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Resumen
ARROYO CABEZA, R. & E. MANRIQUE REOL (1988). Estudios quimicos en Ramalina farina-
cea (L.) Ach. del centro de Espafia. Anales Jard. Bot. Madrid 45(1): 53-59.

Mediante el anlisis por técnicas de TLC y HPLC de diversas poblaciones de Ramalina fari-
nacea (L.) Ach. de la provincia de Madrid y alrededores (Espaiia), se ha comprobado la pre-
sencia de tres quimi6tipos de los descritos para esta especie en Europa. Quimiétipo 1(1,6%),
sin sustancias liquénicas; quimiétipo II (97,3 %), con 4cido protocetrérico, y quimi6tipo IT1
(1,07 %). con 4cido salacinico y dcido norestictico. También se han encontrado tres sustan-
cias no identificadas que no han sido mencionadas anteriormente en esta especie.
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Abstract
ARROYO CABEZA, R. & E. MANRIQUE REOL (1988). Chemical studies on Ramalina farina-
cea (L.) Ach. from central Spain. Anales Jard. Bot. Madrid 45(1): 53-59 (in Spanish).

By means of TLC and HPLC analysis of several populations of Ramalina farinacea (L.) Ach.
from the region of Madrid (Spain), three of the chemotypes previously described for this spe-
cies in Europe have been evidenced: chemotype 1(1,6 %), without lichen substances; chemo-
type II (97,3 %), with protocetraric acid, and chemotype III (1,07 %), with salacinic acid and
norstictic acid. Three unidentified substances not previously mentioned in this species have
also been found.
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INTRODUCCION

El complejo Ramalina farinacea-Ramalina subfarinacea presenta una gran
variabilidad morfolégica, quimica y ecoldgica que ha provocado la realizacién de
diversos estudios encaminados a su diferenciacién (CULBERSON, 1966; HAWKS-
WORTH, 1968; KrROG & JAMES, 1977). Estos autores, tras el estudio de poblacio-
nes de ambos tdxones, intentaron correlacionar la morfologia con los caracteres
quimicos, y éstos, a su vez, con la ecologia. C. F. Culberson recoge en su obra
(CULBERSON, 1969, 1970; CULBERSON & al., 1977) los andlisis quimicos que sobre
estos taxones se habian realizado. Para Ramalina farinacea (L.) Ach. cita acido
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protocetrérico, no habiéndose encontrado hasta entonces ningiin ejemplar defi-
ciente en 4cidos; tinicamente se encontraron individuos con 4cido hipoprotocetr4-
rico (CULBERSON, 1965), lo que llevé a W. L. Culberson a describir como especie
nueva aquellos individuos que contenian este 4cido, Ramalina hypoprotocetrari-
ca Culb. (CULBERSON, 1966). De la misma forma encuentra 4cido salacinico y
4cido norestictico en los ejemplares de R. farinacea var. reagens B. de Lesd., a
la que asigna el rango de especie R. reagens (B. de Lesd.) Culb. Posteriormen-
te, HAWKSWORTH (1968) la incluy6 con rango de variedad dentro de R. subfarina-
cea [Ramalina subfarinacea var. reagens (B. de Lesd.) D. Hawksw.]. KroG &
JAMES (l.c.) reconocieron dos especies, R. farinacea (L.) Ach. y R. subfarina-
cea (Nyl. in Crombie) Nyl., la primera corticicola y la segunda preferentemente
saxicola, con cuatro y cinco quimiétipos respectivamente. Estos mismos autores
no encuentran correlacién entre los caracteres quimicos y la morfologia, por lo
que no admiten las especies quimicas descritas por CULBERSON (I.c.).

Los diferentes quimidtipos de R. farinacea poseen éreas de distribucion coin-
cidentes, aunque con algunas diferencias en su abundancia relativa.

R. subfarinacea es una especie descrita como predominantemente costera,
sobre rocas expuestas y muros (KROG & JAMES, l.c.; HARMAND, 1905). Por el
contrario, R. farinacea tiene una amplia distribucién en Europa, haciéndose rara
hacia el N (Escandinavia y Finlandia).

En la Peninsula Ibérica, R. farinacea ha sido ampliamente citada, mostrando
una gran amplitud ecoldgica. No obstante, hasta el momento, se desconoce la
variabilidad quimica de esta especie en Espaia.

El prop6sito de este trabajo ha sido estudiar quimicamente algunas poblacio-
nes de R. farinacea de los bosques del centro de Espaiia.

MATERIAL Y METODOS

El material analizado ha sido recogido por nosotros en 19 localidades de la
provincia de Madrid, dos de la de Segovia y dos de 1a de Guadalajara.

Se han analizado 373 muestras, recogidas de rocas —granitos y esquistos— o
de cortezas de drboles y arbustos —Quercus rotundifolia Lam., Q. coccifera L.,
Q. pyrenaica Willd., Fagus sylvatica L., Fraxinus angustifolia Vahl, Pinus pinaster
Aiton, Castanea sativa Miller y Cistus ladanifer L.—. Testigos de las muestras
analizadas quedan depositados en el herbario MAF Lich. .

Los andlisis se han realizado mediante la técnica de cromatografia en capa fina
(TLC) descrita por CULBERSON & KRISTINSSON (1970), CULBERSON (1972) y
modificada por MANRIQUE & CRESpPO (1983), usando el disolvente A (tolueno-
dioxano-dcido acético; 180:60:8), y placas de silicagel 60 F,5, (Merck 5554).
Como controles se utilizaron en todas las placas: atranorina (Sigma Chem. Co.),
acido norestictico (extraido de Parmelia acatabulum) y icido protocetrérico (ex-
traido de Parmelia caperata). Ejemplares previamente seleccionados se analiza-
ron por HPLC en un cromatégrafo Perkin Elmer Series 10 LC, utilizando meta-
nol-agua-icido fosférico (75:25: 1y como eluyente, a un flujo de 1 ml/min (1.500 psi).
La separacion se realizé a partir de 6 ul de extracto, en dos columnas montadas en
serie de 12,5 cm de longitud y 4 mm de didmetro interno cada una (Nucleosil 5 C18).

El aparato de deteccién fue un espectrofotémetro Lambda 1 Vis-UV (Perkin
Elmer), equipado con una microcélula de 8 ul y fijado a 270 nm.
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Como sustancias patr6n para HPLC se utilizaron 4cido usneico (Sigma Chem.
Co.), y extractos aceténicos de Parmelia caperata, para dcido protocetrarico
(WHITE & JAMES, 1985); de Parmelia acetabulum, para 4cido norestictico, y de
Parmelia saxatilis, para 4cido salacinico. Las constantes de retencién para cada
sustancia detectada se han calculado de acuerdo con la técnica de HUOVINEN & al.
(1985), usando como patrones internos acetona y BHT (butilhidroxitolueno). Los
indices de retenci6n (Ir) se hallaron segtin la férmula:

Ir = Rtdel compuesto — Rt acetona
Rt BHT — Rtacetona

= Tiempo de retencién en minutos

Todas las muestras seleccionadas para ser analizadas mediante HPLC se
extrajeron con BHT 2 mg/ml en acetona.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los anélisis por TLC han permitido la deteccién de siete sustancias liquénicas,
cuyas caracteristicas cromatogréficas y reacciones de coloracién quedan recogi-
dasenlatabla 1.

En la tabla 2 se recoge la variabilidad quimica de las muestras de Ramalina
farinacea estudiadas, asi como el sustrato en el que se hallaron. En todos los casos
se detect6 la presencia de dcido usneico en concentracion muy variable de unos
talos a otros, a veces por debajo del limite de sensibilidad de la técnica utilizada
(TLC). Por HPLC, el 4cido usneico aparece como un pico de altura y drea varia-
ble que cuando est4d en muy pequeiia concentracién se confunde con la cola del

- pico del estandar interno BHT (Rt = 24,53 y 23,14, respectivamente).

TABLA 1

CARACTERISTICAS CROMATOGRAFICAS Y REACCIONES DE COLORACION DE LAS
SUSTANCIAS LIQUENICAS PRESENTES EN RAMALINA FARINACEA EN LA PROVINCIA
DE MADRID Y ALREDEDORES

Sustancia Rf/RfN,RfA x 100 Coloracién
Acido protocetrénco RN 6/40,67 Gris oscuro *, PD + naranja
Acido salacinico . ...... 15/38,65 Naranja*, PD + naranja, K+ rojo
SDAM1 ............ 21-22/40,67 Gris palido*, Cl,Fe + violeta
SDAM3 ............ 28/40,67 Gris pélido amarillento*, Cl,Fe+ violeta
SDAM2 .......... L 38-39/40,66 Gris palido amarillento *, Cl,Fe+ violeta
Acido norestictico . . . ... 40/40.66  Amarillo*, PD+ amarillo, K+ rojo

Acidousneico . . ....... 62/38,65  Gris verdoso

* Coloracién después de revelar con Acido sulfiirico al 10 % en agua y calentando a 110 °C; PD+, colora-
cion tras el revelado con una solucién de para-fenilendiamina 2 % en etanol 96 %; K+, coloracién tras
el revelado con una solucién de KOH 35% en agua, y Cl,Fe+, coloracién tras el revelado con una
solucién de ClyFe 2% en etanol 96 %.
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TABLA 2

COMBINACIONES DE LAS SUSTANCIAS LIQUENICAS ENCONTRADAS
EN RAMALINA FARINACEA

Usn. Sal. Norst. Prot. SDI  spz sp3 _ - detalos

Sax.  Cort.

Ramalina farinacea 1 + - -~ - + - — - 6
2+ - - 4+ - = - 3 16

3+ - - 4+ o+ - - 1 11

i o+ - -+ -4 ]

5 0+ - -+ 4+ o+ - 7

6 + - - "+ + - 4+ )

7 + - - + + + + 1

8 + + + - - - _ 4

Usn.: 4cido usneico; Sal.: 4cido salacinico; Norst.: acido norestictico; Prot.: acido protocetrérico;
SD1: SDAM 1; SD2: SDAM 2; SD3: SDAM 3; Sax.: saxicolas, y Cort.: corticicolas.

En las cromatografias de numerosos individuos de R. farinacea (52,6 %) se
observan, ademas de las sustancias liquénicas previamente descritas en la literatu-
ra, tres manchas no identificadas, visibles a la luz ultravioleta de 254 nm, que
toman coloracién gris amarillenta cuando se revelan con 4cido sulfiirico, y colora-
cién viol4cea, cuando se revelan con Cl,Fe en etanol, por lo que parecen ser sus-
tancias fendlicas (ASAHINA & SHIBATA, 1954). Estas manchas aparecen combina-
das de distinto modo en las muestras que no tienen otra sustancia liquénica o en
aquellas que llevan 4cido protocetrarico, nunca en las que llevan 4cidos salacinico
y norestictico. Cada una de ellas queda identificada en la tabla 1.

Los anélisis por HPLC de las sustancias o extractos liquénicos utilizados como
patron, asi como las caracteristicas cromatogréficas de las diferentes sustancias
encontradas en Ramalina farinacea, quedan recogidos en las tablas 3a y 3b.

En los individuos en los que por TLC iinicamente se detecta una mancha
(1,6%),SDAM 1, en HPLC se observa un tinico pico con Ir de 0,034. Estos talos
podrian pertenecer al quimiétipo 4, deficiente en acidos, descrito por KROG &
JAMESs (l.c.). Segin estos autores, el quimidtipo 4 careceria de acido protocetrari-
co, pero no dicen nada de la sustancia anteriormente mencionada. El analisis por
HPLC de aquellos individuos con 4cido protocetrarico (97,3 %) demostré la pre-
sencia de un pico con Ir idéntico al del acido protocetrarico de Parmelia caperata
(0,157). Este seria el quimidtipo 1 de KROG & JAMEs (l.c.), sin considerar la pre-
sencia de las sustancias SDAM 1, SDAM 2 y SDAM 3; seria pues, con mucho, el
quimidtipo de R. farinacea mas abundante en la flora madrilefa. La distincién
entre éste y el primer quimiétipo aqui mencionado seria observable mediante la
reaccién con PD en la médula, PD+ amarillo-naranja y PD—, respectivamente.

De entre los especimenes analizados, un 1,07 % reacciona K+ rojo y PD+
amarillo en la médula. El anélisis de éstos por TLC revela la presencia de los 4ci-
dos salacinico y norestictico, ambos depsidonas del B-orcinol con una funcién
aldehido. Por HPLC se detectan en estos especimenes dos picos, uno con Ir de
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TABLA 3a

TIEMPOS DE RETENCION (Rt) E INDICES DE RETENCION (Ir) DE
LAS SUSTANCIAS UTILIZADAS COMO PATRON PARA HPLC

Sustancia Rt Ir
Acetona .. ............. e 2,54 0
Acidosalacinico . .............. 3,86 0,045
Acido norestictico . ............. 5,50 0,126
Acido protocetrdrico . . ........... 6,11 0,157
BHT ......... ... 0., 23,14 1,0
Acidousneico . .......... ... 2453 1,078

TABLA 3b

CARACTERISTICAS CR_OMATOGRAFICAS DE LAS DIFERENTES
SUSTANCIAS ENCONTRADAS EN RAMALINA FARINACEA

MEDIANTE HPL.C
Sustancia Rt Ir
SDAM2 .................... 2,66 <0.017
SDAM1 ........ .. ... . . . ... 3,60 0,034
Acidosalacinico . .............. 3,84 0,046
Acido norestictico . ............. 5,44 0,126
Acido protocetrdrico . . . ... ....... 6,27 0,156
Acidousneico . ................ 24,94 1,081

0,05 coincidente con el del acido salacinico de Parmelia saxatilis, y otro, en menor
concentracién pero presente en todos los casos, con Ir de 0,13 igual al del 4cido
norestictico de Parmelia acetabulum. Este quimi6tipo seria el nimero 2 de KrRoG
& JaMEs (I.c.) que CULBERSON (1966) describié como Ramalina reagens Culb.

En las poblaciones de R. farinacea del NW de Europa, la frecuencia de apari-
ci6n de cada quimidtipo (4cido protocetrarico, 70 % ; dcido salacinico con o sin
acido norestictico, 20 % ; dcido hipoprotocetrarico, menos del 10 %; cf. KROG &
JAMES, l.c.) es distinta de la indicada en este trabajo para el centro de Espafia
(4cido protocetrérico, 97,3 %; 4cido salacinico con acido norestictico, 1,07 %;
SDAM 1, 1,6 %). En las poblaciones estudiadas por nosotros no se detecta el qui-
miétipo con dcido hipoprotocetrarico y todos ellos se encuentran creciendo mez-
clados, aunque los especimenes con 4cido salacinico y dcido norestictico viven
unicamente en los bosques del piso supramediterraneo (Rivas MARTINEZ, 1982)
de la provincia de Madrid (fig. 1). " '

. KRroG & JAMEs (I.c.) describen, ademds de los quimi6tipos de R. farinacea ya
considerados aqui, cinco quimi6tipos de R. subfarinacea, especie predominante-
mente saxicola y de distribucién costera. Cuatro talos del total de los analizados,
que se recogieron sobre rocas graniticas y esquistosas presentan 4cido protocetra-
rico y/o SDAM 1, como se deduce de los anélisis por TLC y HPLC; a pesar de ello
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Fig. 1.—Distribucién de Ramalina farinacea (L.) Ach. en la provincia de Madrid y alrededores. Quimi6-
tipo I: sin 4cido protocetrérico y con SDAM 1; PD~ y K— en médula; quimiétipo II: con acido protoce-
traricoy SDAM 1, SDAM 2, SDAM 3; PD+ amarillo y K— en médula; quimiétipo III: con acido salaci-
nico y 4cido norestictico; PD+ amarillo-naranja y K+ rojo en médula. @ (II), O (I y II), A (IT y III)
y A (I, Ty II). )

preferimos pensar que se trata de R. farinacea viviendo sobre roca y no de R. sub-
farinacea quimiodtipo 4, aunque morfoldgicamente son dificiles de diferenciar solo
por el tamafio de los soredios, que es mayor en esta dltima (farinosos y subgranu-
lares, respectivamente). Esto apoyaria la idea de los autores mencionados de que
R. subfarinacea estaria ausente de aquellas dreas de climas fuertemente continen-
tales, como lo es el del centro de la Peninsula Ibérica. Ademads, todos los ejempla-
res analizados, a pesar de la variabilidad quimica encontrada, son morfol6gica-
mente idénticos y caen dentro de la variacién que admiten KrRoG & JAMES (l.c.)
para R. farinacea (soredios farinosos y lacinias subpendulares de hasta 10 cm de
longitud).
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30TVKO0291; E!l Pardo, lomas del Corcho, 650 m, 30T VK3787; hayedo de Montejo, 1300 m,
30TVLS850; La Almenara, 1257 m, 30TUK9378; La Hiruela, 1200 m, 30TVL6349; puerto
de Canencia, arroyo de Canencia, 1500 m, 30TVL3426; rio Cofio, 700 m, 30TUKS8878;
Robledo de Chavela, 700 m, 30TUK9586; Rozas de Puerto Real, 900 m, 30TUK7162; Soto
de Viinuelas, 740 m, 30TVL6714; Villanueva de Perales, 600 m, 30TVK0967.

GuADALAJARA: Armuiia de Tajufia, 700 m, 30TVK9576; Hueva, 940 m, 30TWKO0579.

SEGOVIA: Riaza, 1200 m, 30TVL6371; Valsain, 1200 m, 30TVL1025.
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