-liptica

2-23x13-18mm

oblonga-el-liptica

Brdactea interna

5-56x2,9-32mm
el-liptica
apex subobtus o arrodonit

part central 3,3-39x1,7-2,1mm,
amb apex 1-1,2 mm

43-49x3-34mm
el-liptica
apex subobtus o arrodonit

part central 2,8 - 3,4 x 1,4 -2 mm,
amb apex 1-1,2 mm

Calze 4-48mm 47 -5mm
sobrepassa 0,5 - 1 mm a la bractea | sobrepassa 0,5 -1 mm a la bractea
interna interna
tub pilés tub pilés
dents 0,7 - 1 mm dents 0,8 - 1,1 mm
Corol-la 65-68x17-19mm 79-83x2-2,2mm

violdcia-vermella

violdcia-vermella

Nombre cromosdmic

2n=27

2n=27

L. majoricum

L. gymnesicum

No obstant a la mateixa obra, a la clau de determinacid, hi ha una série de

contradiccions amb aquestes dades. Aixi, per arribar a L. majoricum cal que la

densitat de les espiguetes sigui 10-14 /cm (Erben 1993: 11), mentre que a la

descripcio (veure taula) déna un valors de 8-12 / cm. D'altre banda, per assolir una

determinacié de L. gymnesicum cal que els exemplars tinguin calzes entre 5-6 mm

(Erben 1993: 12), en clara contradiccié amb els valors donats de 4,7-5 mm. Donada
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la gran semblanga morfologica existent entre L. majoricum i L. gymnesicum és
pertinent demanar-se fins a quin punt els suposats exemplars hibridégens entre
ambdues especies, que foren detectats a sa Colonia de Sant Pere (Erben 1993), ho
sén realment o si més aviat cal considerar-los com a formes de transicié entre dos

extrems de variacié d'una mateixa entitat taxonomica.

Pérez Rocher (1995) realitza, sota la direccié d'un dels autors d'aquesta
memoria (JAR), una tesina de llicenciatura sobre les caracteristiques de les
epidermis foliars d'algunes especies baledriques de Limonium, principalment del
grup L. minutum, entre els que inclogué I'anomenat complex L. majoricum, que
comprenia aquesta especie i L. gymnesicum. No es va detectar cap diferéncia entre
les dues espécies pel que fa a la disposicié dels estomes (presents sols al revers de
les fulles; fulles hipoestomatiques), la longitud de les cél-lules oclusives dels
estomes, la morfologia i densitat de les glandules de Scopoli, la morfologia i
disposicio de les papil-les i la ornamentacié al microscopi electronic d'escandallatge
(SEM) de la cuticula foliar. En aquest treball el material de L. majoricum fou
obtingut a partir de plecs d'herbari cedits per Jeroni Orell agafats a la localitat
classica i que coincidien amb el concepte que d'aquesta espécie s'ha tingut
tradicionalment per part dels botanics illencs: plantes idéntiques a L. gymnesicum

perd més grans pel que fa a la algada de la planta i amplaria de les fulles.

D'altre banda els exemplars atribults a L. majoricum i L. gymnesicum
presenten el mateix tipus de combinacié de pol-len i estigma (B), son igualment
apomictiques, presenten baixa fertilitat pol-linica i tenen el mateix nombre de

cromosomes (sén triploids amb 2n=27).

De tota la informacié que es disposa fins ara sembla més que justificada la
adscripcio de L. majoricum com a especie deficientment coneguda (categoria DD)
proposada per Sdez & Rossellé (2001). L'estat de la giiestio es pot resumir en els

seglients punts:
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i) L. majoricum va ser descrit i sols ha estat conegut d'una Unica localitat

mallorquina, Sa Coldnia de Sant Pere, a la costa artanenca.

ii) Els exemplars atribuits a L. majoricum i que es conserven als herbaris
classics (Garcias Font, Bonafé, Orell) estan agafats abans de 1980 i es
caracteritzen, en general, per presentar una morfologia general semblant a
I'especie L. gymnesicum, endemic de poques localitats ubicades a la costa de la
badia d'Alcudia i de Pollenga, pero amb els escapus més llargs i amb fulles amb el

limbe més ample.

iii) Actualment no es troben a la poblacié original (Moli d'en Regalat)
exemplars amb aquesta morfologia. De fet, els exemplars presents a aquesta
localitat son impossibles de separar morfoldgicament de les poblacions veines de L.
gymnesicum. Ambdues espécies comparteixen un idéntic sistema reproductiu
(apomictic, amb una combinacié pollen/estigma tipus B), varis caracters
micromorfologics (mida estomdtica i la seva localitzacié hipoestomatica, les
glandules de Scopoli, papil-les foliars, ornamentacio de la cuticula) i el mateix

nombre cromosomic.

iv) L. majoricum i L. gymnesicum s'han citat a la mateixa localitat de la
Colonia de Sant Pere, fet reconegut per I'autor que va descriure L. majoricum, aixi

com per Llorens (1986 a, 1987) en els articles referits a L. majoricum.

v) Diversos autors han reconegut explicitament la presencia d'individus
intermedis entre ambdues espécies a la Colonia de Sant Pere. Han estat
interpretats com a hibrids interespecifics, pero no s'ha presentat cap evidencia

solida, ni tan sols circumstancial, que permeti recolzar aquesta hipdtesis.
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4.0Objectius

S'ha examinat la morfologia dels exemplars tipus (isotips) de L. majoricum
presents a I'herbari de Garcias Font dipositat a la Societat d'Historia Natural, a fi
de tenir elements de referéncia respecte a la adscripcio dels exemplars recollits a

la poblacié del Moli d'en Regalat aixi com a les altres poblacions de L. gymnesicum.

S'han dut a terme andlisis de la variabilitat molecular, basats en els
polimorfismes dADN, per comparar els patrons genétics dels exemplars atribuits
per altres autors (Llorens et al. 1999) a L. majoricum a la localitat del Moli d'en
Regalat, amb les poblacions de l'especie endémica L. gymnesicum, amb la que
comparteix rellevants semblances morfologiques, antomiques, reproductives i

cromosomiques.

Es pretén avaluar les seglients hipotesis de treball a fi de presentar
evideéncies sdlides independents sobre la adscripcié taxonomica dels individus

atribuits a L. majoricum presents a la costa artanenca:

i) la poblacié del Moli d'en Regalat es troba formada per individus homogenis
que, malgrat presenten una morfologia semblant a L. gymnesicum, tenen una
singularitat genética respecte a aquesta, testimoni d'una originalitat evolutiva i

taxondmica

ii) la poblacié del Moli d'en Regalat és idéntica a L. gymnesicum amb les
dades moleculars obtingudes, coincidint aquestes dades amb l'abséncia de
marcadors morfoldgics, anatomics i reproductius entre aquesta especie i els

exemplars atribuits a L. majoricum
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i) la poblacié del Moli d'en Regalat pot ser heterogénia i pot estar formada
per dos o més genotips diferents, malgrat presentin una morfologia similar. En
aquest cas és factible discriminar cada individu basat en el seu perfil d'’ADN i
avaluar la presencia d'exemplars hibridogens entre aquests dos genotips, o amb
especies taxonomicament no relacionades, com es el cas de L. virgatum (que es

troba present a la poblacio).
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5.Marcadors moleculars: generalitats

Les accions encaminades a |'establiment dels plans de recuperacié d'espécies
en greu perill d'extincio requereixen una gran quantitat d'informacié sobre la seva
autoecologia, demografia, i estructuracié genetica abans de que es duguin a terme
actuacions encaminades a preservar determinades poblacions, a crear-ne de noves
o bé a reforgar demogrdaficament les poblacions ja conegudes (Pavlik et al. 1993,

Schemske et al. 1994).

Les dades autoecologiques, demografiques i reproductives son mal
conegudes a les plantes amenagades de Balears. De fet, es coneixen escardusseres
dades sobre la estructuracio genetica de la major part de les poblacio dels
endemismes baledrics. Aquest coneixement és critic i hauria de ser conegut pels
gestors de la conservacié a I'hora de dissenyar les estratégies de recuperacié de
I'especie, un fet que ha estat passat per alt en plans de recuperacié d'altres
endemismes baledrics, com per exemple [|'endemisme menorqui Lysimachia

minoricensis J.J. Rodr. (Ibdfiez et al. 1999).

Desafortunadament, les prediccions sobre els nivells de diversitat genética
presents en plantes rares (i com estan estructurats dins i entre poblacions) fetes
en base a les caracteristiques de distribucié geografica, dades ecoldgiques,
reproductives i demografiques, aixi com el tipus de cicle vital, no sén sovint fiables
(Gitzendanner & Soltis 2000), la qual cosa implica que es requereixen dades
empiriques per la adequada gestid i millora de les estrategies conservacionistes

que afecten a plantes amenagades.
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Marcadors cloroplastics

Els microsateél-lits, o seqiiéncies simples repetides (SSRs), sén marcadors
moleculars altament polimorfics que consisteixen en un nombre variable de
repeticions en tandem (entre dues i centenars) de mononucledtids, dinuclectids, tri
nucleotids o, rarament, tetraucledtids. Aquestes regions solen ser altament
variables entre els individus d'una mateixa espécie, de tal manera que cada una
d'aquestes unitats de repeticié (locus) pot tenir diferents variants (al-lels), les
quals son el resultat de canvis en el nombre de repeticions del motiu del

microsatellit (Figura 1).

Els microsatél-lits es troben dispersos arreu d'una gran varietat
d'organismes eucariotes, incloses les plantes, i es troben principalment en regions
del genoma que no sén codificants per a la sintesi de proteines, com els introns o
els espaciadors intergenics. En vegetals els microsatél-lits s'han detectat als tres
tipus de genomes presents, el nuclear, mitocondrial i cloroplastic, si bé sén molt
més freqiients en el genoma nuclear (pero apareixen amb una freqiiéncia menor que

en els genomes d'animals).

L'obtencié dels genotipatges mitjangant microsatellits és tecnicament
senzilla i es basa en una reaccié6 PCR (Polymerase Chain Reaction) en la que
s'inclouen els cebadors especifics que flanquejen cada locus del microsateél-lit. Una
vegada obtingut el producte de PCR es caracteritza la seva mida mitjangant
electroforesis d'alta resolucié i amb un patro intern. Cada producte de PCR que té
una mida diferent es considera que es deu a les mutacions produides en el hombre

del motiu repetit i es considera un allel diferent.
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Figura 1. Exemples de regions genomiques amb motius microsatellits o SSR, i
algunes variants al-leliques.

TCGAGTCGTAAAAAAAAAAAGTACCTTGAC
TCGAGTCGTAAAAAAAAAAAAGTACCTTGAC
TCGAGTCGTAAAAAAAAAAAAAGTACCTTGAC
TCGAGTCGTAAAAAAAAAAAAAAGTACCTTGAC

Mononucleotids: A

AGGCTGCAACTCTCTCTCTCTCTCTCAAGTGCTTC
AGGCTGCAACTCTCTCTCTCTCTCTCTCAAGTGCTTC
AGGCTGCAACTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCAAGTGCTTC

Dinucleotids: CT

GAGCTTTCGCACCACCACCACCACTAGCCTGACTAC
GAGCTTTCGCACCACCACCACCACCACTAGCCTGACTAC
GAGCTTTCGCACCACCACCACCACCACCACTAGCCTGACTAC

Trinucleotids: CAC

La caracteritzacié dels microsatéllits a plantes va comengar per la
caracteritzacié de diversos locus presents a espeécies d'interes agricola, com el
blat, soja, ordi (Akkaya et al. 1992, Senior & Heun 1993, Shagai-Maroof et al.
1994) si bé en la actualitat s'han desenvolupat un gran nombre d'ells en nombroses
especies vegetals, no emparentades evolutivament. i amb finalitats
conservacionistes (Segarra et al. 2003). Encara que probablement el nivell de
polimorfisme dels microsatél-lits en plantes es semblant al que s'ha detectat en
especies animals, l'abundancia de locus es entre 4 i 100 vegades menor
(Lagercrantz et al. 1993). Aquesta caracteristica i el fet de que es precisa un gran
esforg inicial tecnic i de cost per a desenvolupar els locus a aquelles espécies de

les que es desconeixen dades prévies sobre el seu genoma han fet que I'estudi dels
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microsatel-lits a vegetals no sigui sovint la tecnica molecular a triar en primera

opcio.

El genoma cloroplastic consta d'un cromosoma circular (Figura 2) i sol ser de
transmissio uniparental (materna a la major part d'angiospermes; paterna a les
gimnospermes). Recentment s'ha produit un notable increment en l'estudi dels
microsatel-lits ubicats en el genoma cloroplastic (cpDNA) grdcies al
desenvolupament de cebadors consens que sén aplicables, si més no teoricament, a

qualsevol espécie d'angiosperma (Weising & Gardner 1999).

Figura 2. Estructura tipica del cromosoma cloroplastic present a plantes vasculars.
Els noms dels gens presents hi sén indicats.
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D'altre banda, diversos cebadors que varen ser dissenyats inicialment per a
I'estudi de la variabilitat en 'ADN cloroplastic a Nicotiana tabacum (Bryan et al.
1999) han funcionat a altres grups d'angiospermes, la qual cosa ha permes
I'escrutini de la variabilitat del genoma cloroplastic a plantes de les que ho es

coneix la seva seqiiencia sencera.

A diferencia del que passa al genoma nuclear, els microsatel-lits ubicats en
el genomes cloropldstic estan constituits per repeticions de mononucleotids,
generalment adenines (A) o timines (T), (vegeu Figura 1). La seva aplicacié a
resoldre problemes taxondmics, filogeografics i conservacionistes s'ha posat de
manifest a diferents grups de gimnospermes (Dyer & Sork 2001, Gugerli eft. al
2001, Marshall et al. 2002, Richardson et al. 2002) i, en menor mesura,
angiospermes (Powell et al. 1996, Provan et al. 1997, Soliva & Widmer 1999, Provan
2000, Palme 2002). No obstant hi ha un esbiaixament bioldgic pel que fa als
assaigs de la diversitat cloroplastica a plantes utilitzant marcadors microsatel-lits.
Tot i aixo, la major part dels organismes assajats son arbres, espécies cultivades
aixi com els seus ancestres silvestres, o espécies d'ampla distribucié i molt poques
estimes sobre la diversitat del genoma cloropldstic s'ha investigat en plantes rares

i de distribucié restringida.

Marcadors nuclears

Els ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats, Figura 3) s'’han desenvolupat
recentment com un dels sistemes de petjada genética (DNA fingerprinting)
anonima, que és semblant als marcadors RAPD, que analitza la variabilitat genética
entre les nombroses regions de microsatellits que es troben disperses arreu dels
diferents genomes (especialment el genoma nuclear). La técnica ISSR,

especificament s'adregca als microsatél-lits que presenten repeticions de di- i
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trinucleotids, degut a que aquests son caracteristics dels que es troben presents
al genoma nuclear. Els cebadors utilitzats en la generacié de variants ISSR
inclouen seqiiéncies d'aquestes regions altament variables i un parell de bases

arbitrari afegits a I'extrem 3'.

Tipicament, s'utilitza un sol primer a cada una de les reaccions PCR. Si
aquest cebador és exitds en la localitzacio de dues regions microsateél-lits situades
a les cadenes d'’ADN de cada mostra, aleshores la reaccié PCR generara una banda
determinada d'una mida igual a la distancia en nucleotids que separa les regions
microsatelits (Figura 3). Normalment, entre varies i nombroses regions
microsatel-lits existeixen en els ADN que es troben situades a distancies curtes
(menys de 3000 nucleotids), per la qual cosa es generaran nombroses bandes en la

reaccié de PCR.

Els estudis de la heretabilitat dels marcadors ISSR han demostrat uns
resultats que s'acosten notablement a les cldssiques relacions mendelianes
esperables en marcadors de tipus dominant (Tsumura et al. 1997). Aixo, junt a la
seva extrema variabilitat, major reproductibilitat en els experiments duplicats (és
a dir, sén menys proclius al canvi en el patré de bandes generades quan es canvien
les concentracions d'/ADN utilitzades o altres components de les reaccions PCR)
fan que aquests marcadors siguin superiors als altres utilitzats en investigacions

sobre la variacié genetica entre individus altament relacionats en parentesc.

En aquesta memoria s'ha investigat els nivells de diversitat molecular dels

genomes cloropldstic i nuclear de Limonium majoricum.
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Figura 3. Generacié del patré de bandes ISSR a tres individus hipotétics (A, B, C)
que difereixen en el nombre de parell de bases que separen els locus
microsatel-lits o SSR. Les fletxes vermelles indiquen el lloc d'aparellament del
cebador. La resolucié electroforética del patré generat als tres individus es
mostra a la part inferior.

ISSR: Inter Simple Sequence Repeats

- =

> Cebador

SSR: regié microsatélit

Especificament, els objectius del treball han estat:

Electroforesis resultant

(i) analitzar el nombre i la freqiiéncia dels genotips d'ADN cloroplastic i
nuclear presents a la poblacié de L. majoricum de la poblacio tipica del Moli d'en

Regalat.

(ii) comparar els genotips detectats amb els presents a la resta de

poblacions conegudes de L. gymnesicum.

(iii) avaluar la singularitat molecular dels individus atribuits a L. majoricum i

suggerir propostes d'actuacio en base als resultats obtinguts.
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6.Material i Metodes

Mostreig de Limonium majoricum, L. gymnesicum i alires espécies

La poblacié del Moli d'en Regalat va ser visitada a inicis de setembre de
2004 amb companyia de Josep LI. Gradaille i Magdalena Vicens, del Jardi Botanic
de Sdller. Abans de realitzar la recollida de mostres es va fer una detallada
inspeccio dels individus presents a la localitat, a fi de prendre una visié de conjunt

dels extrems de variabilitat morfologica presents a l'indret.

Es va detectar un sols tipus morfologic d'exemplars que els companys del
Jardi Botdnic de Sdller havien atribuit a L. majoricum. Un altre tipus morfoldgic
present va ser L. virgatum, espécie poliploid i apomictica i d'ample distribucié a
Balears i a la Mediterrania. Basicament hi havia molta concordanga entre les
determinacions inicials fetes pels membres del Jardi de Séller i les opinions

expressades per nosaltres.

L'dnica petita discrepancia corresponia a la presencia d'individus amb la
morfologia intermitja entre L. majoricumi L. virgatum, que havien estat inicialment
detectats pels companys de Soller. En el nostre parer tals exemplars no
presentaven morfologies equivoques i podien ser atribuits sense dificultats a una o
altre espécie, per la qual cosa ho confirmarem la presencia actual d'hibrids entre
ambdues especies, fet que ha estat recolzat per les andlisis moleculars
realitzades. Donada la morfologia semblant de tots els individus atribuits a L.
majoricum presents a la poblacié es va procedir a realitzar un mostreig amb les

segiients premisses:
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(i) els individus haurien d'incloure el maxim de variabilitat morfoldgica

present dins de la poblacio, encara que fos molt subtil

(ii) la dnica restriccié havia de ser que els individus disposassin d'un minim

nombre de fulles verdes per assegurar I'extraccié d'ADN de bona qualitat

(iii) els individus foren identificats sobre la cartografia realitzada per J.L.
Gradaille i M. Vicens, assignant-los el mateix nombre amb el que ja apareixien. En
cas dels individus amb dubtes respecte a la correcta correspondencia amb la

cartografia feta es va decidir no incloure'ls al mostreig

(iv) individus de L. virgatum presents a la poblacié també foren mostrejats

amb les mateixes premisses

(v) els individus seleccionats per les andlisis genétiques es varen marcar per
part dels companys del Jardi Botanic de Séller a fi de possibilitat una re-

localitzacié més rapida i efectiva

(vi) en general, sols els exemplars adults i ben desenvolupats es varen
mostrejar, pero degut al conspicu creixement de les saladines era sovint dificil
individualitzar exemplars discrets que creixien molt junts. En tals casos sols

s'agafaren mostres que es podia verificar que corresponien a un sols individu.
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Les mateixes premisses es tingueren en compte a |'hora de prendre mostres
de les poblacions de L. gymnesicum dels voltants de Sa Coldnia de Sant Pere
(incloent la poblacié tipus del Calé dels Cans), Son Bauld i el Cap Pinar, poblacions
també mostrejades amb l'ajut de V. Forteza, J. LI. Gradaille, M. Mus i M. Vicens,

excepte que els individus no foren marcats.

El nombre d'individus mostrejats i la ubicacié d'altres poblacions de

congéneres utilitzats com a referéncia es detallen a continuacio.

Espécie Poblacié Exemplars

L. majoricum Moli d'en Regalat 27
L. gymnesicum Sa Coldnia, anant al Calé dels Cans 17
L. gymnesicum Calé dels Cans 10
L. gymnesicum Torrent de Son Baulé 19
L. gymnesicum Cap Pinar 27
L. virgatum Moli d'en Regalat 11
L. virgatum Cap Pinar 4

L. minutum Cap Pinar 13
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Extraccio de I'ADN

Una petita fulla de cada individu es va col-locar dins bosses de polietilé
plenes de gel de silice a fi d'aconseguir un dessecat rapid de la mostra, evitant la
degradacié dels acids nucleics per l'accié de nucleasses, les quals son inactivades
per desnaturalitzacié durant el dessecament rapid del material. Els acids nucleics
totals s'extragueren amb el protocol de Doyle & Doyle (1987), que es basa en la
utilitzacié del detergent CTAB, fet dins tub de microcentrifugues de 1.5 mL. El

procés consta de les segiients etapes:

1. Trituracié de la mostra en un morter, en fred, amb 500 pl de tampé
CTAB [TAMPO CTAB: 2% CTAB (Hexadecyltrimethylammonium bromide),
1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM tris-HCl pH 8. Autoclavatge 20 minuts
a 1 atmosfera. Afegir 0.2 % B-mercaptoetanol en el moment de la seva
utilitzacid]

2. Transferéncia de I'homogenitzat a un tub Eppendorf i incubacié entre 30-
45 minuts a 60 °C amb agitacio

3. Addici6 de 200 pl de Cloroform:Alcohol Isoamilic (24:1) i posterior

mescla de les dues fases en un vértex

Centrifugacié 10 minuts a 13000 rpm

Transferéncia de la fase aquosa a un Eppendorf nou

Addicié de 2 volums d'etanol 96 % (800 pl aproximadament)

Incubacié dels Eppendorf uns 20 minuts a -20 °C

Centrifugacio 15 minuts a 13000 rpm

0 © N o O &

Decantacid i rentat del pe/let amb 200 pl d'etanol 70 %
10.  Centrifugacié 5 minuts a 13000 rpm
11.  Decantacié i evaporacié de I'etanol amb una bomba de buit

12.  Ressuspensié del pe/let en 30 pl d'aigua
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Amplificacions dels microsatélits cloroplastics (cpSSR)

Deu cebadors universals per a angiospermes (ccpm 1 - ccpm 10), dissenyats
per Weising & Gardern (1999) i dos cebadors addicionals (NT37, NT39) dissenyats
a tabac (Bryan et al 1999) foren utilitzats per el genotipatge cloroplastic. Les
reaccions PCR es desenvoluparen en un volum fotal de 10 pl, que contenia 1X PCR
buffer [75 mM Tris-HCl (pH 9.0 a 25°C), 5 mM KCI, 20 mM (NH,4).SO,, 0.0001%
BSA, 1.5 mM MgCl;, 5% DMSO], 200 yM de cada desoxinucleotid dATP, dCTP,
dGTP i dTTP, 0.2 uM de cada cebador (el cebador directe de cada parella es va
marcar amb diferent fluorocroms), aproximadament 50-100 ng d'ADN gendmic i
0.75 unitats de Tag polimerasa. Les amplificacions comprenien una incubacié inicial
de 94° C durant 3 minuts; 40 cicles de 15 segons a 94° C (desnaturalitzacio), 15
segons a 56° (anellament del cebador) i 30 segons a 72° C (extensid). Es va
incloure un cicle final de 5 minuts a 72°C, per permetre |'acabament de les

extensions fetes.

Electroforesis de les mostres dels cpSSR

Els productes de les diferents PCR que estaven marcats amb diferents
fluorocroms s'ajuntaren i combinaren amb un tampé de carrega, el qual contenia un
marcador intfern de mida que estava marcat amb el fluorocrom ROX. Les mostres
aixi preparades es diluiren i es carregaren en capil-lars plens d'acrilamida per a la
seva electroforesis capil-lar en condicions desnaturalitzants (emprant formamida)
en un seqiienciador automatic d ADN ABBI (Applied Biosystems) 310 DNA ubicat al
Laboratori de Biologia Molecular del Jardi Botanic de la Universitat de Valéncia. La
determinacié de les mides amplificats es va fer automaticament mitjangant el

programa informatic GeneScan versié 3.1 (Perkin Elmer).
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Amplificacio per PCR dels locus ISSR

S'utilitzaren 25 cebadors ISSR per assajar en un estudi pilot els nivells de
variabilitat molecular nuclear. D'ells se seleccionaren quatre, que corresponen als
que donaren millors senyals d'amplificacié en totes les mostres. Bon apart dels
cebadors utilitzats no produiren cap producte d'amplificacid, la qual cosa indicava
que en les especies analitzades no es trobaven en el genoma els motius del
microsatel-lits assajats o bé, que aquests es trobaven en ubicacions del genoma
prou allunyades que no permetien la amplificacié dels productes. El nom i la
seqiiencia dels cebadors utilitzats es presenta a continuacié:

‘ISSR- I
5~ CAC ACA CAC ACA CAC AT- 3’
‘ISSR - 2:
5°- ACA CAC ACA CAC ACA CT- 3’
‘ISSR-9:
5~ CAC ACA CAC ACA CAC AG- 3’

*ISSR - 10:
5°- ACA CAC ACA CAC ACA CG- 3’

Les reaccions per amplificar els marcadors nuclears ISSR es
desenvoluparen en volums de 25 pl, que contenien 10 mM Tris-HCI (pH 8.8 a 25°C),
50 mM KCI, entre 2 i 4 mM MgCl, segons cebador, 200 pM de cada desoxinucledsid
dATP, dCTP, dGTP i dTTP, 15 ng de cebador, aproximadament 25 ng d'’ADN
genomic i una unitat de Taq polimerassa. Es va incloure un control, que contenia
tots els components de la reacci6 PCR excepte DNA, a cada bateria
d'amplificacions per comprovar que ho hi havia indicis de contaminacié exogena. Les
amplificacions es dugueren a terme en un termociclador Eppendorf utilitzant el
segiient programa: una incubacié inicial de 94° € durant 3 minuts; 40 cicles de 15
segons a 94° C (desnaturalitzacié), 15 segons a 50° C i 30 segons a 72° C
(extensid). Es va incloure un cicle final de 5 minuts a 72°C, per permetre

I'acabament de les extensions fetes.
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Electroforesis de les mostres dels ISSR

Els amplificats varen ser separats en gels horitzontals d'agarosa al 1.2%
preparats en tampé TBE a uns 120 V. A continuacié els gels es tenyiren amb una
solucié bromur detidi i es visualitzaren sota un transil-luminador amb [llum
ultraviolada a 260 nm. Es dugueren a terme duplicats de les amplificacions que
mostraren polimorfismes a fi d'assegurar la reproductibilitats dels resultats i

minimitzar els errors experimentals.

Codificacio dels resultats
El conjunt de bandes presents a cada amplificacié es va designar com el

genotip parcial corresponent a cada cebador. Per a cada individu es va determinar

el seu genotip compost atenent a la singularitat dels genotips parcials observats.
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7 .Resultats

Microsatel - lits cloroplastics

Dels 12 cebadors utilitzats cinc d'ells pertanyents als loci Ccmp2, Ccmp3,
Ccmp4, Ccmpb i NTcp37 varen donar amplificacions consistents en totes les
mostres. En canvi, els parells de cebadors que amplificaven els locus Ccmpb, Ccmp
7, Ccmp 9 i NTcp39 donaren productes febles o poc o gens reproduibles, per la
qual cosa no es pogueren utilitzar en totes les mostres i foren descartats. A la
Taula seglient es presenta la mida dels al-lels obtinguts a cada una de les espécies

analitzades, aixi com els polimorfismes obtinguts dins d'algunes poblacions.

Ccmp2 Ccmp3  Ccmp4  Ccmpb  NTcp37

L. majoricum
Moli d'en Regalat 120 215 167 134 108

L. gymnesicum

Sa Coldnia 120 215 167 134 108

Calo dels Cans 120 215 167 134 108

T. de Son Baulé 120 215 167 134 108

Cap Pinar 120 215 167 134 108
L. virgatum

Moli d'en Regalat 121 217 165 134 108

Cap Pinar 121 217 165 134 108
L. minutum

Cap Pinar 119,120 215,216 167 134 108
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Els locus Ccmpb i NTcp37b foren identics en totes les especies de
Limonium analitzades, en tant que els altres locus foren polimorfics intra o
interespecificament. L'andlisi de tots els individus de L. majoricum ha resultat en la
deteccié d'un sol genotip cloropldstic, no havent-se pogut verificar la presencia de
variabilitat intraespecifica en la poblacié del Moli d'en Regalat. Resultats andlegs
s’han obtingut en totes les altres poblacions de L. gymnesicum i L. virgatum. Sols
en l'especie sexual L. minutum s'ha trobat polimorfisme intraespecific als locus
Ccmp 2 i Ccmp 3, amb 2 al.lels respectivament. L'andlisi dels allels trobats a les
quatre especies de Limonium posa de manifest |'existéncia de sols tres genotips: el
que comparteixen L. majoricum i L. gymnesicum, I'exclusiu de L. virgatum, i els dos
presents a L. minutum. Cap genotip és compartit entre dues espécies, llevat de L.

majoricumi L. gymnesicum.

Marcadors nuclears: ISSR

Tres dels quatre marcadors ISSR analitzats, i que han donat amplificacions
bones i reproduibles, han resultat polimorfics. A continuacio es descriuen els
genotips obtinguts per a cada marcador, il-lustrant amb fotografies dels gels
d'electroforesis i la interpretacié dels mateixos per a una millor comprensié dels

resultats.

ISSR-1. El perfil damplificacio amb el cebador (CA)sT consta de quatre bandes
que van dels 600 (banda 4) fins els 980 (banda 1) parell de bases. S'han trobat
Unicament dos genotips. El genotip 1 consta de les bandes 1, 2 i 4, mentre que el
genotip 2 consta de les bandes 1,3 i 4. Per tant els dos genotips comparteixen les
bandes 1i 4 i sols difereixen per la distinta migracié en el gel d'una banda situada
als 800 parells de bases (banda 2) en el genotip 1, mentre que en el genotip 2 la
banda té menor mida i es troba als 700 parells de bases. Tots els individus de cada

poblacié analitzada mostren el mateix genotip, perd les diferents poblacions

34



analitzades presenten genotips diferents. Aixi els individus de L. majoricum
presenten el genotip 1, a l'igual que les poblacions del Torrent de Son Baulé i de Sa
Colonia, i Calo dels cans i es distingeixen del que presenten els de L. gymnesicum de
Cap Pinar. Les dues poblacions de Limonium virgatum presenten el genotip 1,

mentre que la poblacié analitzada de L. minutum mostra el genotip 2.

Genotip 1 Genotip 2
: —
2 3
4
— 1 — 980 pb
— 2 800 pb
3 — 700 pb
— 4 — 600 pb
Genotip 1 Genotip 2
Espécie Poblacié Genotip 1 Genotip 2
L. majoricum El Moli X
L. gymnesicum Colonia de St. Pere X
L. gymnesicum Calo dels Cans X
L. gymnesicum Torrent de son Baulé X
L. gymnesicum Cap Pinar X
L. virgatum El Moli X
L. virgatum Cap Pinar X
L. minutum Cap Pinar X
L. sp. Calé des Cans X
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ISSR-2. Els perfils damplificacié T amb el cebador (AC)sT consten de fins a cinc
bandes que van dels 400 (banda 5) fins els 1200 (banda 1) parell de bases. S'han
trobat tres genotips clarament delimitats. El genotip 1 consta Unicament de la
banda 4, mentre que els altres genotips sén més complexos i consten de patrons
multibanda. El genotip 2 consta de cinc bandes i es forga semblant al genotip 3,
que sols consta de tres bandes (2, 3 i 4). Tots els individus de cada poblacié
analitzada mostren el mateix genotip. La poblacié del Moli d'en Regalat és idéntica
a les analitzades de L. gymnesicum (genotip 1) i ambdues difereixen del genotip
trobat a L. minutum (genotip 2) i L. virgatum (genotip 3). La poblacié de Limonium
del Calé des Cans que presenta morfologia singular és indistingible del genotip que

presenten L. majoricumi L. gymnesicum.

Genotip 1 Genotip 2 Genotip 3
1 2 i
¥ :
- -, _
1 s 1200 pb
2 s ———— 900 pb
3 s 800 pb
s 4 . 700 pb
5 m——— 400 pb
Genotip 1 Genotip 2 Genotip 3
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Espécie Poblacio Genotip 1 | Genotip 2 | Genotip 3

L. majoricum El Moli X

L. gymnesicum Colonia de St. Pere X

L. gymnesicum Calé dels Cans X

L. gymnesicum Torrent de son Baulé X

L. gymnesicum Cap Pinar X

L. virgatum El Moli X

L. virgatum Cap Pinar X

L. minutum Cap Pinar X

L. sp. Calo des Cans X

ISSR-9. Les amplificacions amb el cebador (CA)s6G consten de dues bandes de 450

(banda 2) i 700 (banda 1) parell de bases. S'ha trobat Gnicament un sol genotip a

tots els individus analitzats, independentment de la poblacié i espécie analitzada.

Genotip 1

J.-.F-Ih
-

—— 1
—— 2
Genotip 1
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Espécie Poblacié Genotip 1
L. majoricum El Moli X
L. gymnesicum Colonia de St. Pere X
L. gymnesicum Calé dels Cans X
L. gymnesicum Torrent de son Baulé X
L. gymnesicum Cap Pinar X
L. virgatum El Moli X
L. virgatum Cap Pinar X
L. minutum Cap Pinar X
L. sp. Calé des Cans X

ISSR-10. El cebador (AC)sé ha proporcionat tres patrons de amplificacid,
resultat de la variabilitat de quatre bandes: la 1 (1025 parell de bases), comuna a
tots els individus analitzats excepte L. minutum i la poblacié del Cap Pinar de L.
gymnesicum; la 2 (900 parell de bases), que sols apareix als exemplars de la costa
artanenca de L. majoricum i L. gymnesicum; la 3 (880 parell de bases), restringida
a la poblacié del Torrent de Son Bauld, i la 4 (650 parell de bases) que sols esta als
exemplars de Cap Pinar. Aixi, la poblacié del Moli d'en Regalat presenta el genotip
1, a l'igual que la poblacions properes de sa Coldnia. El genotip 2 és exclusiu de L.
gymnesicum del Torrent de Son Bauld i L. virgatum, mentres que el genotip 3 de

Cap Pinar. Tots els individus dins de cada poblacié analitzada mostren el mateix

genotip.

Genotip 1

Genotip 2

1
23 e
- .
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- ] 1025 pb
— — 900 pb
— 880 pb
4 W= 650 pb
Gl G2 G3
Especie Poblacio 61 62 63
L. majoricum El Moli X
L. gymnesicum Colonia de St. Pere X
L. gymnesicum Calé dels Cans X
L. gymnesicum Torrent de son Baulé X
L. gymnesicum Cap Pinar X
L. virgatum El Moli X
L. virgatum Cap Pinar X
L. minutum Cap Pinar X
L. sp. Calé des Cans X

Multigenotips. L'andlisi conjunt de tots els marcadors polimorfics ha posat de

manifest l'existencia de una homogeneitat genetica dins de I'espécie apomictica L.

virgatum (un sol genotip). En contrast, dins de les quatre poblacions pertanyents al

complexe L. majoricum - L. gymnesicum es poden distinguir el grup corresponent a

la costa d'Arta, que inclou a L. majoricum i L. gymnesicum de Sa Colonia, Moli d'en

Regalat i Calé dels Cans per la distinta combinacié dels genotips individuals, tal i

com es pot apreciar a la taula resum segiient.
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Espécie Poblacio Multigenotip
L. majoricum El Moli 1
L. gymnesicum Colonia de St. Pere 1
L. gymnesicum Calé dels Cans 1
L. gymnesicum Torrent de son Baulé 2
L. gymnesicum Cap Pinar 3
L. virgatum El Moli 4
L. virgatum Cap Pinar 4
L. minutum Cap Pinar 5
L. sp. Calé des Cans 6

Ara bé, si volem tenim en compte el grau de diferenciacié que hi ha entre

aquests diferents multigenotips, es posen de manifest els segiients resultats:

i) Les especies L. virgatum i L. minutum presenten una diferenciacié
molecular forga remarcable respecte dels genotips presents dins del complex L.

majoricum- L. gymnesicum.

ii) Les poblaciéns de L. gymnesicum dels voltants de la Coldnia de Sant Pere
son identiques a la de L. majoricum del Moli d'en Regalat. La distincio entre
aquestes poblacions artanenques i les altres poblacions de L. gymnesicum de Cap
Pinar i Torrent de Son Baulé és menor que I'existent entre la que s’ha trobat entre

les poblacions de referéncia analitzades a aquest estudi.
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8. Conclusions i propostes d'actuaci6.

Les analisis moleculars realitzats dins de tot el complexe L. majoricum-L.
gymnesicum han posat de manifest I'existéncia de una lleu diferenciacié genetica
interpoblacional en algunes mostres analitzades. Aquest grau de diferenciacié és
molt menor que I'existent entre aquest complex i les altres dues espeécies triades
com a referéncia, L. virgatum i L. minutum, o bé a la que hi ha entre aquestes dues

darreres.

El fet de que no s'hagi trobat cap diferenciacié molecular andloga entre les
dues poblacions de L. virgatum analitzades, de Cap Pinar i Es Moli d'en Regalat, que
presenten el mateix rang de separacié geografica, contrasta fins a cert punt amb
els resultats obtinguts a L. gymnesicum (perd vegeu més endavant). Les andlisis
conjuntes de tots els marcadors moleculars posen de manifest I'existéncia d'una
clara contradiccio entre els resultats genétics obtinguts, la taxonomia aplicada al
grup L. majoricum - L. gymnesicum i el concepte especific aplicat per Llorens et al.
(1999) en el pla de recuperacié de I'espécie: algunes poblacions de L. gymnesicum,
en concret les situada més a prop del Moli d'en Regalat, las de Sa Coldnia de Sant
Pere i Calé dels Cans, presenten un genotip idéntic als individus de L. majoricum,

que no a les altres poblacions de I'espécie.

Aquests resultats son plenament coincidents amb tota la informacié
morfoldgica, fitodermologica, de sistema reproductiu i cromosomica de que
disposen els autors d'aquest informe: si no es coneix la procedéncia geografica dels
individus, no és possible la discriminacié de L. majoricum i L. gymnesicum. Les
dades moleculars avalen aquest fet i tenen implicacions clares de cara a la gestié

del patrimoni natural dels individus de la poblacié del Moli d'en Regalat.
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D'altre banda s'ha constatat que actualment no existeix a la poblacié del
Moli d'en Regalat cap exemplar concordant amb la morfologia que presenten els
exemplars tipus de L. majoricum dipositats a I'herbari Garcias Font. Per contra,
alguns exemplars localitzats al Calé dels Cans si que presenten morfologies que es
poden atribuir a aquesta espécie. Ara bé, hem observat que d'un mateix exemplar
poden sortir dos morfotips que es corresponen amb el concepte classic de L.
majoricum i el de L. gymnesicum (veure annex fotografic). Aquesta mateixa
observacié va ser observada per primera vegada al juliol de 2004 al Jardi Botanic
de Sdller. Alla, es van observar en companyia de J.L. Gradaille i M. Vicens els
exemplars de Limonium de la poblacié d'en Regalat provinents de la sembra de
llavors. A un mateix peu es va detectar la preséncia de dos morfotips diferents,

tal i com s'ha observat a la natura.

No hi ha cap evidéncia objectiva, ni morfoldgica ni molecular, que permeti la
separacié de les poblacions artanenques litorals atribuides tradicionalment a L.

majoricum de les anomenades L. gymnesicum de la mateixa costa.

De totes les dades que hem analitzat concloem que els exemplars robustos
que un temps hi havia al Moli d'en Regalat (ara ja no presents) i que serviren de

base per a la descripcié de L. majoricum no sén més:

(i) que variacions morfoldgiques que potser estiguin relacionades amb alguna
caracteristica ambiental, i/o amb fenomens de desenvolupament intern dels

individus,
(ii) que aquestes variacions no sén constants i no estan fixades

genéticament, podent aparéixer en el si d'un mateix individu, tant en el camp com

en el seu conreu en condicions homogénies
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(iii) que aquests caracters no tenen rellevancia taxonomica per a distingir
variants i que cal considerar a fotes les poblacions de la costa artanenca com a
pertanyents a una Unica espécie, amb un polimorfisme intraespecific andleg al que

presenten altres saladines endemiques del genere

(iv) que les analisis moleculars corroboren plenament aquest fets en tots els

seus extrems

(v) de les dades analitzades no consta cap evidencia de la existencia d'una
especie al Moli d'en Regalat, avui desapareguda, els descendents de la qual serien

hibrids i

(vi) no s'ha verificat, ni morfologica ni genéticament, Iexisténcia
d'hibridacions actuals entre els exemplars atribuits a L. majoricum i L. virgatum a

la poblacié del Moli d'en Regalat.

En base a aquestes conclusions és inevitable proporcionar als gestors de la
conservacié vegetal balear, alhora que unes conclusions objectives, algunes
recomanacions que optimitzin la gestié d'aquest patrimoni natural en base als
resultats obtinguts i a la experiéncia d'un dels autors de I'informe en sistematica

dels Limoniums i en el seu estudi molecular.
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i) Quina identificacio taxonomica és la més coherent, amb el conjunt de
dades de que es disposa, per a denominar a la poblacié de saladina del Moli

d'en Regalat?

Ja que no hi ha cap caracteristica que pugui ser adduida per a discriminar
objectivament la poblacio del Moli d'en Regalat de la resta de poblacions
artanenques de L. gymnesicum cal que el conjunt de totes aquestes tinguin una
mateixa adscripcid sistematica. Si es vol considerar aquestes poblacions a nivell
especific sols hi ha dues possibilitats, L. majoricum o bé L. gymnesicum, donat que
les localitats tipus (Sa Colonia de Sant Pere i Es Calé dels Cans) corresponen al

conjunt de poblacions analitzades.

A nivell de prioritat nomenclatural cal triar el nom de L. majoricum
establert 'any 1955, molt abans que el nom L. gymnesicum de 1986. Si es tingués
un criteri ultrasintetic, com alguns autors de la escola catalang, i es volgués seguir
les seves recomanacions, aleshores la cosa canvia pel fet que a nivell subespecific
té prioritat el epitet balearicum (Pigantii 1955) front al epitet majoricum,
combinat a nivell subespecific per Malagarriga el 1972 (dins de L. auriculae-

ursifolium) o per Bolos et al. I'any 1990 (dins de L. girardianum).

En opinié dels autors d'aquest informe aquesta darrera decisié seria
desafortunada, doncs dins de l'eponimia dels Limonium de Balears ja existeix
I'epitet balearicum i mouria a la confusié innecessaria. Per tant es recomana
utilitzar el nivell especific per a les poblacions artanenques préviament adscrites a

L. majoricum o L. gymnesicum, amb el nom de L. majoricum Pignatii.
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ii) A quina especie s’han d'adscriure les poblacions de Cap pinar i el

Torrent de Son Baul6?

Els diferents genotips que presenten les poblacions de cap Pinar i el
Torrent de Son Baulé respecte del que s'ha detectat a les costes artanenques
indica que malgrat la gran semblanga morfologica que tenen, hi ha hagut fenomens
bioldgics que han actuat sobre aquestes dues poblacions. Presentem dues hipotesis
de treball: és possible que els exemplars del Cap Pinar presentin antigues
introgressions o hibridacions amb L. minutum, molt abundant a l'indret a on creix L.
gymnesicum, i les diferencies genétiques trobades en siguin constancia d'aquest

fet.

Altrament, és possible que s'hagin produit mutacions somatiques que hagin
afectat a les parts dels genomes analitzats. Donat que l'objectiu del treball no era
aprofundir en la identitat taxondmica de les poblacions de L. gymnesicum, no
podem assegurar a hores d'ara quin és l'origen d'aquesta divergeéncia genetica. Tot i
aixo preferim incloure també a aquestes poblacions dins del concepte que
presentem de L. majoricum, si bé recalcant que presenta una constitucié genetica
diferent de les poblacions artanenques. La inclusié d'aquestes poblacions dins de L.

majoricum no distorsiona de cap manera el seu concepte morfoldgic d'especie.

iii) En l'estat actual de coneixements té algun sentit biologic o

taxonomic la proteccio de la poblacio del Moli d'en Regalat?

Independentment de que considerem L. majoricum en sentit restrictiu (és a
dir, endemisme de la costa artanenca) o bé en sentit ample (és a dir, incloent totes
les poblacions de la badia d'Alcudia i la de Pollenga), ens trobem davant una especie
estenocora i que és endémica de Mallorca, que té poblacions disjunctes, amb

relativament pocs efectius i sotmeses a un greu perill per l'alteracié i destruccio
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del seu habitat, forga restringit. Per aquestes raons, creiem que no és distorsionar
gens ni mica els arguments que presentem en aquest informe, si avalem la proteccié
efectiva de la poblacié present al Moli d'en Regalat com a part d'una espécie
endémica de Mallorca, diferenciada genéticament a les costes d'Arta i que es

troba en un perill d'extincié no imminent.

Aquesta solucié que proposem, que L. majoricum existeix com a especie
(encara que ja no és exclusiva del Moli d'en Regalat), que aquesta especie és
endemica i que el seu genotip artanenc és diferent del present a altres poblacions
de la costa nord de Mallorca, evitaria problemes de comunicacié amb I'entorn social
artanenc i amb els promotors immobiliaris en el cas de que simplement es digués
que L. majoricum ja no és exclusiu d'aquesta localitat. Alhora, i donat que el nom de
L. majoricum apareix com a espeécie inclosa als catalegs nacionals de proteccié i al
Llibre Vermell de la flora espanyola editat per Gémez Campo (1987), la nostra
proposta evitaria la seva eliminacié radical d'aquests llistats. Simplement s’haurien

de recalificar el seu grau d'amenaga.

iv) Quina és la millor manera de preservar la poblacié de L. majoricum

present al Moli d’en Regalat?

Opinem que la poblacié del Moli d'en Regalat hauria de tenir una doble
proteccio, in situ i ex situ. Per la ex situ recomanem la recol-leccié de llavors i
emmagatzematge a bancs de germoplasma, com a mesures minimes. Donat el caire
apomictic de I'especie no és necessari la recol-leccié de granes de molts d'individus.
Teoricament, la propseccié de els granes d'un sol individu bastaria per preservar el

pool genic predominant de I'espécie.

46



Tanmateix som conscients de que la utilitzacié de técniques de DNA
fingerprinting més resolutives (AFLP), peré molt més costoses i de més dificil
interpretacié que no han estat aplicades en aquest estudi, podrien revelar
I'existéncia d'alguns genotips rars dins dels L. majoricum de la costa artanenca que
no han estat detectats a aquest estudi. Per aixd, potser fora convenient una
recollida de llavors d'almenys 50 individus. La seleccio d'aquests individus es
suggereix que sigui a l'atzar ja que no hi ha cap raé que indiqui I'existencia

d'estructuracié poblacional genética ni clines a escales microgeografiques.

La preservacié ex situ hauria de tenir present:

a) l'eliminacié radical de totes les espécies alloctones presents a la
parcel-la,
b) control (i si s'escau, eliminacio) de les poblacions de fanerofits i

camefits no estrictament haldfits pero que viuen perfectament dins de la parcel-la,

c) control de la poblacié de L. virgatum que conviu amb L. majoricum.
Aquesta espécie és una de les que presenta més potencial hibridogen a les Balears i
podria donar lloc a hibridacions no desitjades. Actualment no s'han detectat
exemplars intermedis entre aquestes dues espeécies, ni els exemplars analitzats

mostren genotips que combinin les caracteristiques d'ambdues espécies.
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v) Es recomanable la translocacio d'exemplars que se vagin a destruir

durant les processos de construccio?

Es recomana que, si aixi és el cas, els exemplars es re-ubiquin dins de la
mateixa poblacié o que, alternativament, s'incorporin a la col-leccié de plantes vives
del Jardi Botanic de Séller. No es recomana la translocacio a altres poblacions de
L. majoricum, malgrat tinguin el mateix genotip. La raé és que en tota la costa hi ha
varies espécies de saladines que viuen juntes i l'increment en el nombre d'individus
d'una espécie no implica necessdriament cap garantia de preservacié de la seva
individualitat genetica. Tal i com s'ha posat de manifest a la introduccid, tot i que
molts de Limonium siguin apomictics aixo no exclou que tinguin una certa sexualitat

residual que permet els processos d'hibridacié.
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Annex de fotografies

© de les fotografies: els autors
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Foto 1a. Exemplars tipus (isotips) de L. majoricum presents a I'herbari Garcias
Font i dipositats a la Societat d'Historia Natural de Balears. Cap d'aquesta
morfologia és present a la poblacié del Moli d'en Regalat, perd si a la del Calé dels

Cans, d'on es va descriure L. gymnesicum.
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Foto 1b. Exemplars tipus (isotips) de L. majoricum presents a I'herbari Garcias
Font i dipositats a la Societat d'Historia Natural de Balears. Cap d'aquesta
morfologia és present a la poblacié del Moli d'en Regalat, perd si a la del Calé dels

Cans, d'on es va descriure L. gymnesicum.
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Foto 2. Variabilitat morfologica dels individus atribuits a L. majoricum de la

poblacié del Moli d'en Regalat. Aspecte tipic dels exemplars més desenvolupats.
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Foto 3. Variabilitat morfologica dels individus atribuits a L. majoricum de la
poblacié del Moli d’en Regalat. Aspecte tipic dels exemplars menys desenvolupats i
que tenen una certa semblanga amb formes de L. minutum, el qual no ha estat

observat dins de la zona d'estudi del Moli d'en Regalat.
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Foto 4. Variabilitat morfoldgica dels individus atribuits a L. majoricum de la
poblacié del Moli d'en Regalat. Aspecte tipic dels exemplars menys desenvolupats,
que creixen sobre els sols esquelétics i que tenen una certa semblanga amb formes
de L. minutum, el qual no ha estat observat dins de la zona d'estudi del Moli d'en

Regalat.
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Foto 5. Mateix exemplar que el mostrat a la foto anterior (Moli d'en Regalat).

Detall de les fulles.
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Foto 6. Mateix exemplar que el mostrat a la foto anterior (Moli d'en Regalat).

Detall de la infloresceéncia i flors.
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Foto 7. Exemplar de L. gymnesicum provinent de la localitat typus (Calé dels Cans).
La seva macromorfologia és indistingible dels atribuits a L. majoricum presents al

Moli d'en Regalat i reflexats a les fotografies anteriors.
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Foto 8. Variabilitat morfoldgica de L. gymnesicum provinent de la localitat typus
(Calé dels Cans). La seva macromorfologia és indistingible dels atribuits a L.

majoricum presents al Moli d'en Regalat reflexats a les fotografies anteriors.
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Foto 9. Variabilitat morfoldgica de L. gymnesicum provinent de la localitat typus
(Calé dels Cans). La seva macromorfologia s'acosta als exemplars tipus de I'herbari

Garcias Font (Foto la i 1b) i als anotats com a L. majoricum presents als herbaris

Bonafé i Orell.
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Foto 10. Variabilitat morfoldgica de L. gymnesicum provinent de la localitat typus
(Calé dels Cans). La seva macromorfologia és indistingible dels atribuits a L.

majoricum presents al Moli d'en Regalat.
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Foto 11. Variabilitat morfoldgica de L. gymnesicum provinent de la localitat typus
(Calé dels Cans). D'un mateix individu apareixen dues morfologies foliars
lleugerament diferents pel que fa a la longitud de la fulla i la coloracid, aixi com

per la longitud de les inflorescéncies.

66



Foto 12. Variabilitat morfoldgica de L. gymnesicum provinent de la localitat typus
(Calé dels Cans). D'un mateix individu apareixen dos tipus d'inflorescéncies: curtes
i poc esbrancades (tipus L. gymnesicum) i molt més llargues i esbrancades
(morfologia semblant al tipus de l'espécie, -veure fotografia 1- i als exemplars
anotats com a L. majoricum als herbaris de Garcias Font, Bonafé, Orell). Observi's
com l'ampldria d'algunes de les fulles sén indistingibles de les presents al exemplar

tipus de L. majoricum.
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Foto 13. Exemplar de L. gymnesicum provinent de la localitat typus (Calé dels
Cans) amb la morfologia que no es pot diferenciar de la que presenten els
exemplars tipus (Foto la i 1b) i als exemplars anotats com a L. majoricum als
herbaris de Bonafé i Orell. Observi's que el sél es humit i 'exemplar creix entre el

roquissar pero amb certa acumulacié de sél.
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Foto 14. Morfologia tipica de L. virgatum present al Moli d'en Regalat.
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Foto 15. Exemplar dels individus de la costa est dels calons del Calé dels Cans.
Presenten una morfologia infermitja entre L. virgatum (branques esterils,
espiguetes corbades, corol.la d'un blau més intens) i L. minutum (planta en forma de
coixinet, fulles no marcides a la floracié, no aspres al tacte, no planes, amb un
nervi conspicu a l'anvers de la fulla). Sén interpretats com a hibrids entre ambdues

especies.
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Foto 16. Exemplars tipics de L. minutum provinents del Calé dels Cans.
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