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RESUMEN: La identificacion de los colquicos histerantos con flores otofales se
muestra dificil. En efecto, en la Peninsula Ibérica no son raras las confusiones entre
Colchicum autumnale L., C. lusitanum Brot. y C. multiflorum Brot., cuyas corolas se
parecen bastante. Para superar esta dificultad, los autores han medido la cantidad de
ADN nuclear 2C en hojas frescas de algunas Colchicaceae mediante la citometria de
flujo. Como es sabido, este dato refleja el nivel de ploidia, el cual se ha revelado muy
diferente para dichos taxones. Gracias a esta técnica, facil y barata, se podrian
confirmar identificaciones de individuos. Presentamos aqui el interés del uso de esta
técnica en Asturias, donde C. lusitanum (2C = ca 11 pg) y C. multiflorum (2C = ca 17
pg) conviven en los pastos montanos con Merendera montana (Loefl. ex L.) Lange
(2C =ca. 5.4 pg). Sin embargo, por el momento las floras sélo citaban en el Principado
C. autumnale (2C = ca 5,5 pg). Palabras clave: Peninsula Ibérica, Espafia, Asturias,
Colchicum, citometria de flujo.

ABSTRACT: The determination of Iberian hysteranthous Colchicum from the
C. gr. autumnale (C. autumnale L., C. lusitanum Brot. and C. multiflorum Brot.)
remains particularly difficult, which explains much confusion and a poor knowledge of
their distribution in the Iberian Peninsula. Thanks to flow cytometry, the evaluation of
2C genome size can be done easily, quickly and inexpensively on fresh leaves.
Indicating the holoploid genome size (1C) and reflecting the ploidy level, these studies
facilitate critical identification of the different species, morphologically similar but
with a chromosome number which really appears to be different. This technique has
allowed us to confirm the presence of C. lusitanum (2C = ca. 11 pg) and
C. multiflorum (2C = ca. 17 pg) in pastures of Asturias (Spanish Cantabric Cordillera)
where they border the endemic Merendera montana (Loefl. ex L.) Lange (2C = ca. 5.4
pg). Previously, the major flora have only signalled the C. autumnale (2C = ca. 5.5 pg)
in this Principality. Key word: Iberian Peninsula, Spain, Asturias, Colchicum, flow
cytometry.

RESUME: La détermination des colchiques hystéranthés du groupe autumnale
(C. autumnale L., C. lusitanum Brot. et C. multiflorum Brot.) demeure particuliérement
délicate, ce qui explique les confusions et la mauvaise connaissance de leur
distribution dans la Péninsule Ibérique. Grace a la cytométrie de flux, la mesure de
quantité d’ADN nucléaire 2C peut se réaliser facilement, rapidement et a relativement
faible cott sur des feuilles fraiches. Indiquant la taille holoploide du génome (1C) et
reflétant bien le niveau de ploidie, ces analyses permettent alors d’appuyer
I’identification des différentes espéces morphologiquement proches dont le nombre
chromosomique, difficile a compter, s’avére bien distinct. L’utilisation de cette
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technique nous a ainsi permis de confirmer la présence de C. lusitanum (2C = ca. 11
pg) et C. multiflorum (2C = ca. 17 pg) dans les patures des Asturies (Cordillére
Cantabrique, Espagne) ou elles cotoient I’endémique Merendera montana (Loefl. ex
L.) Lange (2C = ca. 5,4 pg). Les flores classiques n’y signalaient jusqu’a présent que le
C. autumnale (2C = ca. 5,5 pg). Mots clefs: Péninsule Ibérique, Espagne, Asturies,

Colchicum, cytométrie de flux.

INTRODUCCION

La flores rosadas y otofiales de los
colquicos son tan caracteristicas como
bien conocidas; sin embargo, incluso en
grandes herbarios se han confundido con
Crocus nudiflorus Sm. y C. serotinus Sa-
lisb., los cuales poseen solo 3 estambres y
pertenecen a las Iridaceae. Aparte de estos
errores, los botanicos suelen tener dificul-
tades para identificar los Colchicum histe-
rantos, cuyas flores aparecen en otofo,
bastante antes de que salgan las hojas en
primavera. En efecto, las diversas espe-
cies de C. gr. “autumnale” (BRICKELL,
1980) poseen flores muy parecidas y por
lo comtn su descripcion se basa en ellas,
aun cuando varian mucho en su tamafio y
color, incluso entre las de un mismo indi-
viduo. Ademas, no podemos olvidar que
esas “flores” s6lo corresponden a la parte
superior de la corola, dado que estos geo-
fitos son casi por completo subterraneos:
raices, cormos, yemas, parte inferior de la
flor (ovario, base de pétalos) y de las ho-
jas nunca salen a la luz. El cormo repre-
senta aqui el tallo de la planta, quedando
reducido a unos entrenudos que al llenarse
de reservas parece una esfera blanca ro-
deada de varias tunicas pardas (bulbo so-
lido). En pocas palabras, de estas plantas
solo observamos la parte superior de los
tépalos o de las hojas y, cuando estan ma-
duros, los frutos.

Aunque las condiciones del suelo, hu-
medad e insolacion influyen mas en el ta-
mafio y en el porte de la planta que en la
forma y nimero de hojas, la verdad es que
tampoco estos caracteres permiten separar
facilmente las especies y, para mayor
complicacion, varias de ellas pueden con-
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vivir en una misma localidad (fenémeno
bastante frecuente en Italia y Sicilia). En
los Alpes (Suiza, Francia) C. autumnale y
C. alpinum DC. no dejan de hibridarse
(PERRENOUD & FAVARGER, 1971). En
ese contexto, las flores observadas en una
determinada localidad pueden no corres-
ponder a las hojas encontradas alli mismo
la primavera siguiente, al no estar marca-
dos los individuos.

En los paises del suroeste de Europa
se suelen citar seis especies: Colchicum
alpinum DC., C. neapolitanum Ten., C.
longifolium Castagne, C. lusitanum Brot.,
C. bivonae Guss. y C. autumnale L. Mas
concretamente, BRICKELL (1980), en Flo-
ra Europaea sefiala C. autumnale, C. nea-
politanum y C. lusitanum para Espafia y
Portugal. Sin embargo, estudios recientes
llevados a cabo en las Islas de Corcega y
Cerdefa pusieron de manifiesto una in-
sospechada diversidad del grupo con 6
endemismos (cf. CAMARDA, 1978, 1979;
FRIDLENDER 1999a, 1999b, 2009). Ade-
mas, hemos demostrado que C. multiflo-
rum Brot. crece en el Sistema Central ibé-
rico (conocido como C. guadarramense Pau)
y en varias areas del mediterraneo occi-
dental (sub. C. neapolitanum auct. p.p. in
Brickell). En Provenza (Francia) viven C.
multiflorum subsp. paranquei Fridl. & M.
Pignal y C. multiflorum subsp. longifolium
(Castagne) Fridl. & M. Pignal, mientras que
otras subespecies de C. multiflorum se en-
cuentran en Marruecos y Sicilia (FRID-
LENDER, 1999¢, 1999d, 2014; FRIDLEN-
DER & PIGNAL, 2013). Asi las cosas, para
Espaiia peninsular y Portugal aceptamos 6
Colchicaceae de facil identificacion: Me-
rendera L. (3 especies), Androcymbium
Willd. (1 especie), Bulbocodium L. (1 es-
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pecie), y Colchicum triphyllum Kunze (=
C. clementei Graells).

La presencia en las distintas provin-
cias ibéricas de otras tres especies del de-
nominado C. gr. “autumnale” (C. autum-
nale, C. multiflorum y C. lusitanum) sigue
siendo objeto de numerosas confusiones y
dudas. Por su parte, el endémico andaluz
C. fharii subsp. gibraltaricum (Kelaart)
Fridl. se conoce principalmente en las pro-
vincias de Cadiz, Malaga y Granada
(FRIDLENDER, 2014). Ahora bien, aunque
la identificacion de estos tres gedfitos ba-
sandose en caracteres puramente morfolo-
gicos resulte problematica, se ha visto que
su dotacion cromosomica es muy distinta
[2n = respectivamente ca. 36-38; ca. 90,
100-108 y ca. 144], aun a pesar de la gran
dificultad del recuento (CASTRO, 1944-
1945; D’AMATO, 1955,1957a, 1957b; FER-
NANDES & FRANCA, 1977).

No obstante, hemos comprobado que
la cantidad de ADN 2C medida en hojas
frescas de coélquicos mediante citometria
de flujo se correlaciona de manera fide-
digna y repetible con su nivel de ploidia.
La cantidad de ADN de las tres especies
estudiadas es la siguiente: C. autumnale
L. 2C =ca 5,5 pg; C. lusitanum Brot. 2C
=ca 11 pgy C. multiflorum Brot. 2C = ca
17 pg. (FRIDLENDER & al., 2002). Siendo
asi, esta técnica puede considerarse como
una buena alternativa al recuento de cro-
mosomas de estas bulbosas y, por consi-
guiente, podria ayudar a identificarlas. En
la siguiente nota presentamos los resulta-
dos de su aplicaciéon en muestras de la
Cordillera Cantébrica.

RECOLECCION E IDENTIFICACION

Se colectaron cormos de los pocos in-
dividuos observados en 3 localidades as-
turianas para su cultivo y posterior estudio
de la cantidad de ADN de las células fo-
liares. Los 2 individuos de Uriello tenian
los tépalos algo variegados y parecian C.
lusitanum. En Somiedo, las flores que
hallamos pertenecian sin duda al grupo de
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C. multiflorum (Tabla 1, Fig. 1) y no al de
C. autumnale, Unica especie sefialada en
las vecinas sierras vascas (AIZPURU & al.,
2000). En la Tabla 2 exponemos las prin-
cipales medidas de flores y cormos (valo-
res medios, desviacion estandar) siguien-
do protocolo previamente descrito (FRID-
LENDER, 1999¢). Estos pocos datos son
orientativos pero no pueden considerarse
caracteristicos de las poblaciones asturia-
nas dado que en Colchicum las primeras —
y ultimas— flores de la estacion exhiben a
menudo tamaiio, color y biologia atipicos.

CITOMETRIA DE FLUJO

Se cortan limbos frescos de los colqui-
cos asturianos cultivados en macetas (en
Marsella, Francia) junto a plantas estandar
en trozos muy finos. La cantidad de ADN
se mide mediante citometria de flujo si-
guiendo el método clasico (MARIE &
BROWN, 1993); los estandares internos
usados fueron Petunia hybrida Hort. PxPc
6 (2C = 2,85 pg) y Pisum sativum L. “Ex-
press Long” (2C = 8,37 pg). También se
estudi6 la cantidad de ADN en otras po-
blaciones representativas (localidades cla-
sicas) de Colchicum de la Peninsula Ibéri-
ca: C. guadarramense Pau de la Sierra de
Guadarrama; C. lusitanum de Monsanto
en Lisboa; C. multiflorum del Alentejo y
Merendera montana (Loefl. ex L.) Lange de
varias procedencias (Tabla 3).

RESULTADOS Y DISCUSION

Tal y como vemos en la Tabla 3, pode-
mos reafirmar ahora las cantidades de
ADN 2C ya publicadas (FRIDLENDER &
al., 2002) para las especies medidas en sus
correspondientes  localidades  clasicas:
C. multiflorum (Ribatejo, Tras-os-Montes),
C. lusitanum (Lisboa, Estremadura) y C.
guadarramense (Guadarrama, Madrid) y
asimismo la adecuacion del método, siendo
especifico el tamafio de genomas. En la
Figura 2 se observan claramente los dis-
tintos picos de fluorescencia que corres-
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ponden a cada especie. Estos resultados
apoyan también la sinonimia anteriormente
propuesta (FRIDLENDER, 1999c) entre
C. guadarramense y C. multiflorum.

Los tamafios de genomas obtenidos
para la poblacion de Uriello se correspon-
den con el de C. lusitanum; los de Valle
de Lago y Coto de Buena Madre con el de
C. multiflorum (Tabla 3). Los 2 individuos
que mostraron baja cantidad de ADN del
Coto de Buena Madre pertenecen tal vez a
C. autumnale, especie que no se habia de-
tectado sobre el terreno. De esta manera,
los datos biométricos (plantas mas grandes
que las de Valle de Lago, Tabla 2) se explica-
rian por la presencia de corolas de C. au-
tumnale mezcladas con las de C. multiflo-
rum.

En este pasto crece también Meren-
dera montana, cuyas flores y hojas son
muy distintas de las de Colchicum pero
tienen una cantidad de ADN 2C similar a
las de C. autumnale (Tabla 3). Esos indivi-
duos no siguieron vivos al despuntar las
primeras hojas, mucho antes de su desa-
rrollo normal y poco después del analisis,
por lo cual no pudimos identificarlos por
caracteres vegetativos; no sabemos si per-
tenecian a Merendera o a dicho célquico.
Parece entonces posible que con C. multi-
florum y Merendera montana crezca tam-
bién ese tercer geodfito alrededor de la al-
dea. C. autumnale, planta abundante en la
vertiente norte del Pirineo pero mucho
mas localizada en la meridional, alcanza-
ria la Cordillera Cantabrica; bastaria dis-
poner de pliegos de herbario con hojas
para confirmarlo.

La variabilidad de las corolas de esta
poblacién es llamativa (Fig.1), pues pare-
cen comunes las flores con tépalos “anor-
males” divididos, estambres estériles y es-
tilo de longitud muy diferente. Nos pre-
guntamos si estos caracteres se deben a al-
gun proceso de hibridacion, aislamiento o
simplemente tienen relacion con la flora-
cion temprana.
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En todo caso, la observacion de tan es-
casas flores (las primeras) y la ausencia
de hojas no permitian una identificacion
segura de las especies basandonos en flo-
ras clésicas salvo para la poblacion de Co-
to de Buena Madre, donde varias flores
tienen aspecto tipico de C. multiflorum.
Con similar prudencia deben interpretarse
los datos biométricos (3 flores en Uriello,
6 en Valle de Lago y 45 en Buena Ma-
dre). A pesar de todo, destaca la pobla-
cion de Uriello, donde las corolas exhiben
un tamafio mas o menos igual, pero los
estambres y estilos son mucho mayores;
ademas (Tab. 1, 2 y Fig. 1), los estambres
son de color mas oscuro (anaranjado o
amarillento) y los tépalos un poco varie-
gados, ambos caracteres tipicos de C.
lusitanum (BROTERO, 1804, 1816, 1827).
Los cormos serian mas grandes. El tubo
de la corola varia mucho en funcion del
suelo (profundidad de los bulbos) o de la
presencia de hierbas altas en los pastos.
De manera general en la Peninsula, y mas
particularmente en Portugal, las flores de
C. lusitanum se diferencian bien de las de
C. multiflorum, tienen estigmas y anteras
mas grandes, asi como color mas intenso,
si bien la presencia de flores con anteras
rojas es rarisima.

No crecen Colchicum en Galicia (ME-
RINO, 1909) mientras que MAYOR & al.
(1977) consideran que C. autumnale es
frecuente en los pastizales humedos de la
vecina Asturias. En la excelente y mas
reciente flora del Pais Vasco (AIZPURU &
al., 2000) también se indica solo la presencia
de C. autumnale (parte oriental de la
Cordillera Cantébrica). Pero los autores no
dejan de subrayar la dificultad de clasificar
las plantas observadas ante el polimorfismo
de sus corolas. Se citarian C. lusitanum 'y C.
multiflorum al sur de la Cordillera en Ledn
(RICO, 2013). En la Flora dels Paisos
Catalans (BOLOS & VIGO, 2001), el mapa
de C. autumnale incluye gran parte del
noroeste de la Peninsula sin duda porque
reune las 3 especies. No obstante,
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anteriormente VIGO (1974) anotaba la rareza
de C. autumnale en Cataluia. El Atlas de la
Flora del Pirineo Aragonés (VILLAR & al.,
2001) refleja de manera algo mas precisa la
distribucion y ecologia de C. autumnale,
planta bastante rara en la vertiente sur del
Pirineo, con poblaciones principalmente
localizadas en los prados mas humedos,
cerca de arroyos. En el Eje pirenaico-
cantabrico, limite sur-occidental de su
distribucion, C. autumnale falta de la
mayoria de las sierras que lo constituyen.
Salvo en el Pirineo oriental y central, casi
todas las citas en floras e inventarios
podrian corresponder a C. lusitanum y C.
multiflorum. La presencia de estas dos
especies novedosas para Asturias subraya la
gran diversidad de geofitos ya conocida por
esas cordilleras. Su distribuciéon en el
noroeste Peninsular se asemeja a la de
endemismos cantdbrico noroccidentales
(MORENO & SAINZ OLLERO, 1994, 1997)
como Narcissus asturiensis (Jordan) Pugsley,
Baldellia alpestris (Cosson) Vasc., Crocus
carpetanus Boiss. & Reuter, etc.

La citometria de flujo nos parece una
técnica interesante para completar el in-
ventario de los Colchicum, particularmen-
te dentro de las numerosas zonas prote-
gidas y de dificil acceso que conviene vi-
sitar en varias épocas del afio (en otofio
para colectar plantas en flor y luego en
primavera para observar las hojas). El
corte de unas hojas en primavera para
analisis resulta facil y barato (menos de
10 euros) sin necesidad de largos despla-
zamientos y dias de campo. Por este pro-
cedimiento podrian resolverse muchas de
las citas dudosas indicadas por toda la mi-
tad norte de la Peninsula: aclarar la pre-
sencia o abundancia relativa de C. lusita-
num 'y C. multiflorum en las provincias
costeras vascas y en el Pirineo occidental;
seflalar el verdadero limite occidental de
C. autumnale; conocer los limites de las
areas de C. multiflorum y, sobretodo, de
C. lusitanum por su parte central y meri-
dional. Dudamos de la presencia de
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C. autumnale en Sierra de Guadarrama
(Tabla 3), las citas (RUIZ DE LA TORRE,
1982) deben corresponder a C.
multiflorum (= C. guadarramense). Cabe
comprobar asimismo las identificaciones
de los colquicos de Extremadura,
dilucidar si solo crece C. [lusitanum
(DEVESA, 1995) o si se mezcla con C.
multiflorum por el norte de la provincia.
En la mitad norte de Espafia, ademas de
C. autumnale, especie localizada en el
Pirineo y presente en parte de la
Cordillera Cantabrica, viven otros 2 col-
quicos ademas de la Merendera. Y mas de
una vez en un mismo pasto pueden con-
vivir, mezclados, varios taxones.

Aunque hemos comprobado la validez
de la técnica en hojas secas de colquicos
(jsiempre que sean recientes y secadas en
buenas condiciones!), la falta habitual de
limbos en los pliegos de herbario o las
hojas demasiado viejas (con ADN altera-
do...) no permitiran resolver muchas vie-
jas citas dudosas.

Agradecimientos: Se agradece a L. Villar la
revision del manuscrito.
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Citometria de flujo para Colchicum lusitanicum 'y C. multiflorum en Asturias

Figura 1. Colchicum lusitanum, Valle de Uriello, 20-4-2008: flor con tépalos ajedrezados,
estambres anaranjados con huellas rojizas (a, d). Colchicum multiflorum Brot.: flores rosadas
concoloras (b), estambres amarillos y a veces abortados (blancas, g), véase la gran variacion de
longitud de los estilos (e-f), frutos secos de un individuo trifloro (c), Coto de Buena Madre y Valle
de Lago 24-8-2008. Colchicum autumnale L. aspecto de los estigmas (h).
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Figura 2. Analisis simultaneo en citometria de flujo de 3
individuos perteneciente a los 3 Colchicum del Norte
Peninsular. En el histograma de fluorescencia se
observan los 4 picos que corresponden al niimero de
nucleos detectados (ordenado) segin su contenido
relativo de ADN (abscisa: fluorescencia relativa). De
izquierda a derecha: Petunia hybrida (Hort.) PxPc6
(estandar, 2C = 2,85 pg, y = 81), C. autumnale L. (2C =
5,6 pg, y = 160), C. lusitanum Brot. 2C = 10,2 pg, y =
289) y C. multiflorum Brot. (2C = 16,2 pg, y = 461).

Tabla 3. Cantidad de ADN de distintas especies de Colchicaceae de Europa SW y de varias
poblaciones ibéricas representativas (localidades clasicas) de Colchicum: tamafio de los genomas
(cantidad media de ADN 2C) en pg, desviacion estandar, n = nimero de individuos medidos, a =
supuestamente 4ploide, b = supuestamente 10-12ploide, ¢ = supuestamente 16ploide, e: primer

dato para el género y la especie.

Especie / poblacion

Cantidad de ADN 2C en pg

C. autumnale L. - varias poblaciones de Europa SW 5,89 40,1 (Fridlender & al., 2002)“

Asturias - Coto de Buena Madre

56+ 0,05 (n=2)"

Merendera montana Lange - varias poblaciones de la

Peninsula Ibérica

535403 (n=20)°

C. alpinum DC. - varias poblaciones de Europa SW 8,06 = 0,10 (Fridlender & al., 2002)

C. lusitanum Brot. - varias poblaciones de Europa SW 10,7 + 0,33 (Fridlender & al., 2002) b

C. lusitanum Brot. - Portugal, Estremadura, Lisboa, Serra
de Monsanto: loc. clasica (Brotero, 1827) de C. Lusitanum.

Asturias - Vega de Uriello

10,9 (n=1)

C. multiflorum Brot. - varias poblaciones de Europa SW 16,5 £ 0,43 (Fridlender & al., 2002)

C. guadarramense Pau (=C. multiflorum Brot.) - Espafia,

Madrid, Sierra de Guadarrama, Rascafria, comtn en los

céspedes del pueblo y a orillas del rio Lozoya. Localidad 17,03+ 0,24 (n=10)°
clasica, no hay poblacion “tipo” de C. guadarramense: Pau

(1912) recibié las plantas de “Sierra de Guadarrama”

C. multiflorum Brot. - Localidades clésicas, ubicadas al norte y
sur de la provincia de origen del tipo — desconocido- de la
especie ( “Hab. in Beira, praesertim boreali.”, Brotero 1804:

597, 1816):
- Portugal, Ribatejo, Aguas Belas.

- Portugal, Tras-os-Montes / alto Douro, Bornes

Asturias - Coto de Buena Madre

1729+ 0,13 (n=6)°
16,79+ 0,14 (n = 10)°

17,7+ 03 (n=10)°

C. corsicum Baker - varias poblaciones

21,4 £ 0,49 (Fridlender & al., 2002)
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