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RESUMEN

El género Crocus perteneciente a la familia de las Iridaceas, es conocido por su especie
cultivada, el azafran (Crocus sativus L.). El género incluye aproximadamente 100
especies, muchas de las cuales tienen interés como ornamentales o por sus productos
de metabolismo secundario, y otras son exclusivamente silvestres. En su conjunto,
constituyen una fuente de variabilidad genética de enorme interés.

La rapida desaparicidon del cultivo del azafran en Europa debido a la importante
cantidad de mano de obra que requiere, ha conducido a una importante erosién
genética. Con el fin de frenar y mejorar esta situacion, se han iniciado varios
programas de ambito nacional y europeo para la recoleccion, multiplicacion, vy
caracterizacion de germoplasma de azafran y especies afines. En ese contexto, se
enmarca esta Tesis que tiene como objetivo completar las colecciones existentes y
caracterizar el germoplasma disponible de especies silvestres espafiolas del género
Crocus, del Banco de Germoplasma Vegetal del Centro de Investigacion Agroforestal de
Albaladejito (Cuenca).

En Espafia pueden encontrarse 7 especies silvestres de este género, que son tanto de
floracion otofal (C. serotinus, C. clusii, C. nudiflorus y C. cambessedesii) como
primaveral (C. nevadensis, C. carpetanus y C. vernus), y en este trabajo se ha llevado a
cabo una caracterizacion morfolégica, fisioldgica, bioquimica y molecular de las
mismas.

Tras una revision minuciosa de las citas sobre la localizacién de estas especies en
Espana, se han conseguido entradas de distintas 4reas, y que representan entre un
25% y un 70%, segun la especie, de las zonas en las que se ha descrito su presencia.
Asimismo, se ha ampliado la colecta a zonas no descritas con anterioridad. Se han
elaborado mapas de localizacion, asi como la descripcion de los ecosistemas que
habitan estas especies atendiendo a: tipo de suelo, altitud, clima, comunidad vegetal y
los estreses abidticos o bidticos mas frecuentes.

De este conjunto de entradas, un maximo de 60, que configuran una representacion
de la variabilidad observada, fueron caracterizadas morfolégicamente. Los caracteres
cuantitativos relacionados con el tamano de los tépalos, la longitud del estilo, el
desarrollo de hojas durante la floracién, la anchura de la hoja y el tamafio de la semilla,
han mostrado una importante variacidon genética y, fundamentalmente, entre
especies. Sin embargo, la produccion de flores, el desarrollo vegetativo y el tamafio del
fruto presentan una mayor componente de variacion ambiental. Se da una correlacién
tanto genética como ambiental entre los caracteres relacionados con el tamafo de la
flor. También aparece una correlacion entre el desarrollo vegetativo y la produccion de
flores, que es también de naturaleza tanto genética como ambiental.

El analisis de componentes y coordenadas principales nos senala que los caracteres
con los que se ha trabajado permiten agrupar las entradas en las 7 especies diferentes



de Crocus espafioles, y se han podido definir un nimero minimo de caracteres
cualitativos faciles de medir que permite la separacién de las especies. Hay que
destacar una caracterizacidn microscépica de la anatomia de las hojas y de la cubierta
de las semillas que permite también identificar la mayoria de las especies.

Un total de 115 entradas, que representan las diferentes poblaciones recolectadas de
cada especie, se han caracterizado fenolégicamente. El momento de la brotacion, la
floracién y la salida del fruto, que procede de un ovario subterraneo, presenta
diferencias importantes entre especies y una menor variacion intraespecifica. Sin
embargo, la senescencia de la hoja y del fruto es mds uniforme entre las especies y la
principal fuente de variacion es la existente entre entradas de una misma especie.

Se han caracterizado fisiolégicamente 1-2 entradas de las especies de floracién otofial
C. serotinus y C. nudiflorus (con histerantia), y de tres especies de floraciéon primaveral
C. nevadensis, C. carpetanus y C. vernus (esta Ultima con floracion mas tardia). Se ha
estudiado la influencia de la temperatura en el desarrollo de los meristemos florales,
en la floracion, en el desarrollo vegetativo, el cuajado y desarrollo del fruto y sobre la
senescencia de las hojas. Estos estudios nos indican que:

La diferenciacion floral de los meristemos de todas las especies silvestres de Crocus se
induce durante la época estival, tras las seca de la hoja, con los cormos en aparente
latencia, y coincide con lo descrito para azafran (232C). Asi, las especies primaverales
no requieren de un periodo frio para que se dé la induccion floral en la yema terminal.
La emergencia de la flor, requiere una bajada de las temperaturas entre 10-172C, que
favorecen la elongacién del brote floral. Las especies primaverales, de desarrollo mas
lento, no han alcanzado un desarrollo similar al de las especies otofiales cuando se
produce esa bajada en sus ambientes naturales, deteniéndose por el frio intenso el
desarrollo de la flor que no continuara hasta finales del invierno-principios de la
primavera.

La salida de la hoja es siempre, en general, posterior al desarrollo de las raices que
aparecen tras el primer aporte de agua. Las hojas alcanzan su maximo crecimiento
cuando las reservas del cormo madre se agotan, y es en este momento cuando los
cormos hijos tienen su mayor tasa de crecimiento. Todas las especies presentan un
mayor desarrollo vegetativo a la temperatura mas baja ensayada, 102C. La mayor
temperatura de desarrollo (172C) da lugar, en general, a un crecimiento inicial mas
acelerado de hojas y cormos, pero se detiene antes el crecimiento del cormo hijo y se
inicia también antes la senescencia de las hojas. La fuerza de sumidero del cormo
podria determinar la duracién de la vida de la hoja, y un factor muy relevante en este
proceso es la temperatura. La capacidad de sumidero del cormo se agota antes a
temperaturas mas elevadas.

Estos estudios fisiolégicos también han permitido poner a punto métodos de rotura de
latencia y germinacién que permiten un porcentaje de germinacién de semillas de las



especies espafiolas de Crocus entre un 81-95%. Unicamente la especie C. vernus ha
sido una especie recalcitrante con una tasa de germinacidén que no supera el 30%. El
tratamiento de almacenamiento en seco ha sido el mas indicado para la rotura de la
latencia.

La caracterizacion bioquimica de 15 entradas correspondientes a 5 de las especies
analizadas, ha revelado el menor contenido en crocinas de los estilos de estas especies
silvestres, como también su menor bioactividad, dandose la ausencia total de las
mismas en C. carpetanus y C. nevadensis. Asimismo, no se ha detectado la presencia
de la picrocrocina y de la crocina trans-3-Gg que se encuentran en la especie cultivada.
Se han identificado tentativamente 6 crocinas y 4 kaempferoles en todas ellas, con la
excepcion de una crocina identificada Unicamente en C. vernus. El andlisis de la
ausencia y presencia de los principales picos que corresponden a crocinas y a
flavonoides, ha permitido separar entre si las especies que presentan crocinas, pero no
ha facilitado la separacion entre C. nevadensis y C. carpetanus.

La caracterizaciéon molecular de 133 individuos que corresponden a 26 entradas
diferentes mediante RAPD, indica que estos marcadores pueden ser una herramienta
util para la diferenciacién de especies que comparten nicho ecoldgico, o con rasgos
morfoldgicos vegetativos muy similares. Los marcadores microsatélites se han
mostrado como una herramienta complementaria que permite la distincion de
materiales que no es posible llevar a cabo mediante el empleo de marcadores tipo
RAPD.






RESUM

El génere Crocus pertanyent a la familia de les Iridaceae, és conegut per la seua
especie conreada, el safra (Crocus sativus L.). El genere inclou aproximadament 100
espécies, moltes de les quals tenen interés com a ornamentals o pels seus productes
de metabolisme secundari, i altres sén exclusivament silvestres. El seu conjunt,
constitueix una font de variabilitat genetica d'enorme interes.

La rapida desaparicio del cultiu del safra a Europa, a causa de la important quantitat de
ma d'obra que requereix, ha conduit a una important erosié genetica. Per tal de frenar
i millorar aquesta situacio, s'han iniciat diversos programes d'ambit nacional i europeu
per a la recol-leccié, multiplicacid, i caracteritzacié de germoplasma de safra i espécies
afins. En aquest context, s'emmarca aquesta Tesi que té com a objectiu completar les
col-leccions existents i caracteritzar el germoplasma disponible d'espécies silvestres
espanyoles del génere Crocus, del Banco de Germoplasma Vegetal del Centro de
Investigacion Agroforestal de Albaladejito (Cuenca).

A Espanya es poden trobar 7 espécies silvestres d'aquest génere, que sén tant de
floracio tardoral (C. serotinus, C. clusii, C. nudiflorus i C. cambessedesii) com primaveral
(C. nevadensis, C. carpetanus i C. vernus), i en aquest treball s'ha dut a terme una
caracteritzacido morfologica, fisiologica, bioquimica i molecular de les mateixes.

Després d'una revisié minuciosa de les cites sobre la localitzacié d'aquestes espécies a
Espanya, s'han aconseguit entrades de diferents arees, i que representen entre un 25%
i un 70%, segons l'especie, de les zones en quée s'ha descrit la seua presencia. Aixi
mateix, s'ha ampliat la col-lecta a zones no descrites amb anterioritat. S'han elaborat
mapes de localitzacid, aixi com la descripcio dels ecosistemes que habiten aquestes
espécies atenent: tipus de sol, altitud, clima, comunitat vegetal i els estressos abiodtics
o biotics més freqlients.

D'aquest conjunt d'entrades, un maxim de 60, que configuren una representacio de la
variabilitat observada, van ser caracteritzades morfologicament. Els caracters
guantitatius relacionats amb la mida dels tepals, la longitud de I'estil, el
desenvolupament de fulles durant la floracid, I'amplada de la fulla i la mida de la llavor,
han mostrat una important variacié genética i, fonamentalment, entre espécies. No
obstant aixo, la produccié de flors, el desenvolupament vegetatiu i la mida del fruit
presenten una major component de variacié ambiental. Es dona una correlacié tant
genética com ambiental entre els caracters relacionats amb la mida de la flor. També
apareix una correlacio entre el desenvolupament vegetatiu i la produccid de flors, que
és també de naturalesa tant genética com ambiental.

L'analisi de components i coordenades principals ens assenyala que els caracters amb
els quals s'ha treballat permeten agrupar les entrades a les 7 espéecies diferents de
Crocus espanyols, i s'han pogut definir un nombre minim de caracters qualitatius facils
de mesurar que permet la separacié de les especies. Cal destacar una caracteritzacio



microscopica de l'anatomia de les fulles i de la coberta de les llavors que permet
també identificar la majoria de les espécies.

Un total de 115 entrades, que representen les diferents poblacions recol-lectades de
cada espécie, s'han caracteritzat fenoldgicament. El moment de la brotacid, la floracié i
la sortida del fruit, que procedeix d'un ovari subterrani, presenta diferéncies
importants entre espécies i una menor variacio intraespecifica. No obstant aixo, la
senescencia del full i del fruit és més uniforme entre les especies i la principal font de
variacié és |'existent entre entrades d'una mateixa especie.

S'han caracteritzat fisioldgicament 1-2 entrades de les especies de floracié de tardor C.
serotinus i C. nudiflorus (amb histerantia), i de tres espeécies de floracié primaveral C.
nevadensis, C. carpetanus i C. vernus (aquesta ultima amb floracid més tardana). S'ha
estudiat la influéncia de la temperatura en el desenvolupament dels meristemes
florals, en la floracid, en el desenvolupament vegetatiu, el quallat i desenvolupament
del fruit i sobre la senescencia de les fulles. Aquests estudis ens indiquen que:

La diferenciacié floral dels meristemes de totes les especies silvestres de Crocus
s'indueix durant I'época estival, després del secat del full, amb els corms en aparent
laténcia, i coincideix amb el descrit pel safra (232C). Aixi, les espécies primaverals no
requereixen d'un periode fred perque es doni la induccio floral a la gemma terminal.
L'emergéncia de la flor, requereix una baixada de les temperatures entre 10-172C, que
afavoreixen |'elongacio del brot floral. Les espécies primaverals, de desenvolupament
més lent, no han arribat a un desenvolupament similar al de les espécies de tardor
guan es produeix aquesta baixada en els seus ambients naturals, detenint pel fred
intens el desenvolupament de la flor que no continuara fins a finals de I'hivern-
principis de la primavera.

La sortida de la fulla és sempre, en general, posterior al desenvolupament de les arrels
gue apareixen després de la primera aportacio d'aigua. Les fulles arriben al seu maxim
creixement quan les reserves del corm mare s'esgoten, i és en aguest moment quan
els corms fills tenen la seua major taxa de creixement. Totes les espécies presenten un
major desenvolupament vegetatiu a la temperatura més baixa assajada, 109C. La
major temperatura de desenvolupament (172C) déna lloc, en general, a un creixement
inicial més accelerat de fulles i corms, pero s'atura abans el creixement del corm fill i
s'inicia també abans la senescéncia de les fulles. La for¢ca d'embornal del corm podria
determinar la durada de la vida de la fulla, i un factor molt rellevant en aquest procés
és la temperatura. La capacitat d'embornal del corm s'esgota abans a temperatures
més elevades.

Aquests estudis fisiologics també han permeés posar a punt metodes de trencament de
laténcia i germinacid que permeten un percentatge de germinacid de llavors de les
espécies espanyoles de Crocus entre un 81-95%. Unicament I'espécie C. vernus ha estat
una mica recalcitrant amb una taxa de germinacié que no supera el 30%. El tractament



d'emmagatzematge en sec ha estat el més indicat per al trencament de la laténcia.
La caracteritzacié bioquimica de 15 entrades corresponents a 5 de les espeécies
analitzades, ha revelat el menor contingut en crocinas d'aquestes espécies silvestres,
com també la seva menor bioactivitat, donant-se |'abséncia total de les mateixes en C.
carpetanus i C. nevadensis. Aixi mateix, no s'ha detectat la preséncia de la picrocrocina
i de la crocina trans-3-Gg que es troben en l'especie conreada. S'han identificat
temptativament 6 crocinas i 4 kaempferoles en totes elles, amb I'excepcié d'una
crocina identificada Unicament en C. vernus. L'analisi de I'abséncia i presencia dels
principals pics que corresponen a crocinas i flavonoides, ha permes separar entre si les
espécies que presenten crocinas, perd no ha facilitat la separacié entre C. nevadensis i
C. carpetanus.

La caracteritzacié molecular de 133 individus que corresponen a 26 entrades diferents
mitjancant RAPD, indica que aquests marcadors poden ser una eina util per a la
diferenciacié d'especies que comparteixen ninxol ecologic, o amb trets morfologics
vegetatius molt similars. Els marcadors microsatel-lits s'han mostrat com una eina
complementaria que permet la distincié de materials que no és possible dur a terme
mitjancant I'Us de marcadors tipus RAPD.






ABSTRACT

The genus Crocus belonging to the family Iridaceae, is known for its cultivated species,
saffron (Crocus sativus L.). The genus includes about 100 species, many of which are of
interest as ornamentals for their products or secondary metabolism, and others are
exclusively wild. On the whole, they are a source of genetic variability of enormous
interest.

The rapid disappearance of the culture of saffron in Europe due to the significant
amount of manpower required, has led to significant genetic erosion. In order to slow
down and improve this situation, several national and European programs for the
collection, multiplication, and characterization of germplasm of saffron and related
species were initiated. In this context, this Thesis aims to complete the existing
collections and characterize the available germplasm of the Spanish wild species of the
genus Crocus, conserved in the Plant Germplasm Bank of the Center for Research in
Agroforestry in Albaladejito (Cuenca).

Seven wild species of this genus can be found in Spain, which are both autumn
flowering species (C. serotinus, C. clusii, C. nudiflorus and C. cambessedesii) and spring
flowering species (C. nevadensis, C. carpetanus and C. vernus), and in this work a
morphological, physiological, biochemical and molecular characterization of them has
been carried out.

After a thorough review of the locations of these species in Spain, we have collected
accessions from different locations representing between 25% and 70% of the areas,
depending on the species, in which their presence was described. Also, the collection
has been expanded to areas not previously described. We have developed location
maps, and the description of the ecosystems these species inhabit, attending to: soil
type, altitude, climate, plant community and the most common abiotic or biotic
stresses.

Of this set of accessions, a maximum of 60, which form a representation of the
observed variability, were characterized morphologically. Quantitative characteristics
related to the size of the tepals, style length, the development of leaves during
flowering, leaf width and seed size have shown significant genetic variation mainly
among species. However, flower production, vegetative growth and fruit size exhibit a
greater environmental variation component. Both an environmental and genetic
correlation between characters related to the size of the flower is given. A correlation
between vegetative growth and flower production, which is of both genetic and
environmental nature, also appears.

The principal components and coordinates analysis show that the selected characters
can group the accessions in the 7 different wild species of Spanish Crocus. Also we
have been able to define a minimum number of easy-to-measure qualitative



characteristics that allow the separation of the species. It should be noted that a
microscopic characterization of the anatomy of the leaves and seed coat also identifies
most species.

A total of 115 accessions, representing different populations of each species collected,
have been characterized phenologically. Date of sprouting and flowering, and time of
capsule emergence, which comes from an underground ovary, show significant
differences between species and lower intraspecific variation. However, leaf
senescence and fruit ripening is more uniform between species and the main source of
variation is between accessions of the same species.

1-2 accessions of each autumn flowering species, C. serotinus and C. nudiflorus (with
hysterantia), and the spring-flowering species, C. nevadensis, C. carpetanus and C.
vernus (this last species has the latter flowering date), have been characterized
physiologically. We have studied the influence of temperature on the development of
floral meristems in flowering, in the vegetative development, set and development of
fruit and leaf senescence. These studies indicate that:

The floral meristem differentiation of all wild species of Crocus is induced during the
summer, after the leaf’s senescence, with apparently latent corms, and coincides with
that described for saffron (232C). Thus, the spring species do not require a cold period
for flower induction in the terminal bud. Flower emergence requires a temperature
drop up to 10-179C, favouring floral bud elongation. In natural environments, when
that decline of temperature occurs, the spring species, having slower development,
have not reached a similar development to that of the autumn species. The flower
development of spring species stops because of the intense cold, and will not continue
until late winter-early spring.

The leaf emergence generally follows the development of the roots that appear after
the first water supply. The leaves reach their maximum growth when the reserves of
the mother corm are exhausted, and at this moment, the replacement corms have
their highest growth rate. All species have a higher vegetative growth at the lowest
tested temperature of 102C. The highest tested temperature (17°C) leads in general to
a faster initial growth of leaves and corms, but at this temperature, the growth of the
replacement corms stops earlier and also the senescence of leaves starts before. The
sink demand of the replacement corm could determine the life span of the leaves, and
temperature is a very important factor in this process. Sink capacity of the
replacement corm is exhausted earlier at higher temperatures.

These physiological studies have also allowed developing methods to break dormancy
and germination, which allow a percentage of germination of the Spanish species of
Crocus of around 81-95%. Only the species C. vernus has been a recalcitrant species



with a germination rate not exceeding 30%. The dry storage has been the most
suitable treatment for breaking off dormancy.

The biochemical characterization of 15 accessions belonging to 5 species of Spanish
wild Crocus has revealed the lower content of crocins in its styles, as well as the lower
bioactivity of its crocins. Two of these species, C. carpetanus and C. nevadensis, have
no crocins in the style. Also, it has not been detected the presence of the picrocrocin
and the trans-3-Gg crocin, both found in the cultivated species. We have tentatively
identified 6 crocins and 4 kaempherols in the styles of these 5 species, with the
exception of a crocin identified only in C. vernus. The analysis of the absence and
presence of main peaks corresponding to crocins and flavonoids has enabled to
separate each species which has crocins, but has provided no separation between C.
nevadensis and C. carpetanus.

The molecular characterization of 133 individuals, corresponding to 26 different
accessions of the 7 species, using RAPDs, indicates that these markers can be a useful
tool for differentiating species that share ecological niche, or with very similar
vegetative morphological features. Microsatellite markers have proved to be a
complementary tool for the distinction of materials which cannot be distinguished by
the use of RAPDs.
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I. INTRODUCCION

1 TAXONOMIA DEL GENERO CROCUS Y CLASIFICACION DE LAS ESPECIES ESPANOLAS

El género Crocus L. pertenece al orden Asparagales y a la amplia familia Iridaceae.
Esta familia contiene 80 géneros y mas de 1500 especies y, en particular, el género Crocus
comprende aproximadamente 100 especies distribuidas por el suroeste de Europa,
también desde Europa central hasta Turquia, en zonas del suroeste de Asia y hasta el
oeste de China, tal y como se puede observar en la figura 1 (Mathew, 1982; Fernandez,
2004; Petersen et al., 2008). El centro de biodiversidad del género Crocus se encuentra en
Asia Menor y en la peninsula de los Balcanes (Mathew, 1982; Fernandez, et al., 2011;
Harpke et al., 2013). El azafran y sus especies antecesoras han sido cultivados desde la
antigliedad en diversos paises mediterraneos (Gola et al., 1965; Chichiricco, 1984).

Figura 1 Distribucion del género Crocus (Ruksans, 2010).

La taxonomia de este género es muy compleja debido a la ausencia de rasgos
distintivos claros, al amplio rango de habitats que ocupa y también a la falta de acuerdos
en la informacién disponible sobre los caracteres morfoldgicos y citolégicos (Ngrbaek et
al., 2002; Beiki et al., 2010; Moraga et al., 2010; Uslu et al., 2012).

La primera clasificaciéon fue presentada por Haworth (1809). Esta clasificacion dividid
el género en las secciones Pilgrim y Depilati, dependiendo de la presencia o ausencia de
pelos en la garganta floral. Sin embargo, esta clasificacion dejo de ser valida cuando se vio
gue se trataba de una caracteristica variable dentro de la misma especie (Mathew, 1982;
Harpke et al, 2013). También Sabine (1829) presentd una clasificacion del género en base
a las caracteristicas de la tunica del cormo y la ausencia o presencia de préfilo o espata
basal. Afios mas tarde fue mejorada por Herbert (1847) y Maw (1886), quienes
descubrieron mds especies de cada grupo. Segregaron el género en las divisiones
Involucrati y Nudiflori teniendo en cuenta la época de floracion. La clasificacion mas
utilizada en la actualidad es la realizada por Mathew (1982), que esta principalmente
basada en la clasificacion de Maw. Considera la morfologia de los cormos, tunicas,
bracteas, bractéolas, hojas, flores y semillas, el periodo de floracidon y caracteristicas
citoldgicas y ecoldgicas (Tabla 1).
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Tabla. 1.  Clasificacion del género Crocus de Mathew (1982) actualizada por diferentes autores. Se indica en negrita
el autor cuando son especies nuevas, y con asterisco, cuando su clasificacion se ha modificado, siendo (*) Petersen et
al. (2008), (**) de Mathew et al. (2009), (3*) de Peruzzi y Carta (2011); (4*) de Peruzzi y Altinordu (2014) y (5*%) de
Harpke et al. (2015).

Subgénero Crocus
A. Seccidn Crocus
Serie Verni:

C. etruscus Parl; C. ilvensis L. Peruzzi y A. Carta (Peruzzi y Carta, 2011) ; C. kosaninii Pulevic;
C.longiflorus Raf. (anteriormente en serie Longiflori)**; C. tommasinianus Herb.; C. vernus (L.) Hill;
C.neapolitanus (Ker. Gawl.) Loisel . siculus Tineo y Guss.>*; C. heuffelianus Herb. (anteriormente en el
subgénero obsoleto Crociris) >*; C. neglectus Peruzzi y Carta™*

Serie Baytopi (nueva serie):

C. baytopiorum Mathew (anteriormente en la serie Verni)**
Serie Scardici:

C. pelistericus Pulevic; C. scardicus Kos.
Serie Versicolores:

C. cambessedesii ). Gay; C. versicolor Ker Gawl.; C. corsicus Vanucchi ex Maw; C. imperati Ten.;
C.minimus DC.

Serie Longiflori:

C. goulimyi Turrill ; C. ligusticus M.G. Mariotti; C. niveus Bowles; C. nudiflorus Smith.; C. serotinus
Salisb.

Serie Kotschyani: a

C. autranii Albov.; C. gilanicus B. Matthew ; C. karduchorum Kotschy ex Maw; C. kotschyanus K.
Koch.;C. ochroleucus Boiss. y Gaill.; C. scharojanii Ruprecht.; C. vallicola Herb.

Serie Crocus:

C. asumaniae B. Mathew y T. Baytop; C. cartwrightianus Herb.; C. sativus L.; C. hadriaticus Herb.;
C.moabiticus Bornm. y Dinsmore ex Bornm.; C. mathewii H. Kemdorff y E. Pasche (Kemdorff y Pasche,
1994); C. naqabensis Al-Eisawi (Al-Eisawi, 2001); C. oreocreticus B.L. Burtt; C. pallasii Goldb.; C. thomasii
Ten.

Posicién dudosa:
C. malyi Vis. (anteriormente en la serie Versicolores)*
B. Seccidon Nudiscapus:
Serie Reticulati:

C. abantensis T.Baytop y B.Mathew; C. ancyrensis (Herb.) Maw.; C. angustifolius Weston;
C.hermoneus Kotschy ex Maw; C. jablanicensis N. Randj. y V. Randj.; C. reticulatus Steven ex Adams;
C.robertianus C.D. Brickell; C. rujanensis Randjel. y D.A. Hill (Randjel y Hill, 1990); C. sieberi J. Gay;
C.sieheanus Barr ex B.L. Burtt; C. veluchensis Herb.

Serie Biflori:

C. aerius Herb.; C. almehensis C.D. Brickell y B. Mathew; C. biflorus Mill.; C. chrysanthus Herb.;
C.cyprius Boiss. y Kotschy; C. danfordiae Maw; C. hartmannianus Holmboe; C. kerndorffiorum Pasche
(Guner et al., 2000); C. leichtlinii (Dewar) Bowles; C. nerimaniae Yiizbasioglu y Varol (Yuzbasioglu y Varol,
2004); C. pestalozzae Boiss.; C. wattiorum (Mathew) Mathew (Mathew, 1995 y 2000); C. demirizianus O.
Erol y L.Can (Erol y Can, 2012); C. yakarianus H. Yildirim y O.Erol (Yildirnm y Erol, 2013)

Serie Speciosi:
C. pulchellus Herb.; C. speciosus M. Bieb.
Serie Orientales:

C. alatavicus Semenova y Reg.; C. caspius Fischer y Meyer (anteriormente en la serie Biflori)*; C

korolkowii Regel ex Maw;C. michelsonii B. Fedtsch.
Serie Flavi:

C. adanensis T. Baytop y B. Mathew (anteriormente en la serie Biflori)*; C. antalyensis Mathew;
C.candidus E.D. Clarke; C. flavus Weston; C. graveolens Boiss.y Reut.; C. hyemalis Boiss.; C. olivieri Gray;
C.paschei H. Kerndorff (Kerndorff, 1993); C. vitellinus Wahl.

Serie Aleppici:
C. aleppicus Baker; C. boulosii Greuter; C. veneris Tappein ex Poech
Serie Carpetani:
C. carpetanus Boiss. y Reut.; C. nevadensis Amo y Campo
Serie Intertexti:
C. fleischeri ).Gay.
Serie Laevigatae:
C. boryi J.Gay; C. laevigatus Bory y Chaub.; C. tournefortii J.Gay.
Subgénero Crociris: C. banaticus
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Basandose en estos caracteres morfologicos, Mathew dividid el género en dos
subgéneros Crociris y Crocus. El subgénero Crociris comprende sdélo la especie C.
banaticus, mientras que el subgénero Crocus abarca el resto de las especies del género.
Dentro del subgénero Crocus diferencié dos secciones, Crocus y Nudiscapus, que incluyen
6 y 9 series respectivamente. Ademas, introdujo como novedad el concepto de
subespecie. Su clasificacién abarca 80 especies pero, desde entonces, se han descrito
muchas mas especies. Estudios morfolégicos, moleculares y cariolégicos (Kerndorff et al.
2011, 2012; Uslu et al., 2012; Harpke et al. 2013; Schneider et al. 2013) indican que el
numero de especies podria estar alrededor de 160. Trabajos en marcha reconocen
nuevos taxones (Kerndorff, 1993; Pasche, 1993; Kerndorff y Pasche 1994, 1997, 2003,
20044, b, 2006, 2011; Pasche y Kerndorff 1999; Yiizbasioglu y Varol 2004; Kerndorff et al.
2011, 2012, 201343, b, c; Randelovi¢ et al. 2012).

La revision de esta clasificacion propuesta por Mathew (1982) comprende distintos
trabajos. Petersen et al. (2008) realizaron un analisis filogenético sobre el género Crocus
basado en el analisis de ADN plastidial. Sus resultados entraron en conflicto con la
clasificacidon primaria de Mathew (1982), sobretodo en referencia a los subgéneros y
secciones, pero hay mayor acuerdo en las series. Asimismo, encontraron proximidad
filogenética entre C. caspius y las especies de Crocus de Asia Central, aunque la
morfologia de sus cormos es muy diferente y en la clasificacion de Mathew estaban
separadas. Otro estudio que utilizd secuencias del ADN plastidial y nuclear reconoce la
relacion monofilética de tres series de la seccion Crocus (Crocus, Kotschyani y Scardici) y
cinco de la seccién Nudiscapus (Aleppici, Carpetani, Laevigati, Orientalis y Speciosi)
(Harpke et al., 2013). La relacion monofilética de siete de estas series es también apoyada
por el estudio realizado por Petersen et al. (2008).

Centrados en la serie Verni Mathew, un estudio carioldgico realizado por Peruzzi y
Altinordu (2014) apoya la inclusién de las especies C. neapolitanus (antes C. vernus subsp.
neapolitanus), C. siculus (de nueva designacion por Peruzzi y Carta (2011)) y C. vernus
dentro de la misma serie. Otro estudio de la misma naturaleza, mediante el calculo de
parametros cuantitativos disponibles en la literatura, ADN plastidial y nuclear, sugiere que
la serie Verni deberia comprender las cinco especies C. heuffelianus (antes C. banaticus,
gue formaba parte del subgénero Crociris), C. neapolitanus, C. neglectus (de nueva
designacidn), C. siculus y C. vernus (Harpke et al. 2015). Este mismo equipo y Mathew et
al. (2009) proponen incluir en la serie Verni la especie de floracién otofal C. longiflorus
(pertenecia a la serie Longiflori) y excluir C. baytopiorum.

En Espafia se pueden encontrar 8 especies del género Crocus: la especie cultivada
azafran (C. sativus), cuatro especies de floracion otofial (C. cambessedesii, C. serotinus, C.
clusii y C. nudiflorus) y tres de floraciéon primaveral (C. nevadensis, C. carpetanus y C.
vernus) (Lucefio, 1999; Guillén, 2014) (Figura 2 y 3).
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Figura 2 . Especies espafiolas del género Crocus. (1) C. sativus. Se distingue el estilo ramificado en tres ramas de color
rojizo sobre los tépalos y las hojas estrechas y lineares; (2). C. nudiflorus; (3). C. serotinus; (4).C.clusii; (5). C.

nevadensis y (6). C. carpetanus.
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i

Figura 3 . Especies espafiolas del género Crcosus. (1). C. cambessedesii; (2). C. vernus; (3). C. nudfilorus y (4). C.

nevadensis.

La especie C. clusii es de reciente consideracidon dentro del género Crocus (Guillén,
2014). Al inicio de este trabajo, la bibliografia citaba seis especies silvestres: C.
cambessedesii, C. serotinus, C. nudiflorus, C. nevadensis, C. carpetanus y C. vernus. La
especie C. serotinus incluia tres subespecies: C. serotinus subsp. salzmanii (endemismo
Ibérico- Magrebi que estaba ampliamente distribuida por toda la Peninsula Ibérica), C.
serotinus subsp. clusii y C. serotinus subsp. serotinus (endémicas de la Peninsula lbérica,
que se localizan principalmente en el sur de la peninsula, en las provincias costeras de
Andalucia) (Talavera et al., 1995; Aafi et al., 2005; Navarro y Jiménez, 2009). Otro cambio
reciente en la nomenclatura se ha realizado dentro de la especie C. vernus. Se reconoce la
especie C. vernus subsp. vernus (anterior subsp. albiflorus) que se localiza en los Pirineos,

y la subespecie neapolitanus (anterior subsp. vernus) que se ubica en los Montes de Leén
(Guillén, 2014).

De acuerdo con el ITIS (The Integrated Taxonomic Information System) Catalogue of
life 2010 y la clasificacion de la familia Iridaceae publicada por Flora ibérica en 2014, la
clasificacién taxondmica de las especies espafiolas seria la siguiente:
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Divisién: Spermatophyta
Subdivisidon: Magnoliophytina (Angiospermas)
Clase: Liliatae (Monocotileddneas)
Subclase: Liliidae
Orden: Liliales
Familia: Iridaceae
Subfamilia: Crocoideae
Tribu: Croceae
Género: Crocus
Subgénero: Crocus
Seccion Crocus
Serie Verni:
Especie: Crocus vernus (L.) Hill. - Azafran doblado
subsp. vernus (Kit. ex Schult.)
subsp. neapolitanus (Ker Gawl.)
Serie Versicolores:
Especie: Crocus cambessedesii ). Gay - Safra bord o balearic
Serie Longiflori:
Especie: Crocus nudiflorus Sm. - Azafran
Especie: Crocus serotinus Salisb. - Azafran montesino
Especie: Crocus clusii ). Gay. - Azafran silvestre
Serie Crocus:
Especie: Crocus sativus L. - Azafran
Seccién Nudiscapus:
Serie Carpetani:
Especie: Crocus nevadensis Amo y Campo - Azafran blanco
Especie: Crocus carpetanus Boiss. y Reut. - Azafran serrano

El género Crocus exhibe una gran diversidad de nimero cromosdmico. Las especies
del género Crocus son diploides (2n), a excepcion de C. sativus, pudiendo ser el cariotipo
2n =6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 19, 20, 22, 23, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 44, 48 o 64 (Mathew
1982; Beiki et al., 2010). C. sativus es una excepcidn porque es una especie triploide (2n =
24: x = 8). La evolucidn de los cariotipos parece caracterizarse por una amplia disploidia
combinada con poliploidizacién (Rudall et al., 1984; Goldblatt y Takei, 1997). La Tabla. 2
muestra el nimero de cromosomas de las especies silvestres de Crocus espanolas que ha
sido publicado por distintos autores hasta la actualidad.
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Tabla. 2. . Especies silvestres espafiolas del género Crocus y su informacion cariolégica (Mathew, 1982; Pérez y

Pastor, 2004; Castro y Rosello, 2006; Guillén, 2014).

Crocus sp Subespecie Numero de cromosomas
C. nevadensis - 2n =26, 28, 30
C. carpetanus - 2n =64
C vernus subsp. vernus 2n=38, 16
subsp. neapolitanus 2n=8
C. serotinus - 2n=22,23,24,44
C. clusii - 2n=22
C. nudiflorus - 2n =48
C. cambessedesii - 2n=16

2 ORIGEN DEL AZAFRAN (C. SATIVUS L.), LA ESPECIE CULTIVADA DE MAYOR
IMPORTANCIA ECONOMICA

La especie mas conocida es C. sativus, cuyos largos estilos de color rojo son la especia
mas cara del mundo. Es altamente apreciada debido a los componentes colorantes,
amargos y aromaticos que presentan sus estilos secos. Es una especie triploide y estéril,
cultivada desde muy antiguo por el hombre (Fernandez et al., 2011; Keify y Beiki, 2012).

El origen botanico del azafrdan no es claro, a pesar de que se han realizado varios
estudios citoldgicos, morfoldgicos y carioldgicos. Las especies parentales ancestrales y los
mecanismos de especiacion no se han establecido todavia. Algunos autores han
planteado que el azafran se origind a partir de C. cartwrightianus (x= 8; 2n = 3x= 24) por
autotriploidia (Chichiricco, 1984; Grilli-Caiola et al., 2004). En la Figura 4 podemos ver un
dendrograma que refleja las relaciones de similitud entre estas especies. Otros autores
han sugerido que surgi®6 como alopoliploide a partir de la hibridacion de C
cartwrightianus y C. hadriaticus o C. thomasii, ambos con 2n=16, uno de los cuales tenia
un gameto no reducido (Agayev, 2002; Jacobsen y Orgaard, 2004; Fernandez, 2004,
Castillo et al., 2005; Frizzi et al., 2007). Estudios posteriores han revelado diferencias leves
entre C. sativus y C. cartwrightianus, C. thomasii y C. hadriaticus. De estas tres especies,
C. cartwrigtianus se considera el parental mds probable del triploide C. sativus, que pudo
aparecer debido a cruzamientos con otras especies fértiles (Frello et al., 2004; Petersen et
al., 2008; Grilli-Caiola y Canini, 2010). Semillas de C. sativus obtenidas tras fecundar sus
flores con polen de C. cartwrightianus, presentaron una estructura superficial muy similar
a la que presentan las semillas de la especie C. cartwrightianus, mientras que eran
diferentes de las de C. thomasii y C. hadriaticus (Grilli-Caiola et al., 2010).
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Crocus thomasii
Crocus sativus
_|: Crocus cartwrightianus
Crocus hadnaticus
Crocus oreocreficus

Crocus asumanias
Crocus pallasi

Figura 4 Dendograma UPGMA, que refleja las relaciones de similitud existente entre varias especies de Crocus,

incluido C. sativus (Grilli-Caiola et al., 2004).

A pesar de los numerosos estudios citoldgicos, morfoldgicos y carioldgicos realizados
para intentar esclarecer las especies ancestrales y el mecanismos de especiacion de esta
especie, todavia existe una gran controversia, por esta razéon toman gran relevancia la
informacién histérica y arqueoldgica sobre su origen (Beiki et al., 2010). En un estudio
reciente sobre variabilidad y filogenia realizado mediante marcadores basados en
retrotransposones, con diferentes poblaciones de C. sativus, se mostrd la existencia de
muy poca variabilidad genética entre dichas poblaciones, en contraste con el resto de
especies de la serie Crocus ensayadas (Alsayied et al., 2015). Este hecho podria indicar
que la aparicion del hibrido triploide pudo suceder probablemente una sola vez.
Asimismo dicho estudio confirma que la especie cultivada es una especie alotriploide y
gue los ancestros mds probables son C. cartwrightianus y C. pallasii subsp. pallasii
(Alsayied et al., 2015).

Estudios arqueoldégicos e histéricos indican que la domesticacién del azafran data de
2000 a 1500 afos a. C. La especia ha sido utilizada desde tiempos pre-helénicos y durante
el periodo helénico. En un fresco que data de 1.700- 1.600 a. C se puede identificar las
flores del azafran en una pintura en el palacio de Minos en Knossos, en Creta. Otro fresco
que data de 1.500 a. C,, presenta a una joven cosechando azafrdn, ceremoniosamente, en
un fragmento de la pintura Saffron Gatherers, fresco del asentamiento de la Edad de
Bronce de Akrotiri, en Santorini (Grecia) (Ferrence, 2004) (Figura 5). Sin embargo, a pesar
de todas las evidencias del uso de las plantas del género Crocus, similar al azafran, no
existe una garantia de que lo que inspird estos frescos fuera el azafran que conocemos
actualmente. Es posible que aquellas especies que se cultivaban fueran otras destinadas a
usos similares, como podria ser C. cartwrightianus (Grilli-Caiola y Canini, 2010). Asimismo,
se desconoce todavia si el azafran ha sufrido alguna modificacion durante estos milenios
y, hasta hace poco, se desconocia si tiene uno o mas ancestros (Grilli-Caiola y Canini,
2010).

El lugar mas probable donde se ubica el origen del azafran es la region Mediterranea.
Otros posibles lugares de origen se situa en la region formada por Turquia, Iran e India
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(Grilli-Caiola y Canini, 2010). De acuerdo a otros autores (Alberini, 1990; Winterhalter y
Straubinger, 2000), el azafran se origind primero en Irdn y Kashmir, desde dénde los
fenicios introdujeron el cultivo en Grecia y Roma. Estas civilizaciones utilizaban la especia
para tefiir ropa, como condimento o como remedio medicinal (Basker y Negbi, 1983;
Tammaro, 1987). La dispersion del cultivo por Europa se produjo después de que los
arabes lo trajeran a Espafia aproximadamente en el afio 960 A.C.

Figura 5 (1)Fresco del Palacio de Akrotiri en Thera, que representa la cosecha de las flores del azafrén (Grilli-Caiola y

Canini, 2010). (2) Flores de la especie Crocus sativus.

La figura del azafran en la mitologia griega se corresponde con el héroe Krokos,
muerto por Hermes accidentalmente en el juego del disco, y con el que el dios mantenia
una relacién amorosa. La leyenda dice que cuando la sangre de Krokos se vertia en el
suelo, esta se transformaba en unas flores vistosas de estilos de color rojo (Bermejo-
Barrera et al. 1996). En los Cantos de Salomdn se mencionaba ya el nombre de karkom,
como uno de los productos mas alabados del reino vegetal. Con esta palabra, procedente
tal vez de la India, esta relacionado el nombre griego Krokos y el latino Crocum (Crocus de
los poetas). El nombre ardbico zdfaran es muy similar a su denominacién en distintas
lenguas, habiendo sobrevivido sin casi alteracion: espafiol (azafran), inglés (saffron),
francés (safran), italiano (zafferano)...etc. (Basker y Negbi, 1983).

3 IMPORTANCIA ECONOMICA Y USOS DEL AZAFRAN Y DE OTRAS ESPECIES DEL
GENERO CROCUS

Actualmente, la especie de mayor importancia comercial es aquella a partir de la cual
se obtiene el azafrdn, C. sativus.

El azafran como especia procede del tostado de los estilos rojos de las flores de C.
sativus (Figura 6). Esta especia alimentaria aporta un color, sabor y aroma Unicos que han
conseguido convertirla en la especia mas cara del mundo (Moraga et al., 2009; Baghalian,
etal., 2010).
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Figura 6 Hebras de Azafrdan

La produccion total anual de azafrdn alcanza las 254 t (FAO
http://www.fao.org/home/es, 2014; Banco Mundial, 2014). Segun se puede observar en

la Figura 7, la especia azafran se produce en mayor medida en Irdn (96% de la produccidn
mundial, 239t anuales, principalmente en Khorasan), Grecia (6t, en Macedonia), India (2t,
en Kashmir), Marruecos (2t) y Espaia (1,8 t) (Estadisticas de la FAO, Organizaciéon de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura, 2015; Banco Mundial,
http://www.bancomundial.org, 2014). También se registran algunas pequefias

producciones muy especializadas y reducidas en superficie, en paises como Italia (100 kg
en Cerdefia, L'Aquila y Cascia), Turquia (10 kg Saffran bulli), Suiza (1 kg en Mund), Francia
(4 o 5 kg en Gatinais y Quercy), Israel, Pakistan, Azerbaiydn, China, India, Afganistan,
Egipto, Emiratos Arabes Unidos, Japén, México y, recientemente, en Nueva Zelanda,
Estados Unidos, Japon y Australia, en la regién de Tasmania (McGimpsey et al., 1997,
Fernandez, 2004). Algunas de estas producciones pequefias se las denomina “cosechas
boutique” (Katzer, 2001).

1,8t

3t 2t 2t
et N[
M Irdn

M Grecid

B Afganistan
B Marruecos

H India

® Espaiia

239t

Figura 7 La produccion de Azafrdn por paises (expresada en toneladas) (FAO, 2014; Banco Mundial, 2015)

Espafia fue el pais lider en la produccién de este condimento, principalmente en las
areas de La Mancha y Teruel. Sin embargo, La Mancha sélo produce en la actualidad,
aproximadamente, 1.290 kg anuales protegidos bajo la denominacion de origen de vc

10
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(Tabla 3 ) (Comision de Regulacion 464/2001, Registro otorgado por la Comisidon de
Regulacién de Designaciones de Origen de la Comunidad Econémica Europea; Ministerio
de Agricultura y Medio Ambiente (MAGRAMA), 2012).

El precio medio de la especia de azafran fue de, aproximadamente, 5.000€ por
kilogramo en el afio 2012 (MAGRAMA, 2012). Este valor tan elevado de la especie se debe
a que la recogida de las flores y la separacién de las hebras del resto de la flor requieren
de una gran cantidad de mano de obra. Para cosechar un kilogramo de especia es
necesario colectar 130.000 - 150.000 flores y separar sus estilos del resto de la flor,
realizandose todo el proceso manualmente (Fernandez, 2004).

La escasa mejora en las técnicas de produccién, junto con el incremento del nivel de
vida de los paises productores mediterrdneos, ha sido la causa de que la extension
cultivada se haya reducido de forma notoria en la ultima década del siglo XX en Espafia y
otros paises tradicionalmente azafraneros mientras que se ha extinguido en otros, como
Alemania e Inglaterra (Fernandez, 2004).

En 1930, se cultivaban en Espana 11.282 ha. A mitad de los afios 90 se registraron
solamente 1.162 ha y en 2005 sélo se contd con 83 ha. A partir de este momento se ha
registrado un ligero ascenso de la produccién, situdndose en 2012 en 155 ha en
produccién y 1827 kg de azafran producidos (Tabla. 3) (MAGRAMA, 2012; Fernandez,
2004). En los ultimos afios el valor de la produccion se ha visto incrementado
considerablemente, concretamente un aumento del 350% respecto del afio 2007 (Figura
8). Esta subida es debida, en parte, al aumento de la superficie, pero sobre todo al
aumento del precio del azafran, que en el periodo mencionado se ha duplicado (Instituto
Técnico Agrondmico de Albacete, 2013).

Tabla. 3. Andlisis provincial de superficies, rendimiento y produccién (estigmas tostados) del cultivo de azafran en

Espaiia (MAGRAMA, 2012).* Se conoce que el azafran procedente de Canarias que aparece en las tablas oficiales es

cdrtamo.
Provincias y . ; L. Produccion
Comunidades Auténomas Superficie (hectareas) Rendimiento (Kg/ha) (Ke)
Secano Regadio Total Secano Regadio
ARAGON (Teruel) 3 3 7 32
CASTILLA Y LEON (Valladolid) 1 1 3 3
CASTILLA-LA-MANCHA 59 45 104 11 15 1.290
Albacete 17 86 103 9 15 1443
Ciudad Real 5 - 5 6 - 30
Cuenca 20 - 20 5 - 100
Toledo - 18 18 - 11 198
REGION DE MURCIA 1 - 1 8 - 8
CANARIAS (S.C. de Tenerife) - 4 4 - 6 24%*
ESPANA 47 108 155 7 14 1.827

11
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Para asegurar el futuro de la produccién de esta especia, los sistemas de cultivo y
produccién se deben modernizar, al mismo tiempo que es necesario adoptar medidas de
propagacion de cormos que aseguren un material de produccién de alta calidad a todos
los productores. También es preciso mejorar los métodos de evaluacion de calidad de la
especia, asi como extender el uso del azafran a mas ambitos (Fernandez, 2004).

Evolucién de la superficie de cultivo de azafrdn
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Figura 8 Evolucion de la superficie del cultivo en hectdreas (ha) y de la produccion (kg) de azafrdn (estigmas tostados)

de Espaiia (Fuente: MAGRAMA, 2012).

La composicidon quimica de la especia azafran es muy diversa: carbohidratos,
minerales, mucilago, vitaminas (especialmente riboflavina y tiamina), pigmentos
(crocetina, antocianos, carotenos, licopenos, zeaxantina, flavonoides,...), aminoacidos,
proteinas y almidén entre otros (Abdullaev, 1993, 2002, 2004; Rios et al., 1998;
Wintherhalter y Straubinger, 2002).

El azafran presenta constituyentes quimicos especificos que han sido aislados e
identificados (Figura 9). Las sustancias responsables del color que tiene y que proporciona
el azafran especia a soluciones acuosas pertenecen al grupo de los pigmentos
carotenoides. En los extractos acuosos de azafran se encuentra una mezcla de diferentes
ésteres glicosilados del acido 8,8’-diapo-W,W’-carotenedioico, denominado crocetina. Los
azUcares que esterifican los extremos de la crocetina son glucosa, gentiobiosa y
neapolitanosa. A diferencia de la mayoria de los carotenoides, estos ésteres tienen la
particularidad de ser hidrosolubles y se les conoce también con el nombre de crocinas.
Este nombre proviene del di-(B-D-gentiobiosil) éster de crocetina, compuesto mayoritario
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I. INTRODUCCION

en el azafran al que se llamé crocina cuando fue estudiado por primera vez por Aschoff en
1818 (Carmona et al., 2006a).

Los responsables del sabor amargo y del aroma son productos que derivan de la
oxidacion de carotenoides, y son la picrocrocina y safranal respectivamente (Figura 9)
(Leung, 1980; Winterhalter y Straubinger, 2000; Fernandez, 2004; Hadizadeh et al., 2007).
Debido a la poca solubilidad en agua del safranal, en los extractos acuosos son los ésteres
de crocetina y la picrocrocina los compuestos mas destacables. Ademas, en los extractos
acuosos se encuentran flavonoides del grupo de los kaempferoles que son interesantes
por su posible contribucidn a las propiedades y atributos del azafran especia, a pesar de
encontrarse en el azafran en menores proporciones que el resto de los compuestos
mencionados (Carmona et al., 2006a).

E O-genciobiosil
N . . e e e e
O-genciobiosil
a-crocing
0 O
] a
“H “H
glucosil-O
Picrocrocina Safranal

Figura 9 Estructura molecular de los compuestos mds importantes del azafrdn (Fuente: Ferndndez, 2004).

El azafrdn ha sido ampliamente empleado en las antiguas civilizaciones mediterraneas
(Grecia, Egipto y Roma), y también en zonas del medio y lejano este. El uso principal que
se dio al azafran fue alimentario, como especia, para dar sabor, color y aroma a los
alimentos, como por ejemplo, salsas, requesén, pollo, carne, arroz, pasteles, mostaza,
chocolate, licores, etc... En menor grado, se empled como tinte y como ingrediente de
perfumes. Durante los ultimos afios, el uso del azafrdn como aditivo en la industria
alimentaria, se ha potenciado gracias al interés general hacia la utilizacion de aditivos
naturales (Kafi et al., 2006). Del mismo modo, se esta recuperando su uso como tinte en
productos artesanales a base de algoddn o madera (Libro Blanco del azafran en Europa,
2007). El azafran como aditivo alimentario estd extendido mundialmente y caracteriza, al
menos un plato, en casi todas las gastronomias tradicionales (Horne et al., 2005).

El azafrdn también ha formado parte de la medicina tradicional de muchas culturas.
Se ha usado desde tiempos remotos para tratar diferentes problemas de la salud: asma,
resfriados, desordenes cardiovasculares, problemas de higado y bazo, desarreglos
estomacales, diabetes, aligerar la menstruacion, espasmos musculares, como afrodisiaco,
para tratar el insomnio y calmar la ansiedad. Su uso externo ayuda a combatir problemas
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I. INTRODUCCION

dermatoldgicos (Leung, 1980; Rios et al., 1998; Pérez-Bueno, 1989; Winterhalter vy
Stranbinger, 2000; Fernandez, 2004; Kafi et al., 2006).

Entre los metabolitos secundarios presentes en azafran, los derivados de crocetina y
safranal, son los que principalmente se estan estudiando para evaluar su actividad
bioldgica. En los anos 50’s, Miwa (1954) estudid el efecto inhibitorio del azafran en el
nivel de la bilirrubina en sangre. Gainer y Jones (1975) observaron un efecto reductor de
la crocina y crocetina (principales carotenoides presentes en el azafran) en los niveles de
colesterol y triglicéridos en sangre. Se ha visto que actia como antioxidante, por reducir
la susceptibilidad de las lipoproteinas a la oxidacién en pacientes con enfermedades
arterio-coronarias (Verma y Bordia, 1998). Zhang et al. (1994) estudiaron la accién de los
extractos de azafran en tratamientos para desérdenes neurodegenerativos y apoyan su
uso en tratamientos para depresiones leves o moderadas (Zhang et al., 1994). Otro
estudio ha revelado la funcién protectora del azafran frente el dafio cromosdmico, su
actividad moduladora en la peroxidacién de los lipidos, como también, su potencial
antioxidante y detoxificante (Premkumar et al., 2003). Tiene efecto antiinflamatorio y
anticonceptivo y también antiepiléptico (Hosseinzadeh y Khosravan, 2002). Asimismo,
actua como regulador de la presidon sanguinea (Fatehi, 2003). Se han observado los
efectos positivos de extractos de azafrdn en el tratamiento de pacientes asmaticos
(Haggag et al., 2003). El té de azafran se esta empleando como terapia complementaria
en pacientes con psoriasis (Brown et al., 2004).

Al principio de los afios 90, un estudio reveld la accion inhibidora del crecimiento de
células cancerigenas in vivo e in vitro (Nair et al., 1991; Abdullaev et al., 1992). En los
ultimos anos, varios estudios han mostrado su potencial como agente anticancerigeno y
antitumoral (Escribano et al., 1999a, b, c y 2000; Garcia-Olmo et al., 1999; Fernandez et
al., 2000; Premkumar et al., 2001; Abdullaev, 2002, 2004; Riverén-Negrete et al., 2004;
Tarantilis y Polissiou, 2004; Trujillo-Jiménez et al., 2004). Los compuestos principales del
azafran que han sido estudiados por su actividad antitumoral son: crocina, safranal,
pirocrocina, crocetina y B-caroteno (Abdullaev et al., 2003).

A parte de estos usos médicos, se han propuesto numerosos usos alternativos (Kafi et
al. 2006; Libro Blanco del azafran en Europa, 2007). Por ejemplo, los restos de la flor que
guedan después de separar los estigmas pueden ser usados como fuente de sustancias
fendlicas (Hemmati y Rahimi, 1994, Kafi et al., 2006). Las hojas pueden ser una fuente de
alimentacion animal (Valizadeh et al., 1988, Kafi et al., 2006). Por ultimo, teniendo en
cuenta las propiedades antioxidantes y antibacterianas, la aplicacién de extractos de
azafran obtenidos a partir de estigmas secos, puede ser un componente de interés en
productos cosméticos, dermatoldgicos y protectores solares (Fekrat, 2004).

A pesar de que la importancia del género Crocus se debe principalmente a la especie
cultivada C. sativus, también hay que considerar su uso en jardineria. Dentro del género
Crocus existen aproximadamente unas 50 especies de interés en jardineria por el colorido
de sus flores, siendo algunos genotipos objetos Unicos de coleccionismo (Rashed-
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Mohassel, 2006; Petersen et al.,, 2008). En el afio 2011, la superficie de plantas
ornamentales cultivadas fue de 209.100 hectareas (ha). En Europa se cultivaba el 43% de
la superficie total y China es el segundo mayor productor (15%). Los Paises Bajos es el
mayor productor de flores y plantas ornamentales en Europa, con un 21,4% de la
superficie cultivada de Europa, seguido de Alemania (13,9%) y Espafia (12,3%)
(http://ec.europa.eu/eurostat, datos 2011). En el periodo 2014-2015, la superficie de

cultivo de bulbosas (Tulipa spp., Lilium spp., Narcisus spp., Gladiolus spp., Hyacinthus
spp., Iris spp. y Crocus spp.) en los Paises Bajos fue de 14.590,56 ha, de las cuales 407,6 ha
corresponden a Crocus spp. (http://www.bkd.eu/over-de-bkd). Las especies del género

Crocus de mayor importancia econdmica en jardineria son: C. vernus, C. biflorus, C.
chrysanthus, C. serotinus, C. speciosus, C. tommmasinianus y C. sieberi (Wiersema y Ledn,
2013).

Hay que destacar un creciente interés en algunas de estas especies ornamentales y
en otras especies silvestres debido a su posible uso como fuentes de colorantes y
compuestos con interés medicinal o nutracéutico, ya que las crocinas y otros compuestos
del azafran, también se encuentran en los estigmas, e incluso en los tépalos de un buen
numero de especies de este género (Rubio et al., 2013). Por otra parte, también hay que
considerar en estas especies, la presencia de compuestos con actividad insecticida
acumulados en las hojas, debida a la acumulacion de compuestos de la familia de los
flavonoides. Estos compuestos se han observado en las especies C. serotinus y C. vernus.
Los extractos de C. nevadensis no mostraron actividad insecticida (Santana et al., 2012).
Ademas, debido a su tolerancia a la sequia del verano y a las bajas temperaturas durante
el invierno, asi como a sus flores de variados colores, surge la posibilidad de utilizar
ciertas especies silvestres como plantas ornamentales en areas donde las condiciones
climaticas son desfavorables. Ademas, son una valiosa fuente de variabilidad genética en
futuros programas de mejora de C. sativus. (Molina, RV, comunicacion personal).

4 MORFOLOGIA Y CICLO BIOLOGICO DE LAS ESPECIES DEL GENERO CROCUS

Las especies del género Crocus son plantas herbaceas, perennes y gedfitas (Figura
10). Forman un tallo subterraneo llamado bulbo sélido o cormo, que cumple la funcién de
propagulo, ademas de ser un érgano de reserva (Figura 11 y Figura 12). Entre todas las
especies de este género, la mas conocida y estudiada es C. sativus, conocido como
azafran. Esta presenta mayor tamafio en todos sus érganos vegetativos y florales.

El cormo es un cuerpo sélido, generalmente subesférico, ovoide o piriforme, mds o
menos achatado y blanquecino. En el caso del azafran, el cormo se conoce vulgarmente
en La Mancha con el nombre de “cebolla” (Fernandez, 2004; Guillén, 2014).

Las yemas se distribuyen en forma de hélice alrededor del cormo, pudiendo ser
vegetativas o reproductivas. El nimero de yemas dependerd del tamano del cormo
(Figura 11). Las yemas florales se desarrollan en la parte superior del cormo. C. sativus
puede contener de 8 a 12 yemas, aunque sélo de 2 a 4 llegan a brotar y formar una o
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varias flores. Sélo aquellos cormos con un didmetro mayor de 25 mm forman yemas
florales (Navarro, 1998; Botella et al., 2002; Fernandez, 2004, Guillén, 2014).

Figura 10 Esquema de una planta del género Crocus (Adaptado de Bowles, 1952, extraido de Ruksans, 2010). Foto 1:
1. Tépalos internos, 2. Tépalos externos, 3. Filamentos del estambre, 4. Antera, 5. Estigma, 6. Estilo, 7. Garganta
floral, 8. Tubo peridntico, 9. Brdctea, 10. Bractéola, 11. Hojas, 12. Prdfilo o espata basal, 13, 14 y 15. Catdfilos, 16.
Ovario, 17. Escapo, 18. Base de las hojas, 19. Cormo hijo, 20. Tunica, 21. Cormo madre, 22. Tunicas de la base, 23.

Raices.

Yema apical

Yemas laterales

Figura 11 (1) Cormo de azafrdn con tunicas protectoras; (2) Cormo de azafrdn sin tunicas pudiéndose observar la

yema apical y las yemas laterales.

En el género Crocus, el cormo se halla recubierto por tunicas formadas por fibras o
capas papiraceas. Las capas estan lignificadas y son de color ocre a casi negras (Figura 12).
Las tunicas protegen al cormo de dafios mecanicos, de enfermedades y limitan la pérdida
de agua (Botella et al., 2002). En el género Crocus, la diversidad de la forma de las tunicas
es muy elevada, y en algunos taxones presenta una morfologia muy caracteristica. La
capa mas externa de las tunicas es la que se utiliza para la caracterizacién. Las tunicas
pueden presentar estructuras papirdceas o fibrosas. Estas fibras son asperas, de diferente
grosor, y se disponen paralelamente o formando una red. Las tuUnicas papirdaceas pueden
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dividirse en la base o formar anillos concéntricos, o incluso presentar fibras paralelas en la
base. Las tunicas fibrosas pueden mostrar diferentes grosores y niveles de
entrecruzamiento (Mathew, 1982) (Figura 12).

Figura 12 Ejemplos de variabilidad en la tunica de los cormos de Crocus ssp.

Los cormos producen dos tipos de raices estructural y funcionalmente diferentes. Las
raices fibrosas, que emergen de la base del cormo madre, son rectas y delgadas, de un
milimetro de espesor, y su funcion es absorber nutrientes (Figura 13.1). En la base de los
cormos hijos se forman las raices contractiles, que tienen la apariencia de un oérgano
tuberoso, y son mas gruesas que las anteriores (Figura 13.2) (Botella et al., 2002;
Fernandez, 2004; Khalesi et al., 2004a). Tirando y empujando, éstas ultimas, permiten
gue los cormos se muevan en el suelo y se ubiquen a profundidad y posicidon dptimas para
su futuro desarrollo (Gola et al., 1965; Khalesi et al., 2004a y b). Algunas especies forman
estructuras estoloniferas que dan lugar a nuevos cormos (Mathew, 1982) (Figura 13.3).
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Figura 13 (1) Raices de cormos de azafran. (2) Cormos de azafrdn con raiz contrdctil. (3) Estructuras estoloniferas

Las hojas son lineales, estrechas y de color verde oscuro. La base aparece expandida
formando las envueltas superiores del cormo (Figura 14). Las hojas tienen una
prominente quilla central en el envés, que corresponde en el haz con un franja central
blanquecina (Botella et al.,, 2002). Esta linea blanquecina esta formada por células
parenquimaticas de la quilla que carecen de cloroplastos (Figura 14.3). Lopez et al. (2000)
describen que estas células llegan a romperse y forman grandes espacios acuiferos. En
azafran, la anchura de las hojas suele ser de 2 a 3 mm, y su longitud sobrepasa la de las
flores y puede llegar a alcanzar alrededor de 50 cm (Pérez-Bueno, 1989; Negbi, 1990;
Hagiladi et al., 1992; Navarro, 1998; Fernandez, 2004.). En cambio, en las especies
silvestres la anchura y longitud suele ser menor, si bien, la disposicion de los haces
vasculares es similar para la mayoria de las especies estudiadas (Mathew, 1982; Guillén,
2014).
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Figura 14 Hojas de C. vernus, delgadas, lineares de color verde oscuro, se observa la franja blanca central.

La hoja del género Crocus presenta una seccidn Unica y distintiva, formada por una
quilla central y dos brazos laterales, cuyos mdargenes generalmente se curvan hacia la
misma (Figura 15). La Unica excepcion es C. carpetanus. En cuanto a la forma de la quilla y
de los brazos, la posicion y la longitud relativa de los mismos, existe una elevada
variabilidad que se estima de gran utilidad para su taxonomia (Rudall y Mathew, 1990).

<~

Figura 15 Secciones de la hoja de diferentes especies de Crocus spp. (Mathew, 1982).

Un cormo, dependiendo de su tamano, puede tener de dos a tres brotes florales. Las
flores alcanzan una altura maxima de 10-12 cm, y suelen presentarse en nimero de 1 a 3
flores por brote (Figura 16). En este género, la flor presenta seis tépalos. Estos tépalos
presentan venacion que puede mostrar colores que contrastan con el fondo del tépalo en
mayor o menor intensidad. Las flores del género Crocus muestran una elevada
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variabilidad en el color de los tépalos desde blanco, amarillo, marrén palido, purpura o
lila, malva o azul. La presencia de venacion en los tépalos externos, las manchas y las

coloraciones degradadas de los colores son también muy variables dentro del género
(Figura 17).

Figura 16 (1) Cormos de azafrdn con brotes florales (Fuente: www.srgc.org.uk, 2010). (2). Flor de C. carpetanus con

brdctea visible. 3. Flor de C. cambessedesii, se observa estambres, estilos y garganta floral.

El color de las flores es debido a pigmentos bioldgicos que incluyen gran variedad de
moléculas como carotenoides y flavonoides (Ngrbaek et al., 2002). Este rasgo es muy
caracteristico para algunas especies, y junto con su época de floracion es un rasgo muy
utilizado en la identificacion cuando se colectan en su medio natural (Mathew, 1982).

Las flores, al igual que las hojas, emergen por el interior de unos tubos formados por
las bracteas de recubrimiento y proteccion de las yemas (Pérez-Bueno, 1989; Navarro,
1998). La membrana mas externa que se encuentra justo debajo de los catafilos se llama
espata basal. Las siguientes capas interiores se llaman bracteas y bractéolas. Esta tltima
es mas interna y mds pequefia que la anterior (Figura 10 y Figura 16 ) (Mathew, 1982).
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Figura 17 Variabilidad presente en la coloracién de los tépalos de Crocus ssp. 1. Tépalos de coloracion uniforme. 2.
Coloracién degradada. 3. Venacion continua y uniforme. 4. Venacion discontinua. 5. Venacion plumosa con mancha

en la base.6. Venacién plumosa con mancha uniforme. 7. Moteado. 6. Manchas en la base de los tépalos internos.
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Figura 18 Flores de azafran. Se distingue el estilo ramificado en tres ramas de color rojizo sobre los tépalos y las hojas

estrechas y lineares.

El estilo es largo, y en su extremo final se presenta ramificado en tres o multiples
ramas de color blanco, amarillo rojizo o anaranjado, que constituyen la preciada especia
en el caso de C. sativus (Figura 18). Los extremos ensanchados del estilo ramificado, los
estigmas, son acanalados y presentan forma de maza o pequeiia trompa. En la especie C.
sativus, los estigmas cominmente se conocen como “clavos del azafran”. Al conjunto de
la flor se la denomina “rosa del azafran” (Pérez-Bueno, 1989; Negbi, 1990; Hagiladi et al.,
1992; Navarro, 1998). La variabilidad de la morfologia del estilo es muy elevada
observandose diferentes grados de ramificacion: tres, seis 0 mas de seis ramas. A la vez
cada maza del estigma puede presentarse mas o menos dividido (Figura 19, 20 y 21)
(Mathew, 1982).

Figura 19 Variabilidad de la ramificacién del estilo (Mathew, 1982).
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Figura 20 Variabilidad en el grado de ramificacion del estilo. 1. Tres ramificaciones con mazas a su vez dividias. 2.

Tres ramificaciones con mazas no divididas. 3. Muchas ramificaciones. 4. Cuatro ramificaciones de diferente longitud.

El ovario de la flor es subterraneo, y el fruto de las especies de Crocus es una capsula
que contiene numerosas semillas de color marrén o rojizo (Figura 21.2). La especie
comercial, C. sativus, es una especie triploide (3n=24) estéril (Chichiricco, 1984; De
Mastro y Ruta, 1993; Fernandez y Abdullaev, 2004). Es frecuente que las especies del
género Crocus sean autoincompatibles (Chichiricco, 1996).

Figura 21 (1). Estilos y estambres de Crocus spp.(2). Flores de C. vernus. Se puede observar la posicion del ovario (ov) y

el lugar de la insercion con el cormo (cor).
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Dentro del género Crocus hay especies de floracidn otofial, desde octubre a
diciembre, o primaveral, desde febrero hasta junio. La emergencia foliar puede ocurrir
durante la floracion, o brevemente después, o incluso semanas mas tarde, dependiendo
de la especie. Esta salida de la hoja con posterioridad a la floracién se denomina
histerantia (Navarro, 1998; Hagiladi et al., 1992).

El fruto de estas especies emerge de la superficie del sustrato, sobre un elongado
pedicelo, para terminar su maduracién. El ovario fecundado forma una cdpsula con tres
l6culos que contienen numerosas semillas (Figura 22). Una vez maduran estas cdpsulas,
las semillas se caen al sustrato y se dispersan, generalmente por hormigas. Las capsulas
de las especies de floracion primaveral y otofial alcanzan la madurez al mismo tiempo, al
final de la primavera (Mathew, 1982). Estas semillas presentan en su superficie dos
estructuras que caracterizan su forma. La caruncula es una estructura carnosa que forma
parte de la insercion de las semillas en el ovario, cargada de sustancias lipidicas que
atraen a hormigas que favorecen su dispersion (mirmecocoria). Asimismo algunas
especies presentan rafe, que es un reborde o cresta que resulta de la soldadura del
funiculo con el tegumento cuando estos son anatropos (Font-quer, 1953).

La forma y el tamafio de la cdpsula y de las semillas podrian ser muy utiles para la
taxonomia del género, pero no hay conocimientos detallados sobre su morfologia y
anatomia. Los caracteres morfoldgicos de mayor interés en taxonomia, el tamaiio y la
forma de la semilla, la arquitectura de su superficie y el grado de desarrollo de accesorios
(la cardncula y el rafe), muestran una elevada diversidad (Figura 22, 23 y 24) (Mathew,
1982).

I

Figura 23 Semilla de C. ancyrensis. Se observa el rafe (r), y la cariuncula (c).

24



I. INTRODUCCION

Figura 24 Variabilidad observada en la morfologia de la semilla en especies del género Crocus. 1. Globosa (C. flavus).

2. Subglobosa (C. ancyrensis).3. Elipsoide (C. serotinus). 4. Superficie rugosa (C. fleischeri).

El ciclo vital del cormo (Figura 25) es anual, siendo absorbido y reemplazado por
nuevos cormos hijos, que comienzan a desarrollarse después de la floracion y completan
su ciclo antes del verano, (Fernandez, 2004). Este cormo hijo se forma en la base de las
yemas. En azafran, la actividad fotosintética que realizan las hojas durante el invierno y
los primeros meses de la primavera, es la principal fuente de fotoasimilados empleada
para la formaciéon de estos cormos de reemplazo (Figura 26).
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Figura 25 Ciclo biolégico del azafrdn. Se refleja el desarrollo de la planta y de las yemas florales (Fuente: Kafi, 2006)

En otras especies, la contribucién relativa del cormo madre y de la actividad
fotosintética a la formacién del cormo hijo, no ha sido analizada. Unicamente, en la
especie C. vernus se ha cuantificado que el cormo madre aporta cerca de un 20% de la
materia necesaria para la formacion de los cormos hijos (Lundmark et al., 2009). En todo
el género, antes del verano (de abril a mayo), las hojas se secan y los cormos permanecen
en un aparente estado de latencia. A partir de este momento, sucede la formacién de las
yemas florales. En azafran, se sabe que los cormos hijos formados en la base de brotes
vegetativos que no han dado lugar a flores, formaran flores Unicamente en las yemas
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apicales y dominantes. En cambio, en los cormos hijos desarrollados en la base de brotes
florales, se habran desarrollado 2 6 3 yemas principales préximas a la yema que habia
dado flor y en las que puede tener lugar la induccién floral (Molina et al., 2004c). En otras
especies, este aspecto no ha sido estudiado.

(1 Cormo madre (U2 Cormo madre C3 (4 Cormo madre

A )N S
- /

v / - : e -T: :'.:';:"; :‘I
Julio Septiembre Enero Mayo

Figura 26 Estadios de desarrollo del cormo de azafran: C1: Yemas latentes en la superficie del cormo madre. C2:
desarrollo de la yema principal. C3: Cormo hijo en desarrollo, sujeto a la superficie del cormo madre. C4: Cormo hijo

desarrollado, comienzo del periodo de latencia. (Fuente: Ferndndez, 2004).

5 LAS ESPECIES ESPANOLAS DEL GENERO CROCUS

Como se menciond anteriormente, en Espafia se han identificado 7 especies silvestres
del género Crocus. En la bibliografia existente, hasta la fecha (Mathew, 1982; Ruksans,
2010; Guillén, 2014) se ha descrito, para las distintas especies, las caracteristicas
morfoldgicas, fenoldgicas y de situacién geografica que damos a continuacion, si bien no
hay estudios en profundidad sobre la variabilidad inter e intraespecifica.

Crocus nevadensis Amo y Campo

Esta especie debe su nombre a Sierra Nevada (Granada) en el sudeste de Espaifia,
donde se encuentra abundantemente. Se distribuye ampliamente en la Peninsula Ibérica
y en el noroeste de Africa (Ferndndez Liencres y Ferndndez Lépez, 1996; Lorda Lépez,
2001; Martinez Labarga y Nogales Ruiz, 2011). En Espaiia se localiza en la mitad este del
pais, dénde crece en prados y pastizales ubicados en altitudes entre los 500 y 2.300
msnm. Segun la descripcion que se da de esta especie en Flora Ibérica (Guillén, 2014) la
planta desarrolla entre 3 y 5 hojas, en ocasiones hasta 7, coetaneas con la flor. Florece
entre febrero y abril, y el color de fondo de la flor varia del blanco al lila palido, o bien
puede ser malva violeta con venas oscuras. El estilo es aproximadamente igual o
ligeramente mads corto que los estambres, siempre de color blanquecino (Figura 27). La
garganta floral es blancuzca o de un amarillo palido y pubescente. La bractéola
membranosa, blanca y a menudo subigual o mucho menor que la bractea. El cormo tiene
un didmetro de 1-1,5 centimetros y presenta forma ovoide, algo aplanada en la base. La
capsula es obovoidea y angulosa, y sus semillas trigonas de un pardo negruzco. En algunas
sierras andaluzas se encuentran ejemplares de mayor tamaio, con tlinicas muy densas.
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Una especie cercana, con el que comparte, en general, la misma estructura morfoldgica
es C. carpetanus (Mathew, 1982; Guillén, 2014).

Figura 27 Las flores de las especies C. nevadensis (1), C. carpetanus (2) y C. vernus (3)

Crocus carpetanus Boiss. y Reut.

Esta especie se ha descrito Unicamente en la Peninsula Ibérica, en el oeste, noroeste y
centro de la misma. En Espafia es comun en la sierra de Guadarrama, pero también se
puede encontrar en el oeste y suroeste de la provincia de Madrid, y en el noroeste de
Espafia, mds concretamente en Zamora o Lugo (Cebolla-Lozano y Rivas-Ponce, 1994;
Garcia Rio, 2006; Martin Blanco y Carrasco, 2005). Se localiza en suelos bastante
profundos y no muy secos de prados y pastos de montafia, a altitudes muy variables (300-
1900 msnm.). Se ha descrito que esta especie forma entre 2 y 4 hojas coetaneas con la
floracién. Un rasgo caracteristico de C. carpetanus es la forma semicilindrica de la seccién
de la hoja. La floracidon se ha observado entre marzo y mayo. El color de la flor varia
considerablemente de un azul palido lila a casi blanco (Figura 27 ). La garganta floral es
blanca o ligeramente amarillenta y glabra. El estilo es mas corto o brevemente mas largo
gue los estambres, y toma color blanco o amarillo palido. La bractea y bractéola son casi
iguales en longitud, membranosas y blancas. El cormo tiene un didmetro de 1 a 1,5
centimetros y presenta una forma desde ovoide a subesférica. Las tunicas externas son
fibrosas, con fibras finamente reticuladas y en ocasiones extendida en un cuello
diferenciado. La cdpsula tiene forma fusiforme y contiene semillas subglobosas de un
pardo palido a rojizo (Mathew, 1982; Guillén, 2014).

Crocus vernus (L.) Hill.

C. vernus se distribuye ampliamente en toda Europa desde el norte de Espafia,
pasando por los Alpes hasta Ucrania (Mathew, 1982; Vigo Bonada, 1983; Carreras i
Raurell et al.,, 1993). Esta especie florece de marzo a junio (Figura 27). El estilo, en
general, toma un color amarillo intenso o anaranjado-rojizo, raramente blanquecino.
Desarrollan de dos a cuatro hojas, que aparecen parcialmente durante la antesis. Estas
hojas aparecen envueltas en la bractea membranosa y blanca, aunque a veces se
presenta con venas verdes o purpureas. La bractéola esta siempre ausente. Se ha descrito
gue las tunicas externas estdn formadas por fibras finas, paralelas o reticuladas. El cormo
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toma formas variadas, desde subesférico a ovoide. Las cdpsulas son elipsoidales y
contienen semillas globosas, rojizas o pardas. Morfolégicamente y citolégicamente
muestra una amplia variacion. Esta especie comprende dos subespecies: C. vernus subsp.
vernus de flor pequefia y estilo generalmente mas corto que los estambres, y C. vernus
subsp. neapolitanus de flor grande, tépalos purpureos o de color lila, a veces con venas
oscuras, y cuyo estilo siempre sobrepasa o iguala los estambres. En los Pirineos sdlo las
poblaciones pertenecientes a C. vernus subsp. vernus crecen. Sélo se ha descrito una
poblacion en Ledn de la subespecie neapolitanus (Mathew, 1982; Guillén, 2014).

Crocus serotinus Salisb.

Esta especie fue descrita por primera vez por Salisbury en 1806. Se distribuye
ampliamente por la Peninsula Ibérica y en el noroeste de Africa, principalmente en
Marruecos (Valdés et al. 1987; Cebolla-Lozano y Rivas-Ponce, 1994; Aafi et al., 2005;
Laliga, 2007). En Espafia crece en pastos ralos y prados de montafia, en substratos basicos
o acidos, de ordinario en ambientes no demasiado secos, en altitudes desde los 0 a 1900
msnm. Se puede encontrar de norte a sur en numerosas regiones, entre ellas se sefialan
Leén, Cuenca, Valencia, Jaén, Huelva y Cadiz. Presenta de 4 a 7 hojas coetdneas o
desarrollandose inmediatamente tras la antesis. Se ha descrito que el periodo de
floracién comienza en septiembre y dura hasta diciembre. Las flores exhiben un color que
varia de lila suave o lavanda, a un profundo color purpura. En ocasiones exhiben venacion
de color mas oscuro (Figura 28). La garganta es de ordinario pubescente, de color blanco,
lila o de un amarillo claro. El estilo es de igual o menor tamafio que los estambres, de
color amarillo o rojo-anaranjado. La bractea es membranosa, blanca, aunque a veces
verde hacia al apice, mientras que la bractéola esta ausente. El diametro del cormo
observado es de 0,8 a 1,5 centimetros, tomando forma subesférica. Las tUnicas externas
contienen fibras paralelas. Se han observado cépsulas de forma elipsoide, con semillas
ovoides y pardas (Mathew, 1982; Guillén, 2014).

Crocus clusii J. Gay.

Esta especie se puede encontrar en la mitad oeste de la Peninsula Ibérica,
concretamente en las regiones del sur Cadiz y Huelva (Gil, 1985; Valdés et al., 1987). Se
localiza sobre pastizales secos y claros de pinar, de ordinario en substratos arenosos cerca
del litoral (0-120 msnm). Desarrolla de 3 a 7 hojas de forma coetdnea o inmediatamente
tras la antesis (Figura 28). El periodo de floracidon es de septiembre a noviembre. Las
flores son de color lila. La garganta floral es de ordinario pubescente y de color lila, blanco
o amarillo claro. El estilo normalmente es de mayor longitud que los estambres y
anaranjado. La bractea es membranosa y blanca, aunque a veces es verde hacia el apice.
La bractéola estd ausente. El diametro del cormo observado es de 1,4 a 3 cm, siendo
subesférico y raramente estolonifero. La tunica mas externa estd formada por gruesas
fibras reticuladas. La cdpsula se ha descrito como elipsoide y las semillas como ovoides y
pardo rojizas (Mathew, 1982; Guillén, 2014).
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Figura 28 . Flores de C. serotinus (1) y C. clusii (2).

Crocus nudiflorus Sm.

Esta especie del género Crocus se describid por primera vez en el siglo XVII por John
Parkinson como una planta pirenaica. Esta planta se encuentra en el suroeste de Francia,
el norte de Espafia y también en Inglaterra (Mathew, 1982). En Espafia, esta planta se
encuentra en los Pirineos (Benito-Alonso, 2008) y en la Cordillera Cantabrica (Sanchez et
Valdeolivas, 1995), en pastos, prados y claros de matorral, en substratos diversos, en
zonas de baja altitud e incluso a 2000 msnm. Sus propiedades quimicas han sido
estudiadas y comparadas con las de la especie cultivada de C. sativus. Nelson (1950)
observd que son muy similares y que por lo tanto, podria ser un posible sustituto en
aquellos paises donde C. sativus no se puede cultivar. Desarrolla de 3 a 4 hojas en la
primavera, siendo ausentes durante la floracion (histerantia). El periodo de floracion se
ha descrito desde septiembre a octubre. El color de sus flores es normalmente morado
oscuro, pero se pueden encontrar formas de color lila-morado palido (Figura 29). La
garganta floral es glabra o finamente papilosa-pubescente, blanca o de color lila. El estilo
es igual o mas largo que los estambres, de color anaranjado. La bractea es membranosa,
blanca o tefiida de verde. La bractéola esta ausente. El didmetro del cormo observado es
de 8 a 15 milimetros, tomando forma subesférica o piriforme. De ordinario, forma cormos
estoloniferos. Las tunicas presentan fibras paralelas fuertes. Se ha descrito que las
capsulas son estrechamente elipsoidales, y contienen semillas pardas elipsoides
(Mathew, 1982; Guillén, 2014).

Crocus cambessedesii J. Gay

Su existencia fue publicada por primera vez en 1927 por Jacques Cambessedes. Esta
especie se localiza Unicamente en Mallorca y Menorca (Alomar et al., 1982; Castro y
Rosselld, 2006). Se puede encontrar en zonas cercanas a la costa, como también en areas
montafiosas de hasta 600 msnm. Desarrolla de 3 a 5 hojas coetaneas con la floracién. Las
hojas aparecen envueltas con la bractea y bractéola que son aproximadamente del
mismo tamafo, asi como membranosas y blancas. El periodo de floracion de C
cambessedesii se ha observado desde septiembre hasta febrero, habiéndose descrito
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diciembre como el mes de maxima floracién. Un rasgo distintivo de esta especie son sus
pequeiias flores, muy diferentes del resto de especies espafiolas de este género. Estas
muestran tépalos oblanceolados u obtusos de un color variable desde blanco a lila palido,
a color lavanda-azul oscuro. (Figura 29). La garganta floral es glabra y blanca. El estilo de
ordinario es mas corto que los estambre y profundamente dividido en tres ramas
anaranjadas o rojas. La capsula es fusiforme y las semillas son piriformes y amarillentas. El
diametro del cormo es de 10-15 milimetros, de subesférico a piriforme. Las tunicas
externas son papiraceas que se divide en muchas fibras paralelas verticales en la base
(Mathew, 1982, Guillén, 2014).

Figura 29 Las flores de las especies C. nudiflorus (1) y C. cambessedesii (2)

6 CONSERVACION DE LA DIVERSIDAD DEL GENERO CROCUS

Hay un creciente interés en la preservacion de la biodiversidad, centrada en la
reduccion de esta pérdida, especialmente en el caso de plantas de uso alimentario,
medicinal u ornamental, debido a su importancia socioecondmica. La solucién radica en la
conservacién de los recursos fitogenéticos, asegurando una diversidad representativa
para su uso en los futuros programas de mejora.

El cultivo del azafran padece un importante problema de erosiéon genética debido a la
reduccion de la superficie de cultivo dedicada a su produccion. A esto hay que anadir la
estrecha variabilidad genética asumida en la especie, ya que C. sativus es un hibrido
estéril que no pueden producir semillas y que presenta propagacion exclusivamente
vegetativa. Asi, en el primer congreso mundial sobre azafran organizado por la
International Society for Horticultural Science (ISHS) en Albacete (Octubre, 2003), se pone
de manifiesto una situaciéon que hace necesaria la aplicacion urgente de medidas para
proteger lo que aun quede de su biodiversidad. Ademas, dada la importancia de las
restantes especies del género Crocus, tanto por su interés en jardineria, como por sus
metabolitos secundarios, o como fuentes de variabilidad para la mejora de las especies
cultivadas de mayor importancia socioeconémica, se vio de interés preservar la
variabilidad existente en las mismas. Las primeras acciones para la conservaciéon de la
diversidad genética del azafran y otros Crocus en Espafia se inician en el afio 2005, con la
aprobacion y puesta en marcha de un proyecto coordinado por el Centro de Investigacion
Agroforestal de Albaladejito (Junta de Comunidades de Castilla — La Mancha), en el que se
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integran también los equipos del Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de Desarrollo
Regional (Universidad de Castilla — La Mancha) y del Departamento de Produccion
Vegetal de la Universidad Politécnica de Valencia (proyecto INIA RF2004-00032-C03).
Estas acciones se han continuado con sucesivos proyectos INIA (RF2008-00012-C03;
RF2011-00005-C03) que han permitido crear e iniciar el estudio de una amplia coleccién
de recursos genéticos espafioles del género Crocus que se conserva en el Banco de
Germoplasma Vegetal del CIAF de Albaladejito. Paralelamente y entre los afnos 2007 y
2011 se desarroll6é una accién internacional coordinada desde la Universidad de Castilla —
La Mancha y cofinanciada por la Direccion General de Agricultura de la Comisién Europea
(programa Agri Gen Res), que ha permitido crear una coleccion de germoplasma de
azafran y otras especies de Crocus de ambito mundial, que también se conserva y
gestiona en el BGV del CIAF de Albaladejito (www.crocusbank.org).

En el BGV del CIAF de Albaladejito se preservan actualmente 241 entradas de azafran
(C. sativus), la mayor parte de distintas zonas productoras espafiolas, pero también de
procedentes de otros paises donde se cultiva esta especie (Argentina, Nueva Zelanda,
India, Marruecos, Iran, Afganistan, Francia, Grecia, Turquia, Hungria, Italia, Inglaterra y
Azerbaiyan). También se conservan 355 entradas de mas de 60 especies de Crocus
(incluyendo todas las espafolas), bien recogidas en sus hdbitats naturales o bien
adquiridas en viveros especializados. Las entradas de azafran se conservan
exclusivamente en forma vegetativa siguiendo un disefio que colecciones que hace
compatible la conservacion y la utilizaciéon de estos materiales. En el caso de otras
especies de Crocus, ademas de las colecciones vegetativas también se ha generado una
amplia coleccién de semillas.

Figura 30 Colecciones de Crocus del Banco Germoplasma Vegetal del CIAF de Albaladejito. Coleccion vegetativa de

reserva (A) y Coleccion vegetativa de intercambio (B).

Esta coleccidn esta permitiendo estudiar las posibles diferencias entre materiales de
distinta procedencia geogréafica o cultivares comerciales y también seleccionar los
mejores ejemplares de poblaciones naturales o cultivadas (Fernandez et al., 2009). Por
otro lado, esta coleccion es una fuente de variabilidad genética que ayudara en futuros
trabajos de mejora para especies de uso en jardineria, de utilidad por su contenido en
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metabolitos secundarios de diverso uso (colorantes, conservantes, uso medicinal,
nutraceutico o biocida) o para la mejora del cultivo del azafran. En este uUltimo aspecto
tiene especial interés destacar las siguientes lineas de actuacion:

e La seleccion de genotipos con diferentes periodos de floracién, para extender el
periodo de uso de instalaciones para produccion a nivel industrial

e El desarrollo de variedades con histerantia (retraso de la salida de las hojas
respecto la floracidn) para facilitar la recoleccion mecanizada de las flores (Valero et al.,
2004a).

e La obtencién de cultivares resistentes a Fusarium que disminuyeran las pérdidas
por este patégeno a la vez que permiten una densidad de plantacién elevada, requerida
en el cultivo bajo condiciones controladas.

7 ESTUDIOS DE VARIABILIDAD EN EL GENERO CROCUS
7.1 CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y AGRONOMICA

La gran mayoria de estudios de variabilidad para caracteres de interés agrondmico en
este género se han centrado en aquellos relacionados con la produccién de azafran por
cormo. Para este tipo de caracteres, en diversos trabajos realizados en India (Munshi,
1992; Nevhi et al., 2007), Iran (Ehsanzadeh et al., 2004; Soheilivand et al., 2007; Baghalian
et al., 2010) o Libano (Yau et al., 2006), se ha encontrado variabilidad de interés entre
entradas, asi como una elevada heredabilidad en sentido amplio (Munshi, 1992; Nevhi et
al., 2007). Asimismo, se ha tenido éxito en un trabajo de seleccion clonal llevado a cabo
con materiales de Iran (Agayev et al., 2009). No obstante, la falta de seguimiento del
tamafio de los cormos a lo largo de esta seleccidn no garantizé el que las diferencias entre
clones fueran siempre diferencias genéticas. No obstante, hay que seifalar que estos
estudios estan restringidos a un marco muy local y la mayoria se han desarrollado con
materiales de Iran. En un estudio preliminar de evaluacién, a partir de 62 entradas del
BGV del CIAF de Albaladejito procedentes de muy distinto origen (Azerbaiyan, Espafia,
Francia, India, Iran, Italia, Marruecos, Nueva Zelanda y Turquia), también se encontré
variacion entre entradas para el peso de azafran por flor y a la que se debia el 54% de la
variacion observada (Pastor-Férriz, 2011). En este trabajo hay que destacar también una
importante variacidon entre entradas para el caracter precocidad de la floracién (39%). La
produccién de cormos es un caracter para el que también se ha encontrado variabilidad
de interés en distintos trabajos (Munshi, 1992; Ehsanzadeh et al., 2004). Asimismo, se ha
observado variacidn entre entradas de azafran de muy diverso origen para caracteres
relacionados con la produccién de cormos, como n2 de hojas o de brotes por gramo de
cormo inicial (Pastor-Férriz, 2011).

En relacion al resto de especies del género, hay que sefialar que se han realizado
diversos estudios de variabilidad morfoldgica y anatémica en los ultimos diez afios, pero
todos de ellos sobre especies localizadas en el este de Europa, concretamente en Turquia
(Ozdemir, 2004; Satil y Selvi, 2007; Ozdemir y Kiling, 2008; Kandemir, 2010; Selvi y Satil,
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2013). Turquia es un pais especialmente rico en especies del género Crocus, habiendo
sido identificadas un total de 73 especies (Mathew, 1984; Erol et al., 2010; Candan, 2015).
En estos trabajos se describen caracteres cuantitativos y morfoldgicos de diversos
organos de la planta (hojas, tallo, raiz, tunicas, flores,..etc.), asi como cortes histoldgicos
de hoja, tallo y raices (Satil y Selvi, 2007; Kandemir, 2010; Selvi y Satil, 2013).

En estos estudios sobre distintas especies y subespecies del género Crocus en
Turquia, (C. danfordiae, C. fleischeri, C speciosus C. ancyrensis, C. baytopiorum, C. biflorus
subsp., C. cancellatus subsp., C. olivieri, C. pallasii, y C. chrysanthus), se concluye que los
caracteres morfoldgicos con mayor valor taxondmico son: la morfologia de la tlnica del
cormo, la estructura del estilo, el color y tamafio de los tépalos y de la antera, el numero
de estigmas de los estilos, presencia o ausencia de pelos en la garganta floral, la presencia
0 ausencia de espata basal, niUmero de hojas, momento de salida de la hoja respecto de la
floracion (sinantia o histerantia) y periodo floral (Ozdemir, 2004; Ozdemir y Kiling, 2008;
Kandemir, 2010; Selvi y Satil, 2013).

Si bien el tipo de tlnica parece un caracter muy constante dentro de especie, en
ninguno de los estudios revisados aparece este caracter como el Unico utilizado para
diferenciar entre especies. Siempre es necesario utilizar otros adicionales, como la
estructura del estilo, la anatomia de la hoja y el color de los tépalos (Ozdemir y Kiling,
2008). Esto mismo sucede con la estructura del estilo y el color de los tépalos.

En relacion al desarrollo de las tlnicas hay que considerar que se ha observado
variabilidad debida a factores ambientales. Las especies de regiones mas secas, como C.
cancellatus tiende a desarrollar tunicas con mayor nimero de capas, y son mas
persistentes, mientras que aquellos cormos que viven en habitats mas humedos
presentan tunicas mds de menor espesor (Mathew, 1982).

En relacién a la anatomia de las hojas, los estudios realizados por Erol y Kucuker
(2007) y Kandemir (2010), con algunas de estas especies que se desarrollan en Turquia (C.
fleischeri, C. gargaricus, C. wattiorum, C. antalyensis y C. olivieri), muestran que la forma
de la quilla, la posicién y longitud de los brazos de las hojas, asi como la forma del
parénquima en empalizada y el numero de surcos de la quilla, son caracteristicas
diferenciadoras de estas especies. A nivel microscdpico, no se encontrd variabilidad en la
disposicion de las células epidérmicas y de los estomas del envés. En el haz también se
observaron pequefias diferencias (Figura 31, Erol y Kuguker, 2007). Un analisis numérico
realizado sobre las variaciones anatémicas encontradas en la hoja de las especies de C.
fleischeri, C. danfordiae, C. chrysanthus, revelé que esta variabilidad era de naturaleza
interespecifica, y era debida, fundamentalmente, a la altura de las células de empalizada
y la anchura de las células del parénquima esponjoso (Ozdemir et al. 2010).
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The large vascular bundle

The small vascular bundle

The smallest vascular bundle

Figura 31 Diagrama de la seccién de la hoja tipica del género Crocus. Tipos de vasos vasculares (Erol y Kuguker, 2007).

Se ha observado la influencia de los factores ambientales en la variabilidad de algunos
de los caracteres relacionados con la anatomia de la hoja. Cuando la planta se desarrolla a
mayor altitud, se incrementa la longitud y anchura del parénquima en empalizada y el
espesor de la cuticula. Sin embargo, las dimensiones del parénquima esponjoso
disminuian. Asimismo, se dan adaptaciones xeromorfolégicas, que dan lugar a estomas
mas hundidos en la epidermis y a una estructura de la quilla triangular, con menos
superficie (Kandemir, 2011).

También para las especies espafiolas del género, se estudié la variabilidad para la
forma de la seccidon anatdmica de la hoja y se observd diversidad interespecifica en la
misma (Maw, 1886; Barra, 1982). En estos estudios, se aprecia la falta de las especies C.
cambessedesii y C. clusii (incluida, anteriormente, como subespecie dentro C. serotinus)
hasta el reciente trabajo de clasificacion publicado en Flora Ibérica (Guillén, 2014). En las
Figura 32 y 33 se observa la seccién anatdmica descrita por los autores para las diferentes
especies espafiolas
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Figura 32 Seccion anatomica de la hoja de 1. C. vernus, 2. C. serotinus, 3. C. nudiflorus y 4. C. carpetanus (Adaptada

de Barra, 1982)

Figura 33 Seccion anatémica de la hoja de 1. C. nevadensis, 2. C. carpetanus y 3. C. sativus (Adaptada de G. Maw,

1886)
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Un analisis sobre la variabilidad intraespecifica en tamafio de las células epidérmicas y
de los estomas de las hojas, reveld variabilidad en cuanto al tamafio de los estomas en
diferentes poblaciones de C. vernus que presentaban diferente grado de poliploidia
(Corneanu et al., 2003).

Como hemos sefialado con anterioridad, se ha descrito una elevada variabilidad
interespecifica en el color de los tépalos o la estructura del estilo, siendo este ultimo un
caracter constante dentro de especie. En la Figura 34, se observan distintos tipos de
estilos de Crocus spp. que crecen en Balikesir (Turquia) que han sido descritos por Selvi y
Satil (2013). No obstante, existen escasos estudios sobre variaciones intraespecificas e
intrapoblacionales. Si bien se han descrito, en trabajos antiguos, desarrollos anormales o
flores albinas (Artyushenko y Kharkevich ,1956; Komendar y Neimet, 1980; citados por
Mihaly, 1997), no podemos hablar de que se describa una variacidon genética importante
dentro de estas poblaciones para la morfologia floral. Se ha descrito, sin embargo, la
existencia de variabilidad en caracteres cuantitativos de flor (longitud de anteras y estilos)
entre poblaciones ubicadas a diferente altitud (Mihaly, 1997).
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Figura 34 Tipos de estilos de Crocus spp. que crecen en Balikesir (Turquia). 1. Crocus gargaricus, 2. C. chrysanthus, 3.
C. biflorus subsp. nubigena, 4. C. flavus subsp. dissectus 5. C. olivieri subsp. istanbulensis 6. C. c idus 7. C. pallasii

subsp. pallasii, 8. C. cancellatus subsp. mazziaricus 9. C. pulchellus (Barra de escala: 2 mm) (Selvi y Satil, 2013).

La Unica especie en la que se ha prestado mas atencidn a las variaciones cuantitativas
en la morfologia floral ha sido la especie cultivada C. sativus, dada su repercusion
econdmica. En trabajos que estudian la variabilidad entre entradas para el tamarfio de la
flor en materiales de India (Nehvi et al., 2007) e Irdn (Baghalian et al. 2010) encuentran
diferencias significativas entre entradas y valores elevados de la heredabilidad en sentido
amplio. Asimismo, en el trabajo ya mencionado, a partir de 62 entradas del BGV del CIAF
de Albaladejito procedentes de muy distinto origen (Pastor-Férriz, 2011), los caracteres
de morfologia floral son aquellos que presentan los mayores valores de variabilidad, y
estdn altamente correlacionados entre ellos. La variacién en tamafo floral implica la
existencia de variacidon para el tamano del estigma, que es independiente del tamafio
inicial del cormo y del n? de flores producidas, lo que tiene un gran interés a la hora de
seleccionar materiales. No obstante, si bien el tamafio de estambres o tépalos tiene un
interés secundario, es también un material que podria ser objeto de comercializacion.
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La multiplicidad de las partes de la flor en ocasiones puede variar, aumentando o
disminuyendo. Asi, en azafran se han observado flores anormales con 2,4,5,6,7,8y 9
estilos (Aghamohammadi, 1977; Estilai, 1978). Sin embargo, nunca se ha demostrado que
esta variabilidad tenga una base genética (Gaffari, 2009) sino que parece tratarse de
anomalias del desarrollo poco frecuentes en condiciones habituales (43 flores de un total
de 36 millones). Existen escasisimos trabajos publicados acerca de la variacién
morfoldgica del fruto y la semilla, a nivel inter o intraespecifico, en este género. En una
tesis doctoral sobre la morfologia, anatomia, citologia y palinologia de las especies C.
ancyrencis, C. sieheanus, C. chrysanthus y C. flavus en Turquia (Candan, 2012), se
concluye que las caracteristicas micromorfoldgicas de las semillas son un recurso muy util
para distinguir entre taxones.

En un estudio muy anterior (Ryszard y Rafifiski, 1978), ya se puede observar la
similitud de la estructura de la superficie de la cubierta de las semillas C. albiflorus y C.
vernus subsp. vernus (Figura 35), que serian afios mas tarde incluidas dentro del mimo
taxon

Figura 35 Fotografias de la superficie de la semilla de Crocus spp. (Micrografias electronicas de barrido): 1. Crocus

albiflorus y 2. Crocus vernus subsp. vernus (Adaptado de Ryszard y Rafifiski, 1978).

En relacidon a los estudios de variacién dentro del grupo de especies espafiolas de
Crocus, hay que senalar que si bien recientemente se ha publicado en Flora Ibérica una
monografia sobre el género Crocus (Guillén, 2014), que incluye descripciones
morfoldgicas y fenoldgicas de cada especie, asi como una clave de identificacion, no
existen estudios detallados de variacion intraespecifica, salvo el anteriormente citado
sobre la variacién intraespecifica en el tamafio de los estomas en diferentes poblaciones
de C. vernus (Corneanu et al.,, 2003). Tampoco existen estudios mas detallados de
variacion entre especies, salvo los antes citados en referencia a la anatomia de las hojas.
Para la realizacion de la clave de identificacidn se han considerado de especial interés
para diferenciar entre especies los siguientes caracteres morfoldgicos y fenolégicos:
periodo de floracion en su ambiente natural, presencia o ausencia de la hojas durante la
floracién, presencia o ausencia de pilosidad en la garganta floral, tamafio de las hojas y de
los tépalos, seccidn transversal de la hoja, estructura de la tunica, color y estructura del
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estigma. Con la excepcién del tamafio de la hoja, todos estos caracteres se han sefialado
de utilidad para diferenciar entre especies, tanto en los estudios previamente
mencionados sobre variabilidad interespecifica en especies procedentes de Turquia,
como en la monografia ampliamente utilizada sobre el género Crocus “The genus Crocus*
de B. Mathew (1982).

7.2 CARACTERIZACION FISIOLOGICA Y FENOLOGICA

Con la excepcion de los estudios sobre la fisiologia del desarrollo del cormo de C.
vernus (Badri et al., 2007; Lundmark et al., 2009) y algunos estudios sobre la germinacién
de las semillas de especies de este género (Vurdu, 2004; Fu et al., 2013; Carta et al.,
2014), los estudios sobre la fisiologia del género Crocus se han centrado en el azafran vy,
fundamentalmente, en la fisiologia de la floracién y produccién de cormos.

Los geofitos del género Crocus finalizan su desarrollo cuando llega la época estival. La
senescencia de las hojas va seguida de la senescencia de las raices, antes de que entren
en estado de latencia aparente por las altas temperaturas (Khodorova y Boitel-Conti;
2013). Cuando los cormos de remplazo han alcanzado su tamafio final, en sus yemas no
ha tenido lugar la diferenciacion de primordios florales. En azafran se ha observado
(Molina et al. ,2005a; Koocheki et al., 2010) que un régimen de temperaturas constantes
de entre 23 y 272C, durante esta época estival, induce la diferenciacion floral. Se requiere
un periodo minimo de alrededor de 50 dias. El efecto combinado de temperaturas
superiores (309C), durante periodos cortos (30 dias), seguidos de una incubacion a 232C,
acortan el periodo de iniciacién floral. Periodos mas extensos (de mas de 150 dias) a 23-
279C o superiores producen el aborto de un gran numero de flores. La humedad relativa
debe mantenerse entre 80% y 85% (Molina et al., 2004c, 2005a). La aplicaciéon de
diferentes periodos de incubacion a 252C permitiria escalonar la floracién desde
mediados de septiembre a mediados de diciembre (Molina et al., 2004b, 2005a). En la
Figura 36 se puede observar un cultivo forzado de azafrédn. La aplicacién de frio tras la
induccion de los meristemos florales, produce el aborto de las flores que se estan
desarrollando. Temperaturas de 02C o inferiores dafan el cormo (Molina et al. 2005b;
Amooaghaie, 2007). También en la especie cultivada C. sativus se ha descrito que un
periodo de bajas temperaturas (< 102C) tras la latencia estival del cormo y la induccién de
los meristemos, da lugar una reduccién de la produccion de flores, y una disminucién del
tamafio de la planta (Cavusoglu, 2010).

El género Crocus comprende especies de floracidn tanto otofial como primaveral, si
bien no existen trabajos en profundidad sobre la fisiologia de la floracién en especies
distintas del azafran. No obstante, teniendo en cuenta que en numerosas especies
bulbosas de floracion primaveral, como Iris, Tulipa, o Hyacinthus, la diferenciacion de
yemas vegetativas a yemas florales ocurre durante este periodo estival (Hartsema, 1961;
Le Nard y De Hertog, 1993; citado por Molina et al., 2005a), parece légico plantearse que
también la diferenciacién floral en el género Crocus pudiera darse durante este periodo.
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Figura 36 Cultivo forzado bajo condiciones microclimdticas controladas (Foto ITAP, Instituto Técnico Agronomico
Provincial de Albacete; Fuente: Libro Blanco del azafran en Europa, 2007). 2. Floracion de azafran (C.sativus) en

cultivo forzado (extraida de Valero et al., 2004b).

La salida de la flor en azafran requiere temperaturas muy distintas de aquellas en
gue tiene lugar la diferenciacion de primordios florales. Asi, la iniciacidn floral se produce
de forma optima a temperaturas inferiores a la temperatura de incubacién, a 15-179C
(Plessner et al., 1989; Molina et al., 2004b y 2010; Vafabakhsh et al., 2009). La floracién
en condiciones naturales tiene lugar en otofio, cuando las temperaturas descienden y se
dan los primeros riegos. Una combinaciéon de temperatura y agua disponible en el suelo
son factores importantes que controlan la floracion (Gresta et al.,, 2008). En otras
especies de Crocus de floraciéon primaveral (C. vernus y C. flavus) se ha descrito que
requieren secuencias térmicas de calor-frio-calor para florecer (Wilkins, 1985). Si bien se
conoce el momento de floracién de la gran mayoria de especies en su ambiente natural,
habiéndose observado floracidn de las especies otofiales desde octubre hasta diciembre,
y de las especies primaverales desde finales de febrero hasta mayo (Mathew, 1982; Pérez
y Pastor, 1994; Sanz y Redd, 1998), no existen estudios fisioldgicos del proceso de
emergencia de la flor en condiciones controladas, y no se sabe si ciertas especies que
florecen tardiamente podrian adelantar su floracién en otras condiciones térmicas, o de
disponibilidad de agua. En relacién con las especies espafiolas, objeto de estudio en esta
tesis, no existen estudios detallados sobre su fenologia y los factores ambientales que la
modifican. No obstante, a partir de los datos de recolecciéon de estas especies en la
bibliografia y en la red Anthos (Sistema de informacion de las plantas de Espana. Real
Jardin Botanico, CSIC- Fundacion Biodiversidad. Recurso electréonico en www.anthos.es)

es posible observar la variabilidad fenoldgica en relacion al lugar de recogida. Estos datos
se recogen en las 7 tablas que damos a continuacion (Tabla. 4-10).
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Tabla. 4. Fechas de floracion segun puntos geogrdficos de colecta de la especie C. serotinus. Se indica altura

(msnm) y la cita bibliogrdfica.

Localidad Altura (msnm) Floracién Autores
Pontevedra: Vigo y Fonelos de Montes 15y 830 01/10 http://www.anthos.es
La Corufia: S2 a Capelada y El Ferrol 60y 115 14/10 Pino-Pérez et al. (2008)
Lugo: S2 del Xistral y S2 do Courel 716y 1000 31/10 Pino-Pérez et al. (2007)
Orense: Verin 400 14/10 Pino-Pérez et al. (2008)
Ledn: S2 de la Cabrera y Majua 1200y 1800 21/11 Nieto-Feliner (1985)
Palencia: S2 del Brezo 1800 18/09 Aedo et al. (2001)
Soria: Quintana y Vinuesa 980y 1107 15/10 http://www.anthos.es
Ciudad Real: P.N. Cabafieros 800 06/10 Vaquero (1990)
Ciudad Real: Campo de Calatrava 800 19/10 http://www.anthos.es
Alicante: Subsector Alcoyano-Dianense 12-1300 03/10 http://www.anthos.es
Jaén: Chilluevar o 03/11 Fernéndez-lLiencres y Fernandez-
Lépez (1996)
Jaén: S2 de San Andrés 600 - 1000 05/11 Garcia-Rojo (2006)
Granada: PN S2 Baza y PN S2 Nevada 1980y 2500 23/10 Navarro y Jiménez (2009)
Cadiz: Chiclana y Grazalema 30y 800 05/11 Pérez y Pastor (1994)

Tabla. 5. Fechas de floracion segtin puntos geogrdficos de colecta de la especie C. clusii. Se indica altura (msnm) y la

cita bibliogrdfica.

Localidad Altura (msnm) Floracion Autores
Huelva: Hinojos 30-100 01-19/11 Pérez y Pastor (1994)
Cadiz: Facinas 30-100 20/11 Pérez y Pastor (1994)

Tabla. 6. Fechas de floracion segun puntos geogrdficos de colecta de la especie C. nudiflorus. Se indica altura

(msnm) y la cita bibliogrdfica.

Localidad Altura (msnm) Floracion Autores
Cantabria : Camargo y La Calzada 40y 150 26/09-12/10 Sénchez(z::;?eolivas
Guipuzcoa: Hernani y Legazpia 320y 870 30/10 http://www.anthos.es
Huesca: Aisa y PN de Ordesa - Monte Perdido 1800y 2180 03/09-11/11 Benito-Alonso (2006)
Ledn: Picos de Europa 1000 y 2000 20/09-28/11 Navas (1988)
Palencia: S2 Pefia Labra 1220 04/11-25/10 http://www.anthos.es
Soria: S2 de la Cebollera y Picos de Urbion 1500y 1700 09/09-24/10 Zubizarreta et al. (2000)
Ciudad Real: La Atalaya y Lagunas de Ruidera* 670y 800 03/10 Pablos-Alcazar (2004)

*Es posible que aunque citada como C. nudiflorus, se trate de C. serotinus.
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Tabla. 7. Fechas de floracion segtn puntos geogrdficos de colecta de la especie C. cambessedesii. Se indica altura

(msnm) y la cita bibliogrdfica.

Localidad Altura (msnm) Floracion Autores
Ibiza: San Antonio 30 28/12 Rosellé y Sdez (2000)
Mallorca: Isla Sa Dragonera 10 -100 28/12 http://www.anthos.es
Mallorca: Marina de Llucmajor 20-100 28/12 http://www.anthos.es
Mallorca: PN de Llevant 30 21/11 http://www.anthos.es
Mallorca: Pollenga 100 28/12 http://www.anthos.es
Mallorca: Escorca 1350 28/12 http://www.anthos.es
Menorca: Cala en Blanes 20 28/12 Moreno-Saiz y Sainz-Ollero (1992)
Menorca: Algayarens 10 07/12 Roselld y Saez (2000)
Menorca: Mahdn 30 27/12 Roselld y Saez (2000)

Tabla. 8. Fechas de floracién segun puntos geogrdficos de colecta de la especie C. vernus. Se indica altura (msnm) y

la cita bibliogrdfica.

Localidad Altura (msnm) Floracion Autores
Huesca: Torla 1540-1750 21/05 Benito- Alonso (2008)
Hueca: Fanlo 1900-2150 03/05 Benito-Alonso (2008)

Huesca: Puertélas 1720-1985 23/05-21/07 http://www.anthos.es

Tabla. 9. Fechas de floracion segun puntos geogrdficos de colecta de la especie C. nevadensis. Se indica altura

(msnm) y la cita bibliogrdfica.

Localidad Altura Floracion Autores
(msnm)
Huesca: Ribagorza y Jacetaina 760y 1720 07/02-29/03 Moreno-Saiz y Sainz -Ollero (1992)
Lérida: Camarasa y Solsona 350y 930 02/03 Moreno- Saiz y Sainz- Ollero (1992)
La Rioja: Lazagurria 400 06/02 http://www.anthos.es
La Rioja: Los Tomillares y Alcanadro 430 24/02 http://www.anthos.es
Guadalajara: Villanueva de Alcorcén 1200 01/03 http://www.anthos.es
Cuenca: Barajas de Melo 670 15/02 Sanz y Redd (1998)
Cuenca: Ciudad encantada 1400 16/03 http://www.anthos.es
Valencia: Sierra del Negrete 1000 02/03-09/03 Barra (1983)
Albacete: S2 de Alcaraz 1150 07/02 http://www.anthos.es
Albacete: S2 Calar del Mundo 1400 10/02 http://www.anthos.es
Jaén: S2 de Segura y S2 de Cazorla 1350y 1550 11/02 Sotomayor (1979)
Granada: S2 de Huétor y S2 Nevada 1800 y 2000 27/02-05/03 http://www.anthos.es
Cérdoba: Carcabuey 600 22/02 http://www.anthos.es
Murcia: S2 de Mojantes 1200 02/03 Ortiz (1979)
Murcia: S2 de la Muela 1250 19/03 Ortiz (1979)
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Tabla. 10. Fechas de floracion segin puntos geogrdficos de colecta de la especie C. carpetanus. Se indica altura

(msnm) y la cita bibliogrdfica.

Localidad Altura(msnm) Floracion Autores
Pontevedra: Covelo 830 23/03 Camanio-Portela et al. (2009)
Orense: Penagacha 950 08/02 http://www.anthos.es
Orense: S2 do Xurés 1500 30/04 Camano-Portela et al. (2008)

Leon: S2 de la Cabrera 1700 02/02 Nieto-Feliner (1985)
Ledn: Montes Aquilanos 1700 16/04 Nieto-Feliner (1985)
Avila: S2 de Gredos 2050 18/03 http://www.anthos.es
Madrid: S2 de Guadarrama 1200-2100 20/03 Cebolla Lozano y Rivas Ponce (1994)
Caceres: PN Monfragiie 500 12/03 http://www.anthos.es
Caceres: La Vera 750 06/03 http://www.anthos.es
Caceres: S2 de Gata 600-1200 06/03 http://www.anthos.es
Toledo: Montes de Toledo 1000 01/03 Moreno Saiz y Sainz Ollero (1997)

Se observa que existe variacién tanto entre especies como dentro de una misma
especie y en funcién del lugar de recoleccién. Asi, entre las especies otofiales la mas
temprana es C. nudiflorus que puede florecer a primeros de septiembre en lugares de
elevada altitud. No obstante, en esta misma especie, se observa floracion hasta
noviembre en algunas entradas recolectadas (Tabla. 6). La especie otofial mas tardia es C.
cambessedesii (Tabla. 7), que florece en el mes de diciembre, tanto a altitudes de menos
de 100 msnm como en zonas altas de montafia (1350 msnm).

Las especies de floracidon primaveral inician su floracion en febrero. C. nevadensis
florece desde principios de febrero a finales de marzo (Tabla. 9). C. carpetanus también
inicia su floracién en febrero. No obstante, en la mayoria de localizaciones, se observa su
floracién durante el mes de marzo, y se han llegado a sefialar para algunas entradas
fechas de floracion en abril. (Tabla. 10). La especie primaveral mas tardia es C. vernus, que
florece durante el mes de mayo. Su floracién se ha registrado en escasas ocasiones y
siempre en zonas del Pirineo de elevadas altitudes (Tabla. 8).

Hay que tener en cuenta un factor no registrado en estas bases de datos que es la
disponibilidad de agua durante el afio citado, lo que podria explicar las diferencias
observadas que no son debidas a la altitud, si bien no pueden descartarse diferencias
genotipicas dentro de especie. Cuando las condiciones climdticas son las adecuadas, el
tamafio del cormo es el factor principal que determina la capacidad de floracion, de
forma que en numerosos trabajos se ha descrito una relacion muy estrecha entre el
tamafio del cormo y la floracion, en la especie cultivada (Pandy y Srivastava 1979; Negbi
et al., 1989; De Mastro y Ruta, 1993; Le Nard y De Hertog, 1993, De Juan et al., 2009).
Ahora bien, aunque el tamafio del cormo afecta a la cantidad de flores no estd
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relacionado con el tamafio de la flor (De Mastro y Ruta 1993; Baghalian et al., 2010;
Pastor-Férriz, 2011). En otras especies de Crocus no se ha publicado esta relacion
numérica entre el tamafio del cormo vy la floracidn, si bien es de esperar que exista. En
otras especies de bulbosas de la misma familia como Gladiolus (Bose et al. 2003; Uddin et
al. 2002; Sharma y Gupta, 2003) el tamafio del cormo madre mejora la floracion al
aumentar el nimero de flores por cormo.

En el género Crocus la salida de la hoja puede ocurrir de forma simultanea a la
floracién, unos dias después, o retrasarse un largo periodo de tiempo. Este ultimo
fenédmeno fisioldgico consistente en la aparicién de las flores antes que las hojas
(histerantia), no es raro en plantas bulbosas. En algunas especies de Crocus silvestres de
floracién otofial (C. nudiforus, C. speciosus, C. pulchellus, entre otros), la salida de la hoja
se presenta meses después de acabada la floracidén. Este fendmeno aparece en especies
de floracién otofial que se desarrollan en zonas de inviernos frios y de alta montafia. Las
hojas emergen cuando las temperaturas vuelven a subir tras el invierno. En secciones
transversales de tallo de estas especies, se ha visto la presencia de hojas sin desarrollar y
en estado latente hasta que emergen (Ozdemir y kiling, 2008).

Este caracter tiene una especial importancia en la especie cultivada que no presenta
histerantia, ya que con el conocimiento y control de este proceso en azafran, se podrian
obtener producciones de flores sin hojas, lo que facilitaria la recoleccién mecanizada vy sin
danar la parte vegetativa de la planta. Se sabe que las condiciones de secano retrasan la
salida de la hoja. En cualquier caso, el no aplicar agua retrasa la aparicion de brotes, hojas
y flores (Moya et al., 2003; Molina et al., 2004a). No obstante, se desconoce la fisiologia
de este proceso, y la influencia de la temperatura en el mismo.

En las especies de Crocus, florezcan en primavera u otofio, con o sin hojas, el
desarrollo de las hojas alcanza su mdaximo desarrollo justo cuando el fruto comienza a
madurar (Foerste, 1892).

La fisiologia del desarrollo del cormo en el género Crocus ha sido poco estudiada,
existiendo trabajos Unicamente en la especie cultivada (Renau-Morata et al., 2013) y en C.
vernus (Badri et al., 2007; Lundmark et al., 2009). En el azafran, el desarrollo del cormo
hijo comienza tras la floracidon que tiene lugar en otofio, y concluye con anterioridad a la
senescencia total de las hojas, que tiene lugar al final de la primavera. En C. vernus, que
florece en primavera, la salida de la hoja es anterior a la floracion y se ha descrito que, al
inicio de la floracion, ya existe una cierta acumulacion de almiddn en los nuevos cormos
(Badri et al., 2007). En esta especie, también se ha observado que, a temperaturas
elevadas, el crecimiento del cormo cesa antes que aparezcan sefiales visuales de
senescencia de las hojas. En ambas especies, parece que la duracién de la hoja, por si
sola, no es el factor que determina el final del crecimiento del cormo (Lundmark et al.,
2009; Renau-Morata et al., 2013). Los trabajos realizados en C. vernus y azafran parecen
sefalar que una disminucidn en la demanda de fotoasimilados por parte del cormo puede
conducir a la acumulacidn de azucares en hojas, lo que, a su vez, conduce a la senescencia
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de las mismas (Lundmark et al., 2009; Renau-Morata et al., 2013). Los trabajos
desarrollados en C. vernus apoyan la hipdtesis de que la fuerza de sumidero del cormo es
el factor mas importante en determinar la duracién de la vida de la hoja, y un factor muy
relevante en este proceso es la temperatura (Lapointe, 2001; Badri et al., 2007).

Generalmente, la tasa de crecimiento y el tamano final de las plantas se reduce
cuando el desarrollo vegetativo ocurre a bajas temperaturas, aunque estas plantas estén
adaptadas a estas condiciones (Koérner y Larcher, 1988). Sin embargo, en gedfitos
efimeros que brotan al principio de la primavera como es C. vernus, se ha observado que
crecen mejor a bajas temperaturas, alcanzando un mayor desarrollo final de sus érganos
vegetativos (De Hertogh y Le Nard, 1993; Nault y Gagnon, 1993; Lapointe y Lerat, 2006).
Lundmark et al. (2009) han propuesto que es una variacion en la particion de
fotoasimilados, cuando el crecimiento tiene lugar a mayores temperaturas, lo que da
lugar a una biomasa final menor, y que estas diferencias no se deben a una duracién de la
hoja limitada. En otras especies de Crocus no se ha estudiado este proceso. lLa
informacién obtenida a partir de empresas productoras de azafran (comunicacion
personal de técnicos que trabajaron en la Compariia General del azafrdn de Espafia S.A.),
parece indicar que la situacidon en la especie cultivada podria ser distinta, ya que se
obtienen cormos de mayor tamafio en lugares con climas mas calidos. En azafran se ha
observado que cuando la brotacidon se produce a temperaturas elevadas, el numero de
brotes por cormo se reduce, lo que podria dar lugar a cormos de mayor tamano (Molina
etal., 2010).

La mayoria de las especies de Crocus se pueden multiplicar tanto por semillas como
por cormos. Debido a la esterilidad, unas pocas especies se propagan Unicamente por
cormos (Negbi et al., 1989; Plessner et al., 1989), como la especie cultivada azafran, C.
sativus (especie triploide) (Chichiricco, 1984; Ghaffari, 1985).

Cuando las semillas de Crocus son sembradas directamente tras su cosecha, dan
resultados aceptables en la mayoria de casos. La germinacion de las semillas en otofio,
de especies que sacan sus hojas antes del invierno, es muy comun y poco problematica.
No obstante, algunas plantulas no superan el frio del inverno. En estos casos, se debe
adelantar la siembra (Ruk$ans, 2010). Bowles (1952) recomienda sembrar no mas tarde
de la primera semana de septiembre.

Son escasos los trabajos realizados sobre la rotura de la latencia en el género Crocus.
Cuando no se han utilizado tratamientos y la germinaciéon se ha dado a temperatura
ambiente, las semillas de la especie primaveral C. olivieri comienzan a germinar 154-179
dias después de la siembra, en el mes de octubre y noviembre (Vurdu, 2004). Ahora bien,
la emergencia de la radicula se puede promover por la aplicacion de un periodo de altas
temperaturas (almacenamiento a temperaturas elevadas o after- ripening, cercanas a los
202C). Este fendmeno se ha observado, tanto en especies de floracién primaveral como
otoifal (Carta et al., 2014; Fu et al., 2013). Este hecho tendria sentido biolégico ya que un
periodo estival necesario para romper la latencia, previene la germinacion de las semillas
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durante el verano, teniendo ésta lugar posteriormente a temperaturas mas bajas y
cuando hay disponibilidad de agua. No obstante, se observd germinacién sin este
tratamiento after-ripening cuando la germinacion se produce a temperaturas mas
elevadas (202C dia/102C noche) (Carta et al., 2014).

La estratificacion en frio, después de un periodo de after-ripening, es necesaria para
promover la salida del brote al exterior en especies de floracién primaveral temprana
como C. neapolitanus. No obstante, otras especies de floracién primaveral temprana
como C. etruscus y C. ilvensis no presentan ningun tipo de latencia, y la salida del brote al
exterior sucede de forma continua y lentamente (Carta et al., 2014). Sin embargo en
especies de floracion otofial, como es el caso de C. cartwrightianus, la aplicacion de frio
intenso (42C) perjudica la germinacion (Grilli-Caiola, 2005).

El efecto de los tratamientos con GA; varia entre especies. Asi, son inefectivos en la
germinacién de C. alatavicus (Fu et al., 2013) Sin embargo, semillas de las especies C.
olivieri subsp. balansae, C. chrysanthus, C. baytopiorum, C. pallasii subsp. pallasii
incrementaron su tasa de germinacion (80%) tras aplicar GA; (4 horas, 250 ppm)
(Haspolat et al., 2013).

Hay que sefialar que en algunas especies se ha observado que la emergencia de la
radicula y la emergencia del cotiledén a la superficie sucede de forma separada en el
tiempo, siendo procesos fisioldgicos con distintos requerimientos térmicos (Carta et al.,
2014). Asi, por ejemplo, en C. alatavicus (de floracion otofial tardia) en condiciones
naturales, la radicula emerge a principios de otofo, y la emergencia de los cotiledones se
retrasa hasta la siguiente primavera (Fu et al., 2013). En esta especie el desarrollo del
brote esta controlado por una latencia del epicétilo.

En la mayoria de las especies de Crocus, se obtienen cormos con capacidad de
florecer, al cabo de cuatro afios de engordar los cormos procedentes de semillas, pero en
algunas especies el tamarfio de floracion del cormo se alcanza a los 18 meses de cultivo,
como es el caso de C. gargaricus (Ruk$ans, 2010). El tiempo que tarda un cormo de 1g en
alcanzar el peso de produccién de flores maxima suele ser de tres afios (Benschop, 1993).

7.3 CARACTERIZACION FITOQUIMICA

7.3.1 METABOLITOS SECUNDARIOS EN ESTILOS Y TEPALOS DE AZAFRAN Y OTRAS
ESPECIES DE CROCUS.

Las flores del género Crocus muestran una elevada variabilidad en el color de los
tépalos desde blanco, amarillo, marrén pdlido, purpura o lila, malva o azul. También el
color de los estigmas varia desde blanco, amarillo, naranja a rojo intenso, como en el caso
del azafran y especies relacionadas. Estos colores de las flores son debidos a la presencia
de pigmentos bioldgicos que incluyen carotenoides y flavonoides (Rios et al., 1996;
Abdullaev, 1993, 2002, 2004; Wintherhalter y Straubinger, 2002).
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La gran mayoria de los estudios sobre andlisis quimico realizado en el género Crocus
se centran en los estilos de la especie cultivada azafran (C. sativus), si bien también se han
llevado a cabo estudios en los tépalos de estas especies (Ngrbak et al., 2002; Rubio
Moraga et al.,, 2013). También se ha publicado algin trabajo sobre el contenido en
carotenoides en los estilos de otras especies (Castillo et al., 2008; Moraga et al., 2013).

Los principales metabolitos secundarios responsables de las propiedades del azafran,
y que se acumulan durante el desarrollo del estilo son derivados de carotenoides. Los
productos resultantes de la rotura y oxidacién de estos carotenoides son los carotenoides
cis y trans crocinas, la picrocrocina, y el producto de su degradacidon que es un compuesto
aromatico, el safranal (Tarantilis et al. 1995; Kanakis et al., 2004; Carmona et al., 2006a).

Las crocinas (Cs4Hes024) incluyen las crocinas 1-4, que son ésteres glucosilados de la
trans-crocetina, siendo la crocina 1 la mas abundante en azafran y la mas estudiada en
farmacologia. La cis-crocetina y sus derivados glicosidicos son componentes minoritarios.
Las crocinas son solubles en agua y se oxidan en presencia de luz y oxigeno, por esta razon
se recomienda preservar la especia de la luz y el aire (Carmona et al., 2006a).

El azafran también contiene en menor cantidad picrocrocina (C16H2600) y su aglicona
safranal. La  picrocrocina  [4-(B-D-glucopiranosiloxi)-2,6,6- trimetil-lI-ciclohexen-I-
carboxaldehido] es un glucdsido incoloro responsable del sabor caracteristico de la
especia. Este es un compuesto soluble en agua y en alcohol, ligeramente soluble en éter y
cloroformo. El safranal (2,6,6-trimetil-1,3-ciclohexadienl-carboxaldehido CioH40) es un
compuesto lipidico volatil, poco soluble en agua, responsable del aroma. Este
normalmente se cuantifica mediante cromatografia de gases o espectroscopia de FT-IR
(Pappas et al., 2007).

Actualmente, la via mas apoyada para la biosintesis de la crocetina es la degradacion
oxidativa de un carotenoide, la zeaxantina (Figura 37) (Pfander y Schurtenberger, 1982).
Esta se sintetiza en los cromoplastos del estigma a través de la ruta biosintética de los
carotenoides(Castillo et al., 2005; Ahrazem et al., 2010) y es el precursor de los
apocarotenoides de azafran. El enzima CCD2, localizado en el cromoplasto (Ahrazem et al.
. En prensa. Comunicacion personal), cataliza la rotura de los dobles enlaces 7,8 y 7°-8° de
este carotenoide para dar lugar a una molécula de dialdehido de crocetina y dos de 8-
hidroxi-B-ciclocitral (Fruschiante et al., 2014). Estos dos productos son oxidados y
glicosilados (Moraga et al., 2004) para producir los apocarotenoides solubles que se
acumulan en las vacuolas (Grilli y Canini, 2004). La picrocrocina podria también
producirse a partir de la zeaxantina por la actividad de una dioxigenasa (Lourdes Gomez-
Gdémez, comunicacion personal).
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Figura 37 Estructura molecular de los compuestos mds importantes del azafran (Adaptado de Carmona et al., 2006b).

Se ha descrito que la picrocrocina, por accion del calor producido en el tostado de los
estigmas, se descompone dando lugar al aldehido volatil lamado safranal responsable del
aroma (Himeno y Sano, 1987; Lozano et al., 1999) (Figura 38). El proceso de tostado de los
estigmas depende de las tradiciones culturales de cada pais. Tras la evaluacidn de
diferentes sistemas de deshidratacion, Carmona et al. (2005) ha revelado que es preferible
gue el tiempo de deshidratacion sea corto, en torno a media hora, y a temperaturas
superiores a 702C. La transformacion de la picrocrocina en safranal durante el proceso de
deshidratacion tiene lugar bien por la temperatura que se alcanza o por la accién de
glicosidasas (Himeno y Sano, 1987; Iborra et al., 1992; Lozano et al., 1999).
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Figura 38 .Esquema de la formacion quimica o enzimdtica del safranal a partir de la picrocrocina (Himeno y Sano,

1987).

Otra via de obtencién del safranal tendria lugar a partir de la crocina por la accién de
una carotenasa (Figura 39). Carmona et al. (2006a) observaron como los compuestos
odorantes C9 y C10 no se encuentran en gardenia y si en azafran por la presencia de
dicho enzima. Estos resultados son coherentes con los obtenidos anteriormente por
Himeno y Sano, 1987, que observaron que en el momento de la antesis se producia,
ademas de la disminucidn del contenido de picrocrocina, un descenso muy importante
del contenido de crocina al que no encontraron una explicacién adecuada.
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Figura 39 . Hipdtesis para la formacion de compuestos voldtiles presentes en el aroma del azafran a partir de los

ésteres de crocetina (Carmona et al., 2006a).

Tomando como referencia los trabajos de Himeno y Sano (1987), Carmona et al.
(2006a) sugieren una nueva hipodtesis de generacion del aroma a partir de las crocinas,
gue de forma esquematica se recoge en la Figura 40. Este trabajo sugiere que durante el
desarrollo del estigma, el compuesto HTCC (4-hidroxi-2,6,6-trimetil-1,3-ciclohexadien-1-
carbaldehido), formado a partir de las crocinas, podria transformarse en picrocrocina. En
el momento de la antesis, una o varias glicosilasas actuarian sobre la picrocrocina,
convirtiéndola, de nuevo, en HTCC. La concentracién del HTCC creceria mucho, y no sélo
por la transformacidn de la picrocrocina, sino también porque una carotenasa actuaria
activamente sobre las crocinas (Carmona et al., 2006a). El safranal se produciria a partir
del HTCC.

A
Antes de la antesis
CROCINAS
v
v
¥
PICROCROC]ZN;\E:( HIce
B

Durante la antesis

CROCIINAS

Il

PICROCROCL‘{Aq HTCC —> sarramas

Figura 40 Hipotesis de la formacion de HTCC y safranal antes de (A) y durante la antesis de C. sativus (B) segun

Carmona et al. (2006a).

También se han identificado flavonoides en los estigmas del azafran. El primer
flavonoide identificado en un extracto de estigmas de azafran con metanol y agua fue el
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kaempferol diglucésido (Tarantilis et al.,, 1995). Otros flavonoides presentes en los
estigmas de azafran son cinco derivados del kaempferol. Se identificaron los flavonoides
kaempferol-3-soforédsido, kaempferol-3-sofordsido-7-glucésido y kaempferol-3,7,4-0O-
triglucdsido, y se detectd la presencia de kaempferol tetrahexdsido y kaempferol-3-
dihexdsido (Carmona et al., 2007).

La variabilidad observada entre diferentes muestras de la especia azafrén
principalmente dependen de los métodos empleados en el secado de los estigmas, en la
extraccién y en el analisis (Kanakis et al., 2004; Lozano et al., 2000; Zareena et al., 2001
extraido de Lage y Cantrell, 2009). La temperatura del secado es un factor determinante.
También las condiciones edafoclimaticas del cultivo, el cosechado, la monda, la
manipulacion de los estigmas, el almacenado, y envasado tienen gran influencia
(Carmona et al., 2005).

La altitud donde se desarrolla el cultivo de azafran influye positivamente en la
produccién de crocinas. La textura del suelo (arcillosa) se relaciona directamente con la
produccién de safranal (Lange y Cantrell, 2009). La calidad del azafrdn también se ha
observado que esta relacionada inversamente con el nimero de flores por cormo y
positivamente con el peso de los estigmas (Gresta et al., 2008).

Ensayos llevados a cabo con azafrdn irani de diferentes origenes geograficos, sefialan
la posible existencia de diferencias genéticas para la produccién de crocinas, picrocrocina
y safranal (Baghalian et al., 2010). Asimismo, el andlisis de azafran de diferentes origenes
geograficos también mostré diferencias en el contenido en kaempferol 3-sofordsido
(Carmona et al., 2007).

Existen escasos trabajos sobre la caracterizacion fitoquimica de los estigmas de las
restantes especies de Crocus. En el trabajo publicado por Castillo et al. (2005) en
diferentes especies que pertenecen tanto a la seccién Nudiscapus como Crocus, y dentro
de esta ultima, a las series Crocus, Longiflori y Versicolor, se sefiala el mayor nivel de
apocarotenoides de las especies que se ensayan de la serie Crocus (C. cartwrightianus, C.
hadriaticus, C. sativus y C. pallasii).

Asimismo, resultados previos del proyecto europeo CROCUSBANK (AGRI GEN RES
018, 2007-2011) afio 2010 (comunicacidon personal del Laboratorio de Quimica y
Tecnologia de los Alimentos, de la Facultad de Quimica de la Universidad Aristotélica de
Tesalodnica, en Grecia) seialan que el perfil de apocarotenoides de los estigmas de las
especies C. cartwrightianus, C. thomasiiy C. longiflorus es, en cierto modo, el mas similar
a aquel que presenta la especie cultivada (de un total de 17 especies diferentes
analizadas, que no incluyen ni C. hadriaticus, ni C. pallasii). Sin embargo, el poder
colorante de estas especies silvestres es muy reducido, en comparacion con el de la
especia. Los parametros relacionados con el poder aromatico vy el sabor, si que muestran
valores similares con el azafran. Basandose en las diferencias cualitativas y cuantitativas
observadas en el andlisis de los cromatogramas obtenidos mediante HPLC sugieren que la
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identificacidon de otros metabolitos distintos a los carotenoides sera de gran utilidad para
diferenciar las especies silvestres, ya que estos componentes se encuentran en mayor
cantidad.

En un trabajo reciente (Moraga et al., 2013), se estudia el contenido en crocinas de
los estilos de otras 7 especies (C. ancyrensis, C. angustifolius, C. chrysanthus, C. olivieri, C.
korolkowii, C. vitellinus y C. sieberi). Se observan diferencias entre especies y, con alguna
excepcion (C. olivieri y C. vitellinus), no existe una mayor similitud entre especies de la
misma serie.

En los tépalos de las especies de Crocus se han identificado antocianinas, siendo las
principales antocianinas presentes la petunidina y la delfinidina (N@rbeaek et al., 2002). Los
pigmentos crocinas también son responsables de las coloraciones de los pétalos amarillos
que presentan algunas especies de Crocus (Moraga et al., 2013). Ambos compuestos,
antocianinas y carotenoides, a menudo se presentan en los mismos dérganos, y su
combinacion incrementa la variedad de colores.

En un estudio realizado por Ngrbaek et al. (2002) en que se analizé mediante HPLC el
contenido en antocianos y otros flavonoides en 70 especies, 43 cultivares y 6 hibridos
artificiales del género Crocus, se detectaron 9 antocianinas. Los genotipos analizados
podian separarse en 7 quimiotipos de acuerdo con su contenido en 3,7-di-O-, 3,5-di-O-
glucdsidos o 3-O-rutindsidos de delfinidina y petunidina, y a la presencia de 3,7-di-O-
malonil-glucésidos de petunidina y malvidina y de delfinidina 3-0-glucésido-5-0-
malonilglucdsido. Estos antocianos sélo se han encontrado en Crocus y pueden ser
caracteristicos de este género. En cada taxdn se detectaron los mismos 18 flavonoides.
Sin embargo, se dieron diferencias cuantitativas y 4 quimiotipos fueron definidos por un
mayor contenido en flavonoides. Los autores afirman que los patrones de composicién de
antocianinas pueden ser una herramienta de interés para complementar las
clasificaciones taxondmicas basadas en caracteres morfoldgicos y citoldgicos. La mayoria
de los quimiotipos definidos estan representados en las diferentes series, pero estos
datos quimicos pueden ser utiles para diferenciar entre especies. Para todas las especies,
excepto las de la serie Biflori los datos sobre composicién quimica en estos compuestos
fueron muy similares para todas las subespecies y entradas de una misma especie, y los
guimiotipos dentro de una serie fueron mas similares que entre series. No obstante, en 6
especies los andlisis sugieren la necesidad de una mayor investigacién.

En relacion a las especies espaiiolas, hay que sefialar que en los tépalos de flores de
las especies C. carpetanus, C. clusii, C. serotinus, C. nudiflorus y C. sativus se ha
identificado la presencia delfinidina 3,5-di-0-B-glicdsido y petunidina 3,5-di-0- B-glicésido.
El flavonoide petunidina 3-0-B-rutindsido se ha identificado Unicamente en C. carpetanus
y C. sativus, y el flavonoide delfinidina 3-di-0-B-glicésido-5-0-B-(6-0-malonil) glicésido en
las especies C. nudiflorus y C. sativus. En tépalos de C. sativus se han detectado una
mayor variabilidad de flavonoides, hasta un total de siete diferentes (Ngrbaek et al,
2002).
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Recientemente, los tépalos de 7 especies de Crocus (C. ancyrensis, C. angustifolius, C.
chrysanthus, C. olivieri, C. korolkowii, C. vitellinus y C. sieberi) fueron analizados,
poniéndose de manifiesto la presencia de crocinas altamente glucosiladas en estos tejidos
(Moraga et al., 2013). El B-caroteno era el precursor de estas crocinas y algunas de ellas
contenian ramnosa, lo que no se habia publicado con anterioridad. Al comparar los
perfiles de crocinas de tépalos y estigmas de estas 7 especies se encuentran diferencias,
incluyendo la presencia de nuevos carotenoides. Ademas, cada especie muestra un perfil
caracteristico y no hay una relacion con la filogenia de las especies. Esta identificacidon de
crocinas en tépalos tiene especial interés, dado el amplio abanico de aplicaciones de
estos compuestos en medicina, cosmética e industrias agroalimentarias y de colorantes.

7.3.2 TECNICAS APLICADAS EN LA DETERMINACION DE CAROTENOIDES Y
FLAVONOIDES EN LOS ESTILOS DE AZAFRAN Y OTRAS ESPECIES DE CROCUS

En general, la gran mayoria de los estudios sobre analisis quimico de los estilos
realizados en el género Crocus han tenido como uno de los objetivos principales la
evaluacion de la calidad de la especia azafran y la deteccién de fraudes (Lozano et al.,
1999; Ordoudi y Tsimidou, 2004; Maggi et al., 2011; Ordoudi et al., 2014). Exponemos, a
continuacion, las técnicas mas utilizadas para estos fines y los compuestos que son
capaces de detectar.

Andlisis de estilos de azafran mediante espectrofotometria del UV-Vis

El analisis de los pigmentos presentes en los estilos se puede realizar mediante
diferentes métodos espectrofotométricos, que incluyen la espectrofotometria del
ultravioleta-visible (UV-Vis) (Orfanou y Tsimidou, 1996; Sdnchez et al. 2008 a y b).

El espectro de UV-Vis de una solucién acuosa de azafran presenta tres bandas de
absorciones principales y tipicas de los compuestos carotenoides (Figura 41). La primera
banda se encuentra entre 400 y 500 nm es caracteristica de todos los pigmentos
carotenoides. La segunda banda se presenta en la regién ultravioleta entre 320y 340 nmy
se atribuye principalmente a la presencia de los enlaces dobles cis en las crocinas,
caracteristico de la absorbancia de todos los mono-cis-carotenoides. La tercera banda se
observa en 256 nm de la longitud de onda, y corresponde con los enlaces glicosil éster de
las crocinas. Los isdmeros cis muestran siempre estas tres bandas de absorcion. Los
isdmeros trans muestran dos bandas de absorcidén, la primera entre 400-500nm vy la
segunda a 246 nm (Tarantilis et al. 1995).
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Figura 41 Espectro el UV-visible de los isomeros cis- y trans-crocin-4 (Tarantilis et al., 1995).

Sin embargo, cambiando el solvente se pueden inducir variaciones en la Amax y la
absorbancia (Speranza et al., 1984). Por esto, en metanol puro los extractos de azafran
muestran cuatro picos a 253, 319, 430 y 455 nm (Amax = 430 nm), mientras que en
metanol-agua (50:50) se observan tres bandas a 256, 323 y 437 nm (Amax = 437 nm)
(Tarantilis et al. 1994).

El espectro UV-Vis de la picrocrocina (Figura 42) exhibe una banda amplia
caracteristica a 250 nm debido al cicloaldehido a,B- insaturado presente en la molécula; y
una segunda banda a 350 nm. La oxidacién del grupo aldehido da lugar a la forma acida
de la picrocrocina y es responsable de la banda de absorcién que aparece a 246 nm en el
espectro. El compuesto volatil safranal presenta una banda caracteristica en el espectro
de absorcion del UV a 308 -310 nm (Tarantilis et al. 1994).

Picrocrocina
Safranal
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300 400 500
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Figura 42 Espectro UV-vis de la picrocrocina y safranal (Tarantilis et al. 1995).

Otros compuestos flavonoides también estan presentes en el extracto de azafran.
Estos compuestos presentan sus maximos de absorbancia en las longitudes de onda 260 y
380 nm (Figura 43).
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Figura 43 Espectro de absorbancia en el UV del compuesto flavonoide kaempferol-3,7,40-triglucoside. (Carmona et

al. 2007)

Andlisis de estilos de azafran mediante cromatografia HPLC

La cromatografia es una técnica muy eficiente en el analisis de los componentes del
azafran. La técnica cromatografica mas popular es la técnica de cromatografia liquida de
alta presion o alta eficacia (HPLC), con deteccion en el UV-Vis. Esta técnica se ha usado
para la cuantificacidén de crocinas, y para la determinacién de picrocrocina, safranal, HTCC
y diferentes flavonoides. La mas cominmente aplicada es la técnica HPLC en fase reversa
(RP-HPLC), acoplada también con un detector de UV-vis, y mas a menudo con un detector
de fotodiodo (DA) (Caballero-Ortega et al., 2007; Tarantilis et al., 1994) y con un
espectrometro de masas (Tarantilis, 1995). La cromatografia de gases combinada con un
espectrofotometro de masas para detectar compuestos volatiles es frecuentemente
utilizada (Narasimhan et al., 1992; Tarantilis y Polissiou, 1997; Carmona et al., 2006b). La
cuantificacion por separado de los analogos de las crocinas mediante HPLC es dificil. Es
posible cuantificar de forma simultanea mas de un metabolito aplicando el método del
estandar externo (Li et al., 1999).

En los perfiles cromatograficos, la representacidon de la sefial del detector UV-Vis
frente al tiempo (tiempo de retencion) da una serie de picos que corresponden a cada
uno de los analitos. Este grafico resultante, que se le conoce como cromatograma, se
puede emplear para llevar a cabo analisis cualitativos y cuantitativos.

Los cromatogramas tipicos de un extracto de azafran realizado con una mezcla de
agua-metanol (50:50) obtenido a 440 nm es el que se muestra en la Figura 44 (Tarantilis et
al. 1994).
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Figura 44 Perfil cromatogrdfico de C. sativus a 440 nm obtenido mediante HPLC (Tarantilis et al. 1994).

Los picos 3, 4, 5, 6 y 9 pertenecen a trans-crocinas y los picos 7 y 8 a las cis-crocinas.
Los picos 11 y 12 podrian identificarse como crocina y dimetilcrocina, respectivamente.
Los tres picos menores con tiempos de retencion 14,4 min, 16,8 min y 26,3 min son
también carotenoides. Segln el tiempo de retencidn, las trans/cis-crocinas eluyen entre
los minutos 8,5 y 15 min, las trans/cis-crocina en los minutos 20 y 20,5 y las cis/trans-
dimetilcrocina en los minutos 25,8 y 26,3 (Tarantilis et al. 1994).

Los cromatogramas obtenidos a partir de un extracto de azafrdn en metanol-agua
(50:50) estudiado en las longitudes de onda 250, 310 y 440 nm se muestra a continuacion
en la Figura 45 (Lozano et al. 1999).
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Figura 45 Perfil de HPLC de un extracto de estilos de azafran a 250, 310 y 440 nm (Lozano et al. 1999).

Teniendo en cuenta el tiempo de retencidén y el espectro de cada pico se han
identificado los principales compuestos. El pico (1) corresponden a la picrocrocina, el (2) al
HTCC, el (3) al kaempferol 3-gentiobiosil, el (4) a la crocina 1, el (5) a la crocina 2, el (6) a la
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crocina 3, el (7) a safranal, el (8) a la crocina 4, el (9) a la crocina 5y el (10) a la crocina 6y
(is) al estandar interno (Lozano et al., 1999).

Andlisis de los estilos de Crocus mediante FT-IR

La espectroscopia en el cercano infrarrojo (NIR, 10,000-4000 cm™) o mediano
infrarrojo (MIR, 4000-400 cm™), o Raman, en combinacién con la quimiometria, ha
demostrado ser muy util en la cuantificacién de los componentes principales de azafran.
Presenta las ventajas de que no requiere una preparacion compleja de las muestras,
permite trabajar sin solventes, sin consumir o destruir la muestra, y la adquisicién de
datos (espectros) es muy rdpida. Los avances madas significativos en la técnica se
produjeron con el desarrollo de instrumentos que incorporan el método de transformada
de Fourier (FT-IR), que ha mejorado la calidad de los espectros y minimizado el tiempo
requerido para la obtencién de datos. Una de las grandes ventajas de la espectroscopia IR
es su versatilidad, ya que permite estudiar practicamente cualquier muestra con
independencia del estado en que se encuentre: liquidos, disoluciones, pastas, polvos,
fibras, films, gases o superficies son algunos ejemplos.

Los principales picos de los espectros tipicos de FT-IR de azafran y su posible
asignacidon a grupos quimicos es la siguiente (Anastasaki et al., 2010a; Coates, 2000;
Kanou et al., 2005; Nikonenko et al., 2005; Sun, 2009):

3400 cm™ debido al grupo hidroxil (-OH).
« 3000-2830 cm™ se observan dos picos que corresponden a los enlaces C-H.

e 1800-1500 cm™ es la regién de diferentes grupos caracteristicos. El grupo
carboxilo (-C=0, ésteres, cetonas, aldehidos), agua disponible y el anillo
aromatico.

« 1500-800 cm™ comprende la regién de la huella dactilar. Los picos de esta
region estan asociados con los grupos radicales -CH2-, CH3-, -OH, C-C, C-O, C-O-C.
La regién espectral 1200-800 cm™ se relaciona con la presencia de azucares y
polisacaridos.

» 980-945 y 780-700 cm™ debidos a la presencia de los isémeros C-H (trans-)
y C-H (cis-) respectivamente.

Estudios llevados a cabo por Nakanishi y Solomon (1977) y Socrates (1997) utilizaron
el espectro obtenido mediante la técnica de FT-IR para comparar el contenido en
carotenoides entre azafrdn y otras especies. En estos trabajos, se observé que la regién
de mayor interés se encuentra entre el nimero de onda 1500 a 800 cm’l, ya que era en
esta franja del infrarrojo donde presentan los maximos de absorcién de radiacién los
compuestos que presentan los grupos -CH2-, CH3-, -OH, C-C, C-O, C-O-C . Los picos de
absorcién en la region de 800 a 1200 cm™ estén relacionados con la presencia de aztcares
y polisacdridos (Pappas et al., 2003). Es por ello que esta region se denomina “huella
digital” y es de gran utilidad para comparar las especies de Crocus por su contenido en
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carotenoides. No obstante, trabajos posteriores desarrollados por Tsimidou et al.
(comunicacion personal) han considerado conveniente ampliar la regién de mayor interés
hasta los 1800 cm™.

Las crocinas y crocetinas, en estado sdlido tienen bandas de absorcion en los
numeros de onda 1706 y 1664 cm’l, respectivamente, caracteristicos de los grupos
carbonilos, y en los nimeros de onda 1228 y 1243 cm™, correspondientes a los ésteres o
grupos acidos. Dos bandas adicionales fuertes de absorcién de las crocinas se localizan en
3402 y 1071 cm™ que corresponden a los grupos O—H y C—-0 de estos ésteres glucosilicos.
Los picos de absorcion O—-H de la crocina a 3400 cm™ son menos intensos Yy menos
amplios que en el caso de las crocinas (Tarantilis et al., 1998). El safranal presenta bandas
de absorcidn en la regién espectral 1692 a 900 cm™ debido a los grupos carbonilos
(Pappas et al., 2007).

En general, las principales diferencias entre el perfil de los estigmas de azafran y el de
las otras especies del mismo género radica en la fuerte presencia de bandas en 1708 cm™
y en 1233 cm™ en C. sativus. Sin embargo, en las especies C. cartwrightianus, C. thomasii
y C. longiflorus se ha detectado la presencia de bandas débiles a 1708 cm™ y a 1233 cm™
(Tarantilis et al., 1998; Anastasaki et al., 2010a).

Muestras de azafran de diferentes paises (Grecia, Italia, Irdn y Espafa) analizadas
mediante espectroscopia de FT-MIR y FT-NIR mostraron el mismo perfil en la region 2000
— 700 cm™. La Unica forma de discriminar su origen fue mediante la visualizacién de los
espectros obtenidos a partir de extractos no-polares de los estigmas. Los picos
observados en el infrarrojo debidos a la presencia de enlaces carbonilos (1745, 1670 cm™)
y dobles enlaces (1600 cm™) son los responsables de la diferenciacién (Zalacain et al.,
2005; Anastasaki et al., 2010a). La variabilidad observada en esta zona se debe a
diferencias en la composicion del extracto, en términos de contenido lipidico y de
safranal, debido a diferencias en el tratamiento post-cosecha que se realiza en las
diferentes areas de produccion.

Entre todas las técnicas expuestas hay que sefalar que la espectrofotometria UV-Vis
es aquella mas utilizada a nivel de industrial para determinar la calidad del azafran. La
calidad del azafran esta quimicamente definida como la suma del poder colorante de sus
pigmentos, la capacidad dar sabor amargo a la picrocrocina y la intensidad aromatica de
los compuestos voldtiles (Carmona et al., 2006a). La valoracion de las caracteristicas
quimicas que definen las calidades del producto se describen detalladamente en la
Norma I.S.0. (International Standard Organization) 3632-1y 2, creada en 1975, y revisada
posteriormente en los afios sucesivos. La norma se ha convertido en la mas exhaustiva y
la mas utilizada en el comercio internacional del azafran. En esta norma, las principales
caracteristicas del azafran, segun las cuales se clasifica la especia en categorias, se
determinan mediante espectrofotometria UV-Vis de su extracto acuoso: poder amargo

1%

(expresado como E*"1n @ 257 nm, longitud de onda en la que la picrocrocina muestra su

maximo de absorbancia), aroma (E*i,, a 330 nm, idem para el safranal) y poder
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colorante (EM’lCm a 440 nm, idem para la crocina). Este parametro Eu’lcm se obtiene a
partir de una formula dénde D es la absorbancia medida en las diferentes longitudes de
onda, utilizando una celda de cuarzo de 1 cm.

1 121000
Elcm — ?!f(lOO_H)
Ddénde D es la absorbancia; m es la masa de la muestra de azafran en gramos; H es la
humedad y el contenido volatil de la muestra, expresado en masa (%m/m).

Varios autores sefialan que este método no es especifico y es inadecuado para dar
una categoria de calidad en el mercado internacional, al no establecer una concentracion
del compuesto (crocina, picrocrocina o safranal) para cada categoria de calidad, sino que
simplemente establece un valor minimo de absorbancia molar obtenido mediante
espectrofotometria de UV-Vis (Lozano et al., 1999; Pardo et al., 2002; Carmona y Alonso,
2003; Zougagh et al., 2005). Aunque la absorbancia a 440nm esta relacionada con el
contenido en ésteres de la crocetina, no es posible evaluar las propiedades aromaticas y
de sabor de la especia mediante las técnicas propuestas por la Norma 1.S.0. 3632-1 vy 2.
Un inconveniente de la valoracion de la fuerza aromatica de esta norma es el uso del agua
como disolvente, ya que el safranal es no polar y no presenta una buena solubilidad en
agua. Ademas, la valoracion de la absorbancia a 330 nm detecta a la vez el estero isdmero
cis-crocina y safranal. La absorbancia del primer compuesto es mucho mayor que la de
safranal (Alonso et al., 1996; Hadizadeh et al., 2007; Tarantilis et al., 1994).Por otro lado,
la absorbancia detectada a 330 nm utilizada para valorar el poder amargo, nos indica a la
vez la presencia de isdmeros trans-crocina y picrocrocina. La presencia de este ultimo
componente es minoritaria (Carmona et al., 2006a).

7.4 ESTUDIOS DE MARCADORES MOLECULARES EN EL GENERO CROCUS

Varios estudios de diversidad molecular se han llevado a cabo en el género Crocus
con diferentes tipos de marcadores moleculares. C. sativus ha sido la especie mas
estudiada. Esta es una especie triploide que sélo puede ser reproducida vegetativamente
dada su irregular meiosis (Chichiricco, 1984). Debido a esta condicidn, cabe esperar una
menor variabilidad, tanto por su esterilidad como porque el sistema reproductivo hace
dificil el mantenimiento de mutaciones que pueden surgir espontdaneamente y que dan
lugar a quimeras. Dado el valor comercial del azafran con denominaciéon de origen, se han
realizado muy diversos trabajos con el fin de establecer protocolos que garanticen la
autenticidad de un origen dado. También se han llevado a cabo estudios con especies
silvestres o de jardineria, con el fin de discriminar entre ellas y estudiar su variabilidad a
nivel molecular. Asimismo, se han utilizado marcadores moleculares con el fin de revisar
la actual taxonomia de este género.

Los trabajos sobre variabilidad de la especie cultivada C. sativus realizados con
marcadores moleculares muestran resultados contradictorios. Diversos trabajos seiialan
la existencia de variaciéon para marcadores de distinto tipo. Asi, Imran et al. (2010)
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encuentran una considerable cantidad de variabilidad genética al llevar a cabo una
caracterizacion molecular de 10 genotipos de élite de azafran de la India basada en 21
marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). El trabajo Beiki et al. (2010),
realizado también mediante marcadores RAPD, encuentra variabilidad entre las 6
entradas de azafrdn analizadas. Keify y Beiki (2012), que utilizaron 26 cebadores para el
andlisis RAPD y 30 para marcadores tipo SRAP (Sequence-Related Amplified
Polymorphism) observaron también variabilidad en seis poblaciones de C. sativus, de seis
diferentes centros de produccién en Irdn. Nemati et al. (2012) en su trabajo realizado
mediante microsatélites con material procedente de la India, encontrd polimorfismos en
50 individuos de C. sativus pertenecientes a 5 poblaciones alejadas. Fluch et al. (2010)
utilizando marcadores EST-SSR (Expressed Sequence Tag-Simple Sequence Repeat) y
secuencias de plastidios encuentran diferencias al analizar 28 muestras procedentes de
diferentes paises (Irdn, Espafia, Alemania, Italia y Francia).

Sin embargo, no se observa variabilidad intraespecifica para la especie C. sativus en
el trabajo de Grilli-Caiola et al. (2004). Este equipo trabajé con marcadores RAPD y no
encontrd variabilidad entre 5 cultivares de C. sativus de diferentes paises. La misma
conclusion obtiene Moraga et al. (2009) que, utilizando marcadores de tipo RAPD, ISSR y
microsatélites, no encuentran diferencias entre 41 entradas de azafran de muy diverso
origen (Azerbaiyan, Argentina, China, Espafia, Irdn, India, Italia, Marruecos, Nueva
Zelanda, Reino Unido y Turquia). En otro analisis realizado mediante RAPD por Castillo et
al. (2005), no se observaron diferencias entre las entradas de C. sativus procedente de
diferentes paises.

Otros trabajos que tienen en cuenta otras especies obtienen idénticos resultados,
no encuentran variabilidad intraespecifica en la especie C. sativus. Asi, Alavi-Kia et al.
(2008) mediante marcadores del tipo retrotransposon, LTR-RTN (Long Terminal Repeat -
Retrotransposon), estudio la relacidn filogenética entre 9 especies del género Crocus de
Irdn (C. almehensis, C. michelosnii, C. cancellatus, C. caspius y C. gilanicus, entre otras) y la
especie cultivada C. sativus. Concluyd que estas especies iranies presentaban un alto
grado de diversidad, interespecifica e intraespecifica, a excepcién de C. sativus. Alsayied
et al. (2015) en un estudio sobre variabilidad y filogenia, realizado mediante marcadores
basados en retrotransposones, IRAP (Inter-Retroelement Amplified Polymorphisms), con
diferentes poblaciones de C. sativus, C. cartwrightianus, C. pallasii, C. thomasii, C.
asumaniae, y C. oreocreticus, entre otras, observaron una elevado polimorfismo entre las
distintas poblaciones dentro de la misma especie, con la excepcidn de la especie cultivada
C. sativus. Este estudio confirma que la especie cultivada es una especie alotriploide y que
los ancestros mas probables son C. cartwrightianus y C. pallasii subsp. pallasii (Alsayied et
al., 2015).

Trabajos realizados exclusivamente con otras especies diferentes de C. sativus,
encuentran variabilidad intra e interespecifica para otras especies del género. Frello y
Heslop-Harrison (2000) a partir del analisis de secuencias de ADN repetitivo observd
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variabilidad intraespecifica e interespecifica para las subespecies de C. vernus. Mediante
el andlisis de la variabilidad del gen de C. sativus B-caroteno hidroxilasa (BCH), Castillo et
al. (2005) estudiaron la diversidad molecular presente en 19 especies, pertenecientes a
las secciones Crocus y Nudiscapus del género Crocus, incluyendo la especie C. sativus. La
deteccién de bandas de diferente tamafio posibilitd la diferenciacién de estas especies,
rebeldandose como una herramienta de gran utilidad. En la misma linea, Sik et al. (2008),
mediante marcadores RAPD, en combinacién con ISSR (Inter Simple Sequence Repeats),
encontré una alta variabilidad intraespecifica e interespecifica en 56 muestras que
representan 19 especies de Crocus, (no incluyendo C. sativus) de diversas poblaciones de
Turquia occidental. El trabajo de Beiki et al. (2010), realizado mediante marcadores RAPD,
encuentra variabilidad entre 5 especies diferentes de Crocus silvestres colectados en Iran,
constituidas por 24 entradas. Dentro de la serie Crocus, Larsen et al. (2015), en un estudio
realizado mediante marcadores microsatélites y AFLP (Amplified fragment length
polymorphism) observé una elevada y significativa variacidn genética dentro de especies.

Varios trabajos realizados mediante técnicas moleculares han revisado la taxonomia
de este género basada en caracteres morfoldgicos (Mathew, 1982 y Guillén, 2014). La
divisién en las secciones Nudiscapus y Crocus de este género, han sido apoyada por los
diversos trabajos que utilizan técnicas moleculares (Castillo et al., 2005; Petersen et al.,
2008; Harpke et al., 2013, 2014, 2015). Sin embargo, dentro de la seccion Crocus, trabajos
basados en secuencias de plastidos (Seberg y Petersen (2009), Harpke et al. (2013, 2014,
2015) y Larsen et al. (2015), de ADN repetitivo (Frello y Heslop-Harrison, 2000), y de
microsatélites (Fluch et al., 2010), no resuelven la separacion de sus series propuesta por
los estudios morfoldgicos. Dentro de la serie Crocus, distintos trabajos (Petersen et al.,
2008; Alsayied et al., 2015) apoyan la clasificacion Mathew (1982). Harpke et al. (2013),
mediante secuencias del ADN plastidial y nuclear, también reconocen que la clasificacion
de Mathew es valida, excepto en el caso de las dos series, Longifloriy Versicolores.

8 ESTADO ACTUAL DE LA CARACTERIZACION DE LA COLECCION DE AZAFRAN Y
ESPECIES DEL GENERO CROCUS DEL BANCO DE GERMOPLASMA VEGETAL DE
CUENCA

La caracterizacion del germoplasma es un trabajo imprescindible para disponer de
una fuente util de variabilidad genética. El valor del germoplasma conservado esta
estrechamente relacionado con la disponibilidad y fiabilidad de la informacién acerca de
las entradas.

Recientemente se ha publicado la lista de descriptores para el género Crocus
(Bioversity International, UPV, UCLM, JCCM., 2015). Esta publicacion se basa en estudios
de evaluacion realizados sobre las accesiones de azafrdn y de otras especies, tanto
ornamentales como silvestres, que se conservan en el BGV del CIAF de Albaladejito, y
teniendo también en cuenta criterios taxondmicos (Mathew, 1982). Proporciona un
sistema de descripcidn y codificacion de validez universal para la gestiéon de los datos
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relacionados con la conservacidn, multiplicacion y caracterizacién/evaluacion de los
recursos fitogenéticos. Comprende cinco tipos de descriptores, los relacionados con la
ficha de pasaporte (datos observados durante la colecta de la nueva adquisicion),
descriptores de manejo del material vegetal (multiplicacién y conservacion), descriptores
de ambiente y localizacion, que describen las caracteristicas del suelo y ambiente del
campo donde se evalla el material vegetal, descriptores de caracterizacion que permiten
la discriminacién de los diferentes fenotipos de forma visual y rapida (se buscan
caracteres heredables) y descriptores de evaluacion, que comprenden los caracteres
fisioldgicos, fenoldgicos y de interés agrondmico relacionados con la produccion de flores
y cormos, la susceptibilidad a estreses bidticos y abidticos, los caracteres bioquimicos,
citoldgicos y moleculares (su expresion puede depender del ambiente y requieren
complejos métodos bioquimicos o moleculares).

A lo largo del desarrollo de los proyectos de recoleccion, multiplicacién vy
caracterizacion de germoplasma de azafran y otras especies del género Crocus, tanto de
ambito nacional como internacional, anteriormente citados, se ha llevado a cabo la
caracterizacion de gran cantidad de entradas para muy diversos caracteres tanto
morfoldégicos como fisioldgicos y agrondmicos, pero también de tipo bioquimico,
citolégico y moleculares. El n2 de entradas evaluadas y el n2 de descriptores, se muestra
en la tabla siguiente (Tabla. 11), y los resultados obtenidos estan siendo elaborados para
la publicacion de diversos trabajos.
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Tabla. 11. Numero de entradas y descriptores evaluados de azafrdn y otras especies de Crocus conservadas en el

Banco de Germoplasma Vegetal del CIAF de Albaladejito (Cuenca).

Crocus de jardineria y especies silvestres C. sativus L. (azafran)
. N2 de
N2 de entradas N¢ de descriptores N2 de entradas 5
TIPO DE CARACTERES descriptores
evaluadas evaluados evaluadas
evaluados
Morfologia floral (cualitativos) 68 64 66 50
Morfologia de la hoja (cualitativos) 30 4 66 4
Morfologia del cormo 271 3 66 3
Morfologia de las capsulas 40 2-4
Morfologia de las semillas 40 5

Produccion de azafran y tamaiio

, 62 9
organos florales
Desarrollo vegetativo 66 6
Fenologia 251 2-3 221 2-3
Susceptibilidad a estreses abioticos 14 1 40 1
Susceptibilidad a estreses bidticos 11 2 12 2

Caracteristicas bioquimicas y

L 31 3-6 38 3-6
marcadores metabdlicos
Marcadores moleculares 5-12 4 6-16 4
Marcadores citogenéticos 3-7 3 1-2 3

El trabajo de caracterizacién desarrollado con las especies silvestres espafiolas del
género tanto a nivel morfolégico como de su fisiologia, su caracterizacion bioquimica y un
estudio preliminar sobre el posible empleo de marcadores moleculares para diferenciar
especies en estado vegetativo, constituyen el objetivo general de esta tesis doctoral, que
se desarrolla en los objetivos especificos que se indican continuacion.
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II. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Objetivo 1:

Dentro del objetivo general de mantener y ampliar la coleccién de germoplasma del
género Crocus en Espafa, que se conserva en el Banco de Germoplasma Vegetal de
Cuenca (BGVC), asi como de establecer las bases para la conservacion in situ de ciertos
materiales en los que se considerara una alternativa de interés, se plantea el objetivo de
revisar la localizacidn de las distintas especies del género vy, a partir de los datos de las
colectas realizadas y de la informacidén bibliografica, establecer las condiciones eco-
edafolégicas del ambiente forestal en que habitan estas especies. Al mismo tiempo,
interesa completar la prospeccion y recogida de material genético de especies silvestres
del género Crocus.

Objetivo 2:

Caracterizaciéon morfoldgica del germoplasma de las diferentes especies espanolas de
Crocus que se encuentran conservadas en el BGVC con el fin de conocer la variabilidad
existente para caracteres de interés agrondmico, evaluar su posible uso, asi como
mejorar y agilizar la identificacion de las diferentes especies silvestres de Crocus.

Objetivo 3:

Con objeto de llevar a cabo, de forma eficaz, tareas de conservacion, caracterizacion y
multiplicacién de los materiales del género Crocus prospectados y conservados en el
Banco de Germoplasma Vegetal de Cuenca, se considera el estudio de la fisiologia de los
procesos de germinacion, brotacion, floracion, desarrollo vegetativo y formacién del
cormo hijo, de forma que sea posible definir las condiciones de temperatura mas
adecuadas durante los distintos procesos para obtener cormos hijos del mayor tamano
posible con capacidad de florecer y fructificar, y cuyas semillas presenten tasas altas de
germinacién. Ademas, se prestara especial atencidén al proceso de induccién floral y
desarrollo de la flor por el interés que tiene el espaciado de la floracidon en este género
tanto con fines ornamentales, como para obtener una fuente de variacidon genética que
permita espaciar la floracién en azafran.

Obijetivo 4:

Dada la importancia de los compuestos carotenoides y flavonoides de estas especies y
el creciente interés medicinal de sus apocarotenoides, un objetivo de esta tesis es la
caracterizacion fitoquimica de los estigmas de las especies silvestres espafiolas de Crocus
mediante el uso de espectrofotometria de ultravioleta-visible (UV-Vis) y de cromatografia
liquida de alta presion o alta eficacia con detector del UV-Vis (HPLC-DAD).

Obijetivo 5:

Es de especial interés disponer de herramientas moleculares que permitan una
identificacién rdpida de especies que crecen en el mismo ambiente compartiendo nicho
ecoldgico y que no requiera esperar hasta obtener cormos con capacidad de floracion y
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fructificacién. Con este objetivo, se ha realizado un estudio preliminar del uso de
marcadores moleculares de tipo RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA-
Amplificacion aleatoria de ADN polimérfico), de tipo EPIC (Exon-Primed Intron-Crossing) y
de tipo microsatélite (SSR, Simple Sequence Repeat microsatélite).
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Il MATERIAL Y METODOS

1 LOCALIZACION Y CARACTERIZACION DEL AMBIENTE FORESTAL DE LAS
ESPECIES SILVESTRES ESPANOLAS DEL GENERO CROCUS

Se realizd un trabajo previo bibliografico que consistio en la busqueda de
informacién sobre localizaciones y fechas de recoleccion de las diferentes especies
del género Crocus en Espafia. Se emplearon recursos disponibles en la web, como
las bases de datos del Proyecto Anthos y del Real Jardin Botanico de Madrid
(www.anthos.es), y textos como Flora Ibérica (Guillén, 2014) o La flora dels Paisos

Catalans (De Bolos y Vigo, 1996). También se contactd con personal responsable de
diferentes instituciones y Parques Naturales que pudieran tener informacion
actualizada y conocieran las fechas de floracién que es el estadio mas claro para su
identificacion.

Se elaboraron protocolos de recoleccion que facilitaron mucho la toma de datos
sobre las entradas prospectadas. Estos protocolos o fichas de recoleccidn incluyen
datos de diverso tipo: a) Identificacion del recolector y/o donante de la entrada; b)
Identificacion de la entrada; c) ldentificacion de la zona de recoleccion; d) Datos
etnobotanicos; e) Clima; f) Tipo de suelo; g) Estreses abidticos o bidticos
dominantes. Se ha intentado describir con la mayor precisién las Comunidades
Vegetales y las caracteristicas de la zona de recoleccién. Al mismo tiempo se
tomaron gran cantidad de fotografias que podrian ayudar en la posterior
caracterizacion de la zona de recoleccion.

Las entradas recolectadas fueron depositadas en el Banco de Germoplasma
Vegetal del Centro de Investigacion Agroforestal de Albadalejito (CIAF), ubicado en
Cuenca y dependiente de la Consejeria de Agricultura, Medio Ambiente y Desarrollo
Rural de la Junta de Comunidades de Castilla - La Mancha, y forman parte de la
Coleccion Nacional de Germoplasma de Azafran y otros Crocus que se conserva
actualmente en este centro (Figura 46 y Figura 47).

Figura 46 Coleccion de Reserva de Crocus spp. del Banco de Germoplasma Vegetal de Cuenca. Coleccion

depositada en macetas, ubicada bajo umbrdculo y con riego por goteo automatizado.

Los materiales son multiplicados en la finca experimental del mismo Centro, que
se localiza a 950-1000 msnm, con una temperatura anual media de 11,5°C, y una
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precipitacion entre 550 a 600 mm, principalmente concentrada en primavera y
otofo. Las caracteristicas edaficas son las tipicas del area, suelos franco arenosos,
pH alcalino (7,6-8,4), conductividad eléctrica normal (<400 mmhos/cm) y un bajo
contenido en materia organica (1-2,5%). Los materiales mds exigentes son

multiplicados en jardineras en condiciones adecuadas.

Figura 47 Coleccion Vegetativa de Multiplicacion de Crocus spp en el Banco de Germoplasma Vegetal de
Cuenca.

Con la informacién bibliografica disponible y con la adquirida en las jornadas de
recoleccidon se ha podido hacer una representacién grafica de la distribucidn del
género Crocus en Espafia. En el presente trabajo, se presentan los mapas de
localizacion, las recolecciones efectuadas y de las que se dispone de material en el
Banco de Germoplasma Vegetal de Cuenca, asi como una descripcion de los
ecosistemas forestales en los que aparecen dichas especies cercanas al azafran. En
la elaboracién de los mapas de distribucidn, se han tenido en cuenta aquellas citas
con fecha de recoleccién posterior al afio 1980. Para el estudio de la vegetacion se
ha seguido la metodologia de la escuela sigmatista de Braun Blanquet (1979) con las
aportaciones y actualizaciones de Alcaraz (1996) e lzco y del Arco (2003).
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2 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS ESPECIES SILVESTRES ESPANOLAS DEL
GENERO CROCUS

Con el objetivo de caracterizar las diferentes especies espafiolas de Crocus, se
evaluaron caracteres cuantitativos y cualitativos relacionados con la morfologia floral, el
crecimiento vegetativo y los frutos y semillas.

2.1 MATERIAL VEGETAL

Los datos se tomaron sobre plantas de la coleccidn de propagacion vegetativa ubicada
en el BGV de Albadalejito, en el CIAF de Cuenca, con el material de Crocus procedentes de
las colectas.

El material utilizado en ese ensayo procede de Coleccidén Vegetativa de Multiplicacién
de Crocus spp del CIAF de Cuenca. Se realizaron ensayos con bloques de 10 plantas por
entrada, dispuestos al azar.

Los ensayos de caracterizacion morfolégica se realizaron durante dos afios. En estos
dos afios se tomaron datos de forma continua para abarcar el ciclo vital completo de las
distintas especies, que muestran comportamientos diferentes en el desarrollo floral y
vegetativo. Una seleccién representativa de las entradas que forman parte de la coleccién
se ha incluido en los estudios de caracterizacion. Algunas entradas no se han incluido en
todos los andlisis por no disponer de suficientes datos morfolégicos de cada momento del
desarrollo.

Para la evaluacién de los caracteres se caracterizaron un maximo de 60 entradas para
los caracteres relacionados con el tamano de las hojas y la produccidn vegetativa. La flor
se caracterizd en 55 de estas entradas; y el fruto y las semillas en 51 entradas. El
desarrollo de flores, y la posterior formacién de frutos con semillas viables, no se produjo
en el 100% de las entradas evaluadas. El nUmero de entradas evaluadas por especie vario
entre 3 y 19. Esto es debido a que en especies como C. vernus (3 entradas), C.
cambessedesii (4 entradas) y C. clusii (7 entradas) la recoleccién fue mas escasa, y
también su conservacidon y multiplicacion en el campo es mas complicada. Hay que
afiadir, que se trata de especies de distribucion muy localizada, y en ocasiones se
desarrollan en zonas de colectas restringidas. En el caso de C. vernus y C. cambessedesii
se adquirid material de vivero y tras comprobar su autenticidad y comportamiento en
campo, también se consideraron para la caracterizacién morfolégica.

Los datos de produccién vegetativa y los relacionados con el tamafio de la hoja se
cuantificaron sobre plantas con hoja adulta, completamente formada, un mes antes del
inicio de la seca. La longitud de la hoja fue tomada desde el nivel del suelo hasta la punta
de la hoja, y la anchura de las hojas medida en la mitad de la longitud de la hoja. Las
flores fueron colectadas de cada entrada a primeras horas de la mafiana antes de que la
flor estuviera completamente abierta. En el laboratorio se separd cada érgano para su
caracterizacion (Figura 48). Los frutos se evaluaron cuando estaban maduros y adn no se
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habian abierto para liberar las semillas. Las semillas se analizaron cuando habian
completado su desarrollo. Los cormos y su tunica exterior se evaluaron cuando las plantas
habian completado su ciclo.

El nimero de plantas evaluado por entrada ha sido muy variable dependiendo del
momento del desarrollo. En general se han evaluado 10 plantas por entrada, aunque en
algunas fases del desarrollo mas delicadas (floracion o formacion del fruto) se observaron
5 plantas por entrada. El nimero de flores y capsulas caracterizadas por entrada se sitla
entre 5y 10, ya que la formacidn de flor y posterior cuajado del fruto son procesos que
presentaron mas problemas fuera de su habitat. El nimero de semillas evaluadas se situa
en torno a4y 10 por capsula.

Figura 48 Medida de la longitud del tépalo externo de C. serotinus.

2.2 CARACTERES EVALUADOS

Para la caracterizacion de las plantas se consideraron principalmente los pardmetros
incluidos en la lista preliminar de descriptores del género, que sirvid de base para la
version definitiva publicada por Bioversity International, UPV, UCLM y JCCM (2015)
representada en la Figura 49. Los caracteres cualitativos y cuantitativos y los distintos
niveles observados para cada caracter, estan ampliamente reflejados en el anejo 2. La
determinaciéon de los colores se realizdé mediante la carta de colores de la Royal
Horticultural Society (2001).

g

[\
""’“"‘! Descriptors for

Crocus

Figura 49 Portada del “Descriptors for Crocus (Crocus spp.)” editado por Bioversity International.
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Se evaluaron los siguientes caracteres cuantitativos y cualitativos:
* Cuantitativos:

Longitud de las hojas al final del desarrollo (cm)
Anchura de la hoja (mm)

Numero de hojas en el brote principal

Numero de brotes por cormo

Longitud de los tépalos externo e interno (mm)
Anchura de los tépalos externo e interno (mm)
Longitud de la antera (mm)

Longitud del filamento (mm)

(0]

(0]

(0]

(0]

(0]

(0]

(0]

(0]

0 Longitud del estilo (mm)
0 Numero de flores por brote

0 Altura de la flor desde el suelo (mm)
0 Altura del fruto (mm)

0 Longitud de la capsula (cm)

0 Anchura de la capsula (cm)

0 Longitud de la semilla (mm)

0 Anchura de la semilla (mm)

0 Peso de las semillas (mg)

0 Numero de semillas por fruto
¢ Cualitativos:

Forma del tépalo externo e interno

Apice del tépalo externo e interno

Patrén de fondo del tépalo externo e interno

Color general del tépalo externo e interno

Patrén de venacion del tépalo externo e interno

Tipo de venacidén del tépalo externo e interno

Patrén de color de venacién del tépalo externo e interno
Color de la venacion del tépalo externo e interno
Continuacidn de las venas hacia el tubo floral
Localizacion de las manchas del tépalo externo e interno

Color de las manchas del tépalo externo e interno

O O O 0O O o o o o o o o

Color del inicio del tubo floral
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Color de la garganta floral
Pubescencia de la garganta floral
Coloracién del filamento del estambre
Grado de ramificacién del estilo
Coloracién del estilo

Fragancia de la flor

Hojas en el periodo floral

Epoca de floracién

Textura de la bractea

Color de la bractea

Visibilidad de la bractéola

Color de la bractéola

Tamanio de la bractéola

Forma de la capsula

Color de la capsula

Forma de la semilla

Superficie de la semilla

Color de la superficie
Desarrollo de la caruncula
Desarrollo del rafe

Forma de excrecencias
Presencia de cera

Forma de la hoja

Aspecto de la tunica

Color de la tunica

Persistencia de la tunica

0O O O 0O 0O O OO O O oo O o o o o OO o o o o o o o o

Presencia de estolones

2.3 ANALISIS DE LOS DATOS OBTENIDOS CON LA CARACTERIZACION MORFOLOGICA.

Los caracteres considerados en la caracterizacidén, cuantitativos y cualitativos, se
analizaron por separado y también de forma conjunta.

2.3.1 ANALISIS DE LOS CARACTERES CUANTITATIVOS

Con el fin de estudiar la naturaleza de la variacién para cada caracter, se realizd en
primer lugar un analisis de la varianza jerarquico para estimar las componentes de
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varianza, es decir, el porcentaje de variacién debido a diferencia entre especies, entradas
dentro de especie, y entre plantas dentro de entrada.

A nivel de especie, un andlisis de la varianza simple entre entradas permitio valorar la
variabilidad presente dentro de las especies. Para comprobar si las diferencias
encontradas en los valores cuantitativos en las diferentes especies eran significativas se
realizé un analisis de LSD (Least Significant Differences).

Se realizé un analisis de correlaciones a nivel de especie, entradas y plantas. Los datos
empleados en el analisis fueron los del afio 2 (2011) por ser mas completo. Los resultados
de estos analisis se tuvieron en cuenta para la seleccién de caracteres en analisis
posteriores de componentes principales. Todos los andlisis estadisticos indicados se
realizaron utilizando el programa Statgraphics Plus, versién 5.1.

Finalmente, con una seleccion de estos caracteres, se realizd un analisis de
componentes principales (ACP). El ACP es un método de reduccién de datos que se aplica
con el objeto de clarificar las relaciones entre dos o mas caracteres y dividir la varianza
total de los caracteres originales en un numero limitado de nuevas variables
incorrelacionadas. Esto permite la visualizacién de las diferencias entre los individuos y la
identificacidon de posibles grupos. La reduccién se consigue por transformacion lineal de
las variables originales en un nuevo grupo de variables conocidas como Componentes
Principales (PC). Para su calculo, se empled el programa NTSYS pc 2.0 (Rohlf, 1996).

El paso previo en este analisis, es la transformacién de la matriz original de datos en
otra cuyos valores estan comprendidos entre 1 y 0. Con estos datos estandarizados se
obtuvo la matriz de correlaciones a partir de la cual se realizd6 el ACP. Los datos
cuantitativos se transformaron de la siguiente forma:

Xij-minj
Xije=
(max;-min;)

Ddnde: Xje es el valor medio estandarizado del caracter j para la entrada i; X; es el
valor medio del caracter j para la entrada i; min;es el valor minimo de las medias de todas
las entradas para el caracter j; max; es el valor maximo de las medias de todas las
entradas para el caracter j.

En la siguiente tabla se presentan las entradas evaluadas en el presente analisis de
componentes y coordenadas principales; asi como en la construccion de los
dendrogramas realizados en los apartados siguientes (Tabla. 12).
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Tabla. 12. 1. Entradas de las especies silvestres espafolas del género Crocus evaluadas en el andlisis de
componentes y coordenadas principales a partir de los caracteres morfolégicos cuantitativos y cualitativos. Se indica
el nombre de la muestra utilizado en el andlisis y la provincia de origen. Siendo: Cam: C. cambessedesii; Carp: C.
carpetanus; Nev: C. nevadensis; Nu: C. nudiflorus; S: C. serotinus; Clu: C. clusii; V: C. vernus. Para mds informacion

sobre las entradas consultar anejo 1. (Continua).

MUESTRA ENTRADA PROVINCIA DE ORIGEN MUESTRA

Nu.45 BCU003176 Burgos
Nu.38 BCU002556 Huesca
Nu.39 BCU002557 Huesca

¢. nudiflorus Nu.40 BCU002558 Huesca
Nu.72 BCU003001 Huesca
Nu.88 BCU002944 Huesca
Nu.43 BCU002777 La Rioja
Nu.44 BCUO003123 La Rioja
S.49 BCU002550 Albacete
S.55 BCU002742 Albacete
S.56 BCU002743 Albacete
S.68 BCUO003175 Burgos
S.48 BCU002367 Ciudad Real
S.52 BCU002775 Cuenca
S.57 BCU002959 Cuenca

C. serotinus

S.63 BCU002978 Granada
S.47 BCU001657 Jaén
S.54 BCU002741 La Corufia
S.64 BCU003181 Ledn
S.67 BCU003174 Ledn
S.50 BCU002618 Valencia
S.51 BCU002619 Valencia
V.89 BCU001658 Huesca
V.102 BCUO03018 Vivero

C. vernus
V.70 BCU001822 Vivero
V.71 BCU002998 Vivero
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Tabla. 12.2. Entradas de las especies silvestres espariiolas del género Crocus evaluadas en el andlisis de componentes
principales y coordenadas principales a partir de los caracteres morfoldgicos cuantitativos y cualitativos. Se indica el
nombre de la muestra utilizado en el andlisis y la provincia de origen. Siendo: Cam: C. cambessedesii; Carp: C.
carpetanus; Nev: C. nevadensis; Nu: C. nudiflorus; S: C. serotinus; Clu: C. clusii; V: C. vernus. Para mas informacion
sobre las entradas consultar anejo 1.

ESPECIE MUESTRA ENTRADA PROVINCIA DE ORIGEN
Cam.91 BCU001683 Mallorca
Cam.1 BCU001685 Mallorca
C. cambessedesii
Cam.91 BCU001683 Mallorca
Cam.2 BCU003130 Vivero
Carp.3 BCU002696 Orense
Carp.4 BCU002835 Avila
Carp.5 BCU002836 Avila
Carp.6 BCU002837 Avila
C. carpetanus ;
Carp.7 BCU002838 Avila
Carp.10 BCU002973 Madrid
Carp.8 BCU002971 Madrid
Carp.9 BCU002972 Madrid
Clu.60 BCU002964 Cadiz
Clu.61 BCU002965 Cadiz
Clu.62 BCU002966 Cadiz
C. clusii Clu.58 BCU002960 Huelva
Clu.59 BCU002963 Huelva
Clu.78 BCU002962 Huelva
Clu.96 BCU002961 Huelva
Nev.17 BCU002359 Cuenca
Nev.21 BCU002689 Cuenca
Nev.22 BCU002694 Cuenca
Nev.26 BCU002871 Cuenca
Nev.27 BCU002976 Granada
Nev.28 BCU002977 Granada
Nev.29 BCU002979 Granada
C. nevadensis Nev.18 BCU002380 Jaén
Nev.30 BCU002980 Jaén
Nev.31 BCU002981 Jaén
Nev.32 BCU002982 Jaén
Nev.24 BCU002697 Pamplona
Nev.25 BCU002698 Pamplona
Nev.15 BCU001742 Valencia
Nev.16 BCU001743 Valencia
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2.3.2 ANALISIS DE LOS CARACTERES CUALITATIVOS

Con los caracteres cualitativos se realizaron histogramas. Para ello se calcularon, en
primer lugar, los porcentajes de cada uno de los niveles existentes en cada caracter. Se
elaboraron las representaciones graficas utilizando el programa Excel de Microsoft Office.

La prueba de Chi cuadrado (X’) se utilizé para evaluar la relacién de dependencia
entre los distintos niveles de un caracter y las especies, mediante el programa
Statgraphics Plus, versién 5.1.

A partir de los analisis previos, histogramas y test x?, se seleccionaron los caracteres
cualitativos con los que se llevo a cabo un analisis de coordenadas principales y un analisis
cluster de las entradas.

El analisis de coordenadas principales (ACoP) se realizd con los caracteres cualitativos
escindidos en un numero de caracteres equivalente al nimero de niveles que poseen
(Romesburg, 2004), quedando la nueva matriz en otra cuyos valores son 1 y O,
dependiendo de la presencia o ausencia de un determinado caracter en los distintos
niveles para cada una de las entradas. A partir de este analisis, se realizd una seleccion de
aquellos caracteres que tienen una mayor correlacién (> a 0,5) con las tres primeras
coordenadas para utilizar en analisis posteriores. Para el ACoP, se empled el programa
NTSYS pc 2.0 (Rohlf, 1996).

Las entradas que se evaluaron en el ACoP son las que figuran en la tabla mostrada en
el apartado anterior (Tabla 12).

Ademas del ACoP, se realizé un analisis cluster. El analisis clUster se realizé con las
mismas entradas con las que se realizo el ACoP (Tabla 12). Este analisis clUster se refiere a
un grupo de técnicas multivariantes que permiten la agrupacién de los individuos u
objetos segun su similitud.

El analisis clister se obtiene a partir de la matriz de datos binarios, con los que se
realiza el cdlculo de la matriz de distancias con el programa PHYLTOOLS 1.32.
(http://www.plantbreeding.wur.nl) mediante el coeficiente de similitud Simple Matching.

La férmula de este coeficiente es sj=(a+d)/(a+b+c+d), donde s; es la proporciéon de
caracteres que comparten las dos muestras i y j, a es el nimero de caracteres que
comparten las muestras, b es el nimero de caracteres exclusivos de i, ¢ el nUmero de
caracteres exclusivos de j y d, el nUmero de caracteres ausentes en ambas muestras. Este
tipo de medida considera como coincidencia dos situaciones: la presencia de un caracter
en las dos muestras y la ausencia del cardcter en ambas muestras.

La consistencia de la agrupacién se calculé mediante la técnica bootstrapping que
permite la generacién de 100 matrices de similitud. Estas matrices se utilizan para disefiar
el cluster aplicando el método de agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
Arthmetic Average- Método de medias no ponderadas) (Sneath y Sokal, 1973) mediante
el programa NEIGHBOR del paquete informatico PHYLIP 3.57c (Felsenstein, 1993). El arbol

72



Il MATERIAL Y METODOS

consenso se generd mediante el programa CONSENSE, que forma parte también del
paquete PHYLIP. El arbol generado se visualiza mediante el programa TREEVIEW 3.0
(http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html).

El método de ligamiento puede generar distorsiones respecto los datos de similitud
originales. La cuantificaciéon de dicha distorsiéon se midid mediante el coeficiente de
correlacién cofenético (Romesburg, 2004). Este coeficiente se calcula mediante el
programa NTSYS pc 2.0.

2.3.3 ANALISIS CONJUNTO DE LOS CARACTERES CUANTITATIVOS Y CUALITATIVOS

Se realizé un andlisis de coordenadas principales, utilizando conjuntamente caracteres
cuantitativos y cualitativos transformados. Las entradas que se evaluaron en el presente
analisis de coordenadas principales, combinando los dos tipos de caracteres
morfolégicos, son las que figuran en la tabla mostrada en el apartado anterior (Tabla. 12).

Para realizar este andlisis considerando conjuntamente los caracteres cuantitativos y
cualitativos es necesario transformar los caracteres cualitativos. Cada uno de los
caracteres cualitativos se escindié en tantos como opciones presentaba (Romesburg,
1984), estando formada la matriz de datos por 1 y 0 dependiendo de la presencia o
ausencia de un determinado nivel del cardcter en la entrada correspondiente. Cada
nimero 1 de la matriz de datos se dividié por la raiz cuadrada del nimero de niveles
posibles que presentaba dicho caracter (Cole-Rogers et al., 1997). Con la matriz asi
transformada y afiadiendo la matriz estandarizada de los datos cuantitativos se hizo el
analisis de coordenadas principales.

Ademas del ACoP, se realizé un andlisis clister considerando conjuntamente los datos
cuantitativos y cualitativos juntos. A partir de la matriz de datos estandarizados, mediante
el cdlculo de la matriz de distancias (Distancia euclidea media) y finalmente del método
de agrupamiento UPGMA se obtuvieron los clister (Sneath y Sokal 1973).

2.4 CARACTERIZACION MICROSCOPICA DE LA MORFOLOGIA DE LAS SEMILLAS Y DE
LAS HOJAS

El estudio de caracterizacion morfoldgica de la cubierta de las semillas se realizé con
lupa binocular (Leika modelo MZAPQ) y microscopio electrénico de barrido (Jeol ISM-
5410 de 10 Kw), en el Servicio de Microscopia Electrénica de la Universidad Politécnica de
Valencia. Se observaron un minimo de dos entradas por especie (Tabla. 13).
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Tabla. 13. Entradas de especies silvestres del género Crocus evaluadas en la caracterizacion de la morfologia de la

cubierta de la semilla. Se indica la provincia de origen. Para mds informacién sobre las entradas consultar anejo 1.

ESPECIE ENTRADAS ORIGEN
BCU002969 Cuenca
C. nevadensis
BCU002981 Ledn
BCU002696, Orense
C. carpetanus
BCU002971 Madrid
C. vernus BCU002935, BCU0O03198 Huesca
BCUO001657 Jaén
C. serotinus B CU002550 Albacete
BCU002970 Cuenca
BCU002963 Huelva
C. clusii
BCU002966 Cadiz
BCU002944 Huesca
C. nudiflorus
BCUO003176 Burgos
C. cambessedesii BCU001683, BCU001685 Mallorca

Para la caracterizacidn de la anatomia de las hojas, se fijaron en FAE segmentos de las
diferentes especies (10% formol, 5% acido acético glacial y 50% etanol) durante 16 h, que
fueron posteriormente deshidratados en series de etanol y embebidos en Technovit
7100, siguiendo las especificaciones de uso del producto. Se realizaron secciones de 2 um
usando un ultramicrotomo (Reichert y Jung), en el Servicio de Microscopia Electrénica de
la Universidad Politécnica de Valencia, y los cortes se montaron en portas cubiertos con
poli-L-lisina. La tincion se llevd a cabo con azul de toluidina (0,02%). Las preparaciones se
observaron con un microscopio 6ptico Nikon Eclipse E600. Estas preparaciones
permanentes se realizaron en 2-4 entradas por especie y con 3-5 plantas por entrada, ya
gue observaciones preliminares, en fresco, habian mostrado una gran similitud de la
seccion de la hoja entre distintas entradas de una especie Las entradas que fueron
utilizadas en la caracterizacion se reflejan en la siguiente tabla (Tabla. 14).

74



Il MATERIAL Y METODOS

Tabla. 14. Entradas de especies silvestres del género Crocus evaluadas en la caracterizacion de la anatomia de las

hojas. Se indica la provincia de origen. Para mds informacion sobre las entradas consultar anejo 1.

ESPECIE ENTRADAS ORIGEN
BCU002359 Cuenca
C. nevadensis
BCU002981 Ledn
BCU002696, Orense
C. carpetanus p
BCU002835 Avila
C. vernus BCU002935, BCU003198 Huesca
BCU001657 Jaén
BCU002741 La Coruiia
C. serotinus
BCU002775 Cuenca
BCU003174 Ledn
BCU002960, BCU002963 Huelva
C. clusii
BCU002966 Cadiz
BCU002944, BCU002556 Huesca
C. nudiflorus
BCUO03176 Burgos
C. cambessedesii BCU001680, BCU0O01685 Mallorca
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3 FENOLOGIA DE LAS ESPECIES ESPANOLAS DE CROCUS SILVESTRES

3.1 COMPORTAMIENTO FENOLOGICO EN UN AMBIENTE PROTEGIDO

Con el objetivo de conocer las diferencias en fenologia de las diversas especies de
Crocus silvestres se tomaron datos correspondientes a la brotacion (emergencia del
brote sin apertura de catafilos), salida de hoja (emergencia de brotes con apertura de
catafilos y visibilidad de la hoja), periodo de floracion, formacién de cdpsula y secado de
la hoja y de la capsula de las diversas entradas disponibles de las distintas especies, en la
coleccién ubicada bajo umbraculo dentro de la finca experimental del CIAF de
Albadalejito (Figura 50).

En este ensayo se pudo estudiar la fenologia de todas las especies y la diferencia
entre ellas comparando la variacidon entre especies frente a la variacién intraespecifica
gue corresponde a la variacidén entre entradas. El niumero de entradas dentro de cada
especie varia mucho en funcién del material colectado de cada una, y para cada entrada
se ensayaron 10 plantas, si bien no todos los cormos sembrados tuvieron un tamafio
adecuado para florecer. Se realizaron ensayos en cultivo protegido con bloques de 10
plantas por entrada, dispuestos al azar. La coleccion sobre la que se estudié la fenologia
se ubica bajo umbriculo, estd plantada en jardineras con sustrato universal y con
suministro de riego por goteo automatizado (Figura 46).

El nimero total de entradas evaluadas fue de 112 correspondientes a las siete
especies de Crocus silvestres estudiadas (Tabla. 15). El origen de cada entrada se puede
observar en el anejo 4. Para mas informacion referente a las entradas se puede consultar
el anejo 1 'y el Inventario Nacional de Recursos Fitogenéticos
(http://www.inia.es/IniaPortal/goUrIDinamica.action?url=http://wwwsp.inia.es/Investiga

cion/centros/crf) o el Sistema de Documentacion del BGV de Cuenca.

Figura 50 Umbrdculo donde se ubica la coleccion sobre la que se realizé el estudio de fenologia. 2. Jardineras de la

misma coleccién durante la brotacion.
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Tabla. 15. Entradas de Crocus silvestres espaiioles evaluadas en el estudio de fenologia. Para mds informacién sobre

las entradas consultar anejo 1.

ESPECIE PROVINCIA

ENTRADAS

Mallorca
C. cambessedesii J. Gay
VIVERO
Avila
C. carpetanus Boiss. &

Reut. Madrid

Ourense

Huelva

C. clusii ).Gay
Cadiz

Cuenca

Granada

Huesca

C. nevadensis Amo
Jaén
Lérida
Pamplona
Valencia

Burgos

Huesca

C. nudiflorus S.M.
La Rioja
Lérida
La Corufia
Albacete
Burgos

Ciudad Real

Cuenca
C. serotinus Salisb Granada
Huelva

Jaén
Ledn

Toledo

Valencia

C. vernus subsp. vernus
(Ker Gawl.)

VIVERO

BCU001680, BCU001682, BCUO01683, BCU001685
BCU003130
BCU002835, BCU002836, BCU002837, BCU002838

BCU002971, BCU002972, BCU002973, BCU002974, BCU002987
BCU002696
BCU002960, BCU002961, BCU002962, BCU002963

BCU002964, BCU002965, BCUO02966, BCUO02967

BCU002871, BCU002969, BCUO03012, BCUO02355, BCUO02356,
BCU002359, BCU002687, BCU002689, BCU002690, BCUO02693,
BCU002694, BCU002695

BCU002976, BCU002977, BCU002979, BCU002980, BCU0O02386,
BCU002387, BCU002388

BCU002992, BCU002993, BCU002994, BCU002999

BCU002981, BCU002982, BCU002380, BCU002381, BCU002382,
BCUO002383, BCU002384, BCU002385

BCU002988, BCU002989, BCU002990

BCU002697, BCU002698
BCU001742

BCU003176

BCU002944, BCU0O03000, BCUO03001, BCUO03002, BCUOO3003,
BCU003004, BCUO03015, BCU002556, BCU002557, BCUOD2558,
BCU002559

BCU003123, BCU002776, BCUO02779

BCU003005, BCUO03006, BCUOO3007

BCU002741
BCU002550, BCU002740, BCUO02742
BCUO003175

BCU002366, BCU002367, BCU002685, BCU002686

BCU002873, BCU002970, BCUO03013, BCU0O02743, BCUO02775
BCU002978
BCU002959

BCUO001655, BCUO01657

BCU003172, BCUO03173, BCUO03174, BCU003177, BCUOD3178,
BCUO003179, BCUO03180, BCUO03181

BCU001704, BCUO01705
BCU002618, BCU002619

BCU002998, BCU003018, BCU001822, BCU0O02730
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3.2 COMPORTAMIENTO FENOLOGICO EN UN AMBIENTE CONTROLADO

Se realizd un estudio de fenologia evaluando los mismos caracteres anteriormente
descritos (apartado 3.1) con cormos de las especies C. serotinus, C. nudiflorus, C.
nevadensis, C. carpetanus y C. vernus pero cultivados en camara. Este material fue
donado por el BGV de Cuenca, y procede del obtenido durante las jornadas de colectas
tras ser multiplicado y conservado en sus instalaciones. Las entradas suministradas para
realizar estos ensayos fueron: BCU002695 de C. nevadensis (Olmeda del Rey, Cuenca),
BCU002971 de C. carpetanus (Montejo de la Sierra, Madrid), BCU002998 de C. vernus
(Comercial), BCU002775 de C. serotinus (Sierra de Altomira, Cuenca) y BCU002944 de C.
nudiflorus (Benasque, Huesca). Con este mismo material se realizaran los posteriores
ensayos de fisiologia. Se evaluaron tres macetas (con cinco cormos de tamafio
homogéneo cada una) de cada especie. Para este experimento no se pudo disponer de
material de la especie de C. cambessedesiiy C. clusii (Figura 51).

Las macetas donde se plantaron los cormos se rellenaron con una mezcla compuesta
por sustrato universal y un tercio de arena. Todo el material vegetal se ha desarrollado
bajo las mismas condiciones térmicas. Los cormos se inducen a flor a 23 2C durante los
tres meses de junio, julio y agosto para después bajar la temperatura hasta los 172C a
final de septiembre. Se mantuvo esta misma temperatura hasta el final del ciclo vital de
las plantas. Se realizé un riego periddico seguin sus necesidades con disolucion Hoagland
al 50% (Hoagland y Arnon, 1950). El control de temperaturas se realizd mediante una
camara de cultivo con control de temperatura y del fotoperiodo de 16/8 horas
(luz/oscuridad) con luz blanca y fria (Sylvania L2505 115W 6.6A EVV.) (Figura 51).

Figura 51 (1). Macetas del ensayo de fenologia en ambiente controlado. Floracién de la especie C. serotinus. (2)

Macetas ensayo de C. nevadensis, tras la floracion.

3.3 COMPORTAMIENTO FENOLOGICO EN SU AMBIENTE NATURAL

En este apartado se consideran los datos del momento de la floracion obtenidos
durante las diferentes prospecciones realizadas por toda Espana de las entradas
colectadas.
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3.4 INFLUENCIA DEL TAMANO DEL CORMO EN LA FENOLOGIA

Se realizé un ensayo con varios lotes de cormos para estudiar la influencia del tamafio
de los cormos en su fenologia, en su brotacién y su capacidad de florecer.

Se empled la especie C. serotinus y la entrada BCU002775 por la mayor disponibilidad
de material vegetal. Se ensayaron 2-3 lotes con 5-10 cormos por tratamiento. Se
establecieron cuatro tratamientos segun los siguientes rangos de peso de los cormos:
menor de 0,06 g, entre 0,1y 1g, entre 1y 1,5 gy entre 1,5y 2 g (Figura 52 ). Los cormos
de menor tamafo se obtuvieron tras la germinacion de semillas de frutos desarrollados
por este mismo material.

Estos cormos se incubaron a 232C durante los meses de verano y posteriormente se
bajaron las temperaturas hasta los 172C a finales de septiembre.

El control de temperaturas se realizé mediante cdmaras MEDILOW con iluminacidn a
45 cm de las bandejas mediante dos fluorescentes de luz blanca y fria (Sylvania 4 CFL
13W 2700K) y fotoperiodo de 16/8 horas (luz/oscuridad). Las macetas se rellenaron con
una mezcla de sustrato universal y un tercio de arena. Se realizd un riego periddico segln
sus necesidades con disolucion Hoagland al 50%. Todos los ensayos posteriores de
fenologia y fisiologia se realizaron en estas mismas condiciones de cultivo.

Figura 52 Influencia del tamario del cormo en la fenologia: 1. Cormos con peso > 1,5 g; 2. Cormos con peso 1-1,5 g; 3.

Cormos con peso 0,1 — 1 g; 4. Cormos con peso < 0,06 g.

3.5 INFLUENCIA DEL PESO EN LA DIFERENCIACION FLORAL

Con el objetivo de estudiar la influencia del peso en la diferenciacién floral se evalud la
formacién de flor en cormos de diferente peso.
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Se trabajo con una especie de floracion otofial sin histerantia (C. serotinus), una
especie de floracion otofial con histerantia (C. nudiflorus), una especie de floracién a final
del invierno (C. nevadensis), y una especie que florece mds adentrada la primavera (C.
vernus). Las entradas utilizadas para realizar estos ensayos fueron: BCU002695 de C.
nevadensis (Olmeda del Rey, Cuenca), BCU002971 de C. carpetanus (Montejo de la
Sierra, Madrid), BCU002998 de C. vernus (Comercial), BCU002775 de C. serotinus (Sierra
de Altomira, Cuenca) y BCU002944 de C. nudiflorus (Benasque, Huesca).

Se conservaron los cormos tras la cosecha, a la temperatura estimada como dptima
(232C) para la diferenciacion floral en ensayos previos (ver en el apartado 2.1. de
resultados de Fisiologia) y tomando como referencia el estudio realizado sobre la
influencia de la temperatura en la formacién de la flor del azafran de Molina et al.
(2005a).

Se utilizaron 35-40 cormos por especie, divididos en 4 lotes de cormos con diferentes
peso, que se muestrearon en el momento en el que se esperaba observar la
diferenciacion floral del meristemo. Los cormos seleccionados para el muestro se
clasificaron en los siguientes rangos de pesos (g): 0,5-0,79; 0,8-1,09; 1,1-1,49; 1,5-2,59.
Este ensayo se realizd durante dos anos, para ampliar el experimento y también para
confirmar los resultados. Las condiciones de cultivo son las reflejadas en el apartado 3.4.

3.6 ANALISIS DE DATOS DE LOS ENSAYOS DE FENOLOGIA

Con el fin de estudiar la naturaleza de la variacién para cada caracter, se realizé en
primer lugar un andlisis de la varianza jerarquico para estimar las componentes de
varianza, es decir, el porcentaje de variacién debido a diferencia entre especies, y
entradas dentro de especie A nivel de especie, un andlisis de la varianza simple entre
entradas permitio valorar la variabilidad presente dentro de las especies. Para comprobar
si las diferencias encontradas en los valores cuantitativos en las diferentes especies eran
significativas se realizd un analisis de LSD (Least Significant Differences).

Todos los analisis estadisticos indicados se realizaron utilizando el programa
Statgraphics Plus, versién 5.1.
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4  FISIOLOGIA DE LAS ESPECIES ESPANOLAS DE CROCUS SILVESTRES

4.1 MATERIAL VEGETAL

Este apartado tiene como objetivo el estudio de la influencia de la temperatura en el
ciclo vital de las especies que comprende la diferenciacion del primordio floral durante el
periodo de aparente reposo en el cormo hijo que ha completado su desarrollo, la
brotacién o aparicién del brote principal envuelto en catafilos, la salida de la hoja y la
floracién, la formacion del fruto, el desarrollo del cormo hijo y el secado de la hoja.
También se aborda el estudio de la fisiologia de la germinacidon de las semillas.

El material utilizado en todos estos ensayos pertenece siempre a las mismas entradas
conservadas en el BGV de Cuenca: BCU002695 de C. nevadensis (Olmeda del Rey, Cuenca)
(Figura 53), BCU002971 de C. carpetanus (Montejo de la Sierra, Madrid), BCU002998 de
C. vernus (Comercial), BCU002775 de C. serotinus (Sierra de Altomira, Cuenca) y
BCU002944 de C. nudiflorus (Benasque, Huesca). También se utilizd material comercial de
la especie C. serotinus (BCU001824) para completar los ensayos. Se evalud la fenologia de
esta entrada y su comportamiento no presenté diferencias con la entrada silvestre.

r'

Figura 53 Material vegetal empleado en los ensayos de fisiologia cedido por el Banco de Germoplasma Vegetal de

Cuenca. Cormos de la especie C. nevadensis colectado en Olmeda del Rey (BCU002695).

Las semillas utilizadas en el estudio de la fisiologia de la germinacidn proceden de las
entradas previamente descritas y fueron recolectadas en el mismo ano en el que se
realizé el ensayo. Durante dos meses hasta la puesta en marcha del ensayo, las semillas
fueron conservadas en un recipiente hermético con gel de silice a temperatura entre 2 y
62C. Las condiciones de cultivo son las mismas que las indicadas en el apartado 3.4.
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Figura 54 Camara MEDILOW con iluminacion. Macetas en cultivo de los ensayos de fisiologia.

4.2 METODOLOGIA DE LOS ENSAYOS DE FISOLOGIA

Las temperaturas seleccionadas para los distintos ensayos se basan en los trabajos
publicados sobre la floracién de la especie cultivada C. sativus (Molina et al., 2005a), en
aquellos sobre el desarrollo vegetativo, llevados a cabo con plantas silvestres de C. vernus
(Bradi et al., 2007 y Lundmark et al., 2009; Renau-Morata et al., 2013), asi como en otros
trabajos sobre el proceso de germinacion de especies turcas de Vurdu et al. (2004) y
Grilli-Caola (2005).

4.2.1 INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN LA INDUCCION FLORAL

Este estudio se realizd con el objetivo de establecer las condiciones de conservacion
mas adecuadas de los cormos tras el arrancado, para obtener el maximo de
diferenciacion floral, asi como para conocer el momento de la diferenciacion floral en las
especies de Crocus espafolas. Se trabajo con una especie de floracion otofial sin
histerantia (C. serotinus), una especie de floracién otofal con histerantia (C. nudiflorus),
una especie de floracién a final del invierno (C. nevadensis), y una especie que florece
mas adentrada la primavera (C. vernus).

Se conservaron los cormos a distintas temperaturas tras la cosecha (102C, 239C y
302C), y se fueron muestreando cormos a intervalos regulares para observar el estado de
diferenciacién floral de los meristemos de las distintas especies. Este ensayo se realizod
durante dos anos, para ampliar el experimento y también para confirmar los resultados.
C. serotinus, especie que presentd diferenciacion floral a 302C, se ensayo en el siguiente
afio el almacenamiento a 352C.

La incubacidn se inicia poco después de cosecharse los cormos. El muestreo comienza
a mediados de julio y se finalizd6 en el momento en que la mayoria de los cormos
muestreados mostraron diferenciacion floral. Se dispuso de diferentes lotes de entre 35-
40 cormos cada uno, que se muestrearon en diferentes fechas a lo largo del periodo de
incubacién. Se toma como referencia el estudio realizado sobre la influencia de la
temperatura en la formacién de la flor del azafran de Molina et al. (2005a).
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En la Figura 55 se muestran fotos del desarrollo de los meristemos durante la
incubacidn. Las fotos de este estudio fueron realizadas mediante una lupa Leica MZ APO
que lleva incorporada una cdmara digital JVC.

Figura 55 Influencia de la temperatura en el desarrollo de los brotes. Distintas fases del proceso de observacion del
meristemo en desarrollo de los cormos incubados. 1. Cormos de C. serotinus BCU002775, 2. Yema de C. vernus
BCU002998, 3 y 4. Yemas de C. nevadensis BCU002695, 5. Yema floral de C. nudiflorus BCU002944, 6. Flor de C. vernus
BCU002998

4.2.2 INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN LA FLORACION Y EN EL TAMANO DE LA
FLOR

Se trabajé con una especie otofal (C. serotinus) y dos especies de primavera. Se
eligieron como especies primaverales C. nevadensis y C. vernus, ya que la primera florece
a finales de invierno y un poco antes de que empiece la primavera (finales febrero-
primeros de marzo), y la segunda ya bien entrada la primavera (finales de marzo).
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Para cada especie, se realizaron 2-4 réplicas por tratamiento térmico con,
aproximadamente, 10-30 cormos por réplica, dependiendo del material disponible en el
BGV de Cuenca. Dado que existian ligeras variaciones en el nimero de cormos por
tratamiento, se midid la variable niumero de flores por cormo. Se observd su evolucion
diaria y su valor final. Al mismo tiempo se valora el periodo de floracién (dias) y los dias
hasta la floracién de cada tratamiento. En relacién al tamafio de la flor se evalud la
longitud media (mm) y la vida media (dias) de las flores en cada tratamiento.

En funcién de la fenologia de las especies, se aplicaron diferentes tratamientos con
objeto de ensayar:

1) Relacidon de la temperatura con la precocidad y la intensidad de la floracidon en
especies de primavera y de otofio.

2) Necesidad de un periodo de temperaturas invernales para que tenga lugar la
floracién en especies de primavera.

Con objeto de comprobar la necesidad de un tratamiento frio en especies primaverales
para inducir la salida de la flor, los cormos se sembraron en septiembre y se mantuvieron
en las cdmaras de cultivo donde se bajaron las temperaturas progresivamente hasta
alcanzar 59C en el mes de noviembre, 22C en diciembre y, de nuevo, 52C en enero para la
especie C. nevadensis. A partir de finales de enero, se aplicaron dos tratamientos
térmicos, 10 y 179C, con objeto de comprobar la influencia de la temperatura, una vez
pasada la época fria, en la precocidad e intensidad de la floracién. Como tratamiento
control, se bajo progresivamente la temperatura desde verano hasta noviembre a 102Cy
se mantuvo en este valor (Figura 56).
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Figura 56 Tratamiento térmico de los ensayos de floracion realizados con cormos de C. nevadensis.

Para la especie C. vernus de floracién mas tardia, el periodo de frio se prolongd hasta
primeros de marzo (Figura 57).
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Figura 57 Tratamiento térmico de los ensayos de floracion realizados con cormos de C. vernus.

En la especie otonal, C. serotinus, se estudié la influencia de la temperatura en la

precocidad y la intensidad de la floracién. A finales de septiembre, los cormos se

sembraron y mantuvieron a diferentes temperaturas: 102C, 172C y 302C (Figura 58).
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Figura 58 Tratamiento térmico de los ensayos de floracion realizados con cormos de C. serotinus.

En la Figura 59 se muestran fotos del crecimiento de las flores a diferentes

temperaturas para cada especie estudiada.
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Figura 59 Influencia de la temperatura en la floracion de cormos de C. serotinus (BCU002775) (1) 102Cy (2). 17°C.

4.2.3 INFLUENCIA DE UN PERIODO FRIO EN EL CRECIMIENTO DE LA YEMA FLORAL DE
ESPECIES PRIMAVERALES.

Con objeto de estudiar el retraso de la floracién de las especies primaverales, en caso
de que no pudiera explicarse por diferencias en el estado de desarrollo a finales de
verano, se planted el estudio de la influencia de las bajas temperaturas en el proceso de
crecimiento de la yema hasta la floracion de las especies primaverales.

Este proceso se estudié en C. nevadensis, que florece en febrero (en las condiciones
naturales), y en la especie C. vernus, que florece finales de marzo.

Se midid el crecimiento de las flores desde la base del cormo, desde septiembre hasta
la floracién. Por cada especie, fecha de medida y tratamiento térmico, se midieron entre
5-10 plantas. Se intentd trabajar con cormos lo mas homogéneos posible en tamafio.

Los tratamientos térmicos aplicados a cada especie se representan en la Figura 60 y
Figura 61.
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Figura 60 Tratamiento térmico de los ensayos previos a la floracién realizados con cormos de C. nevadensis.
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Figura 61 Tratamiento térmico de los ensayos previos a la floracion realizados con cormos de C. vernus

4.2.4 INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN EL DESARROLLO VEGETATIVO, EN LA
FORMACION DEL FRUTO Y EN LA SENESCENCIA DE LAS HOJAS

Con objeto de comprobar la influencia de |la temperatura en el desarrollo posterior a la
floracién, tanto de especies de floracién primaveral como otofial, se sometieron las
plantas a dos regimenes térmicos distintos, de temperaturas altas y bajas, durante su

desarrollo vegetativo.

En especies de floracién primaveral, tras mantenerse temperaturas elevadas en verano
gue podrian inducir la formacion de la flor (232C), se bajo progresivamente la
temperatura hasta llegar a temperaturas invernales de 2-52C. Este periodo de frio
invernal se aplicé desde la segunda quincena del mes de noviembre hasta finales del mes
de enero o febrero, segun la especie. Posteriormente, se elevaron las temperaturas hasta
10°C o hasta 179C, descritas como temperaturas adecuadas para la floraciéon y el
desarrollo vegetativo en azafran y C. vernus (Bradi et al., 2007 y Lundmark et al., 2009).
En C. nevadensis (Figura 62) y C. carpetanus, de floracidn mas temprana, la elevacion se
produjo a principios de febrero. En C. vernus, de floracion mas tardia, a principios de
marzo (Figura 63). A partir de esta fecha, se mantuvieron las temperaturas de 10 6 17°C

hasta el final del cultivo.
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Figura 62 Tratamientos térmicos aplicados a la especie C. nevadensis para estudiar su desarrollo vegetativo.
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Figura 63 Tratamientos térmicos aplicados a la especie C. vernus para estudiar su desarrollo vegetativo.

En C. serotinus, de floracion otofial, tras el mantenimiento de temperaturas de 232C en
verano para inducir el desarrollo de la flor, se bajaron a finales de septiembre hasta 172C
para promover la floracién, tal como se describe en C. sativus (Molina et al., 2005a). Con
objeto de observar la influencia de la temperatura en el desarrollo vegetativo, un lote de
plantas se mantuvo a esta temperatura hasta final del cultivo. En otro lote, la
temperatura se bajé a primeros de noviembre hasta 109C, y se mantuvo también hasta el
final del cultivo (ver Figura 64). Asimismo, en esta especie de brotacion y floracion otoial,
se estudio el efecto en el desarrollo vegetativo de las bajas temperaturas aplicadas tras la
floracion (frio invernal de menos de 52C). Este frio invernal se aplicd desde el mes de
diciembre hasta finalizar febrero, cuando se dividié el material en dos lotes. Un lote se
desarrolld a 102C y el segundo a 172C, hasta el final del ciclo (grafica inferior de la Figura
64).
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Figura 64 Diferentes

en verano y la
hasta febrero.
temperaturas adecuadas para la floracién y el desarrollo vegetativo (Figura 65).

tratamientos térmicos aplicados en C. serotinus para estudiar su desarrollo vegetativo (superior)

sin periodo de frio invernal y (inferior) bajo la influencia de un periodo de frio invernal.

En la especie C. nudiflorus, de floracién otofial e histerantia, tras la incubacion a 239C

floracién a 172C en septiembre, se aplicd frio invernal desde diciembre
Posteriormente, se elevd la temperatura hasta 102C o hasta 179C,
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Figura 65 Tratamientos térmicos aplicados a la especie C. nudiflorus para estudiar su desarrollo vegetativo.

Se midid el desarrollo vegetativo en distintos 6rganos (raiz, cormo y hojas) desde
septiembre hasta mayo-junio, en que tiene lugar la seca del espartillo (Figura 66). No
obstante, hay que tener presente que algunos drganos, como las raices, pueden
comenzar su desarrollo antes que otros. Asi por ejemplo, el desarrollo del cormo hijo se
observa siempre con posterioridad a las raices y hojas. Por cada especie, fecha de medida
y tratamiento térmico, se midieron entre 5-10 plantas. Se intentd trabajar con cormos lo
mas homogéneos posible en tamafio.

' ‘ 1'

Figura 66 Cormos de C. carpetanus durante el ensayo de desarrollo vegetativo

4.2.5 DEFINICION DE LAS CONDICIONES IDONEAS DE GERMINACION DE LAS SEMILLAS

Se trabajo con cinco especies de las siete que se han identificado en el territorio
espafiol. Dos de estas especies son de floraciéon otofial, una que brota y florece
simultdneamente en otofio (C. serotinus) y otra desarrolla su hoja después del invierno (C.
nudiflorus) (Figura 67). Dentro de las especies de floracidn primaveral, se ha estudiado C.
nevadensis, si bien florece al final del invierno, y brota con anterioridad a la floracion. C.
carpetanus, que muestra una brotacion y floracién simultdnea y ligeramente mas
retrasada que la anterior. Y por ultimo, C. vernus, que brota y florece al final de la

primavera.
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Para la especie de floracion otofial, se estudié el efecto del almacenamiento en seco a
temperaturas elevadas (232C) durante diversos periodos de tiempo (0, 15, 30, 45, 60 y 80
dias. Sabemos que el fruto madura a finales de primavera y no germina hasta otofio.
Asimismo, se analizé el efecto de dos temperaturas diferentes de germinacién (10 y
179C), tras un periodo de almacenamiento en seco de 45 dias, que resulté favorecer la
germinacién de esta especie. La eleccidén de los valores para los parametros estudiados se
basd en estudios preliminares con otras especies no espainolas (C. flavus) de las que se
dispuso de material con anterioridad a trabajar con nuestros materiales silvestres.

En las especies C. nudiflorus, C. nevadensis, C. carpetanus y C. vernus, se estudié tanto
el efecto del almacenamiento en seco a 232C durante diferentes periodos (0, 15, 30,45y
60 dias), asi como la influencia de someter a las semillas a diferentes periodos (0, 15, 30,
45 y 60 dias) de estratificacion fria (4-52C) tras el almacenamiento en seco. Igualmente se
ensayaron dos temperaturas de germinacion (10y 172C).

Se trabaja con semillas procedentes de colectas y se realizan tres replicas por
tratamiento con 7 semillas cada una. Se siembran en macetas con sustrato y aplica el
riego una vez se inicia la fase de germinacién a 102C o a 17°C.

Figura 67 Semillas de (1) C. serotinus y (2) C. nudiflorus tras la germinacién
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5 VARIABILIDAD DE LAS ESPECIES SILVESTRES ESPANOLAS DE CROCUS PARA EL
CONTENIDO EN CAROTENOIDES Y FLAVONOIDES EN SUS ESTILOS

5.1 MATERIAL VEGETAL

Los estigmas proceden de flores colectadas en la coleccion del BGV de Cuenca
ubicado en el CIAF de Albadalejito en Cuenca. No obstante, debido a la baja disponibilidad
de flores en algunas entradas, también se han incluido en estos andlisis flores que se
colectaron durante las jornadas de colecta (Tabla. 16).

Tras la recoleccion de las flores se realizd la monda. Los estigmas frescos separados de
los restos florales se secaron a 352C durante 24h. Posteriormente y hasta su andlisis se
almacenaron a temperatura ambiente y protegidos de la luz.

Tabla. 16. Muestras utilizadas en la caracterizacion fitoquimica. Se indica el nimero de entrada del BGV de Cuenca
de procedencia de los estilos, la especie, el origen de la colecta del material vegetal y el lugar de la colecta de las

flores. Para mds informacion sobre las entradas consultar anejo 1.

MUESTRA ENTRADA ESPECIE ORIGEN COLECTADO EN

3001 BCU003001 C. nudiflorus Burgos Burgos

3176 BCU003176 C. nudiflorus Huesca CIAF Albadalejito (Cuenca)
2741 BCU002741 C. serotinus A Corufia CIAF Albadalejito (Cuenca)
2550 BCU002550 C. serotinus Albacete CIAF Albadalejito (Cuenca)
3175 BCU003175 C. serotinus Burgos Burgos

2775 BCU002775 C. serotinus Cuenca CIAF Albadalejito (Cuenca)
3181 BCU003181 C. serotinus Ledn Ledn

1657 BCUO001657 C. serotinus Jaén CIAF Albadalejito (Cuenca)
2619 BCU002619 C. serotinus Valencia CIAF Albadalejito (Cuenca)
3018 BCU003018 C. vernus subsp. vernus Vivero CIAF Albadalejito (Cuenca)
3198 BCU003198 C. vernus subsp. vernus Huesca Huesca

3192 BCU003192 C. carpetanus Avila Avila

3189 BCU003189 C. nevadensis Cuenca Cuenca

3190 BCU003190 C. nevadensis Jaén Jaén

1642 BCU001642 C. sativus Cuenca CIAF Albadalejito (Cuenca)

5.2 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Todos los andlisis se realizaron en los laboratorios del departamento de Quimica de la
Universidad Aristotélica de Tesaldnica (Grecia) bajo la tutela de la Dra. M. Tsimidou,
durante una estancia financiada por el Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia
Agraria y Alimentaria (INIA) y al Ministerio de Ciencia y Educacion (Beca predoctoral INIA,
Bec-2008-0146).
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El método de preparacién de la disolucion es similar al recomendado por las
especificaciones técnicas estandar ISO 3632-2 (2003). Se modifica por la adicién de agua a
la disolucion (50%).

Los estigmas se trituraron en un mortero de agata hasta reducirlos a polvo fino. Se
realizd una extraccion 0,05:100 (g de muestra por ml de solvente), utilizandose como tal,
la mezcla de agua y metanol (50:50), ambos de alta pureza. Esta maceracion se favorecio
mediante agitacién (1000 rpm) durante una hora, a temperatura ambiente y en
oscuridad. La solucién de trabajo se filtré antes de examinarla en los espectrofotémetros
(filtro RC-55, 13 mm didametro interno; 0,45 um diametro del poro). La solucién stock se
reservd y almacend a 52C y en oscuridad. Con esta disolucion se trabajo mediante
espectrofotometria UV-Vis y cromatografia liquida (HPLC-DAD) para la obtencién de los
perfiles fitoquimicos.

Con las muestras de menor cantidad de estigma, se aplicd el protocolo de Tarantilis et
al. (1995), para extraer los compuestos de forma dptima. Los estigmas se dejaron en
maceracion en una mezcla de agua y metanol (50:50) durante 24 horas, con agitacion
ocasional. La Tabla. 17 refleja el proceso de extraccion realizado con cada muestra.

Tabla. 17. Proceso de extraccion realizado con cada muestra. * Overnight: Los estigmas se dejaron en maceracion en

una mezcla de agua y metanol (50:50) durante 24 horas, con agitacién ocasional.

N2 BCU ESPECIES ORIGEN DE LA ENTRADA PROCESO EXTRACCION
BCU001657 C. serotinus Jaén 1 hora de agitacion
BCU002741 C. serotinus La Corufia Overnight*
BCU003175 C. serotinus Burgos Overnight
BCU002775 C. serotinus Cuenca 1 hora de agitacién
BCU003181 C. serotinus Ledn Overnight
BCU002775 C. serotinus Cuenca 1 hora de agitacién
BCU002550 C. serotinus Albacete Overnight
BCU002619 C. serotinus Valencia Overnight
BCU003001 C. nudiflorus Huesca Overnight
BCUO003176 C. nudiflorus Burgos Overnight
BCU003018 C. vernus Vivero 1 hora de agitacion
BCU003198 C. vernus Huesca 1 hora de agitacién
BCU003192 C. carpetanus Jaén 1 hora de agitacion
BCU003189 C. nevadensis Cuenca 1 hora de agitacién
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5.3 ESPECTROSCOPIA DEL UV-VIS

Se registraron los espectros de orden cero de los extractos en el rango de A (nm) de
200-600nm, mediante un espectrofotémetro Shimadzu UV 1601 (Kyoto, Japan) y unas
cubetas de cuarzo (1cm x 1cm x 4cm). Las medidas de la absorbancia de cada extracto se
obtuvieron por triplicado. Se calculdé también la segunda derivada de este espectro con el
programa UVPC 1601 (Personal Spectroscopy Software, v.3.9, Shimadzu). El factor de
suavizado fue de 17 puntos experimentales, medidos cada 10 nm.

El coeficiente de variacién de las distintas repeticiones de las medidas de
espectroscopia fue siempre inferior a 0,05, presentando una adecuada repetitividad.

5.3.1 EVALUACION DEL FACTOR E; SEGUN LA ISO 3632-2.

El factor EYm es un parametro de calidad ISO 3632-2 que permite evaluar las
variables de calidad del azafran: el poder colorante, el sabor y el aroma. Es necesario
medir en triplicado la absorbancia del extracto de la muestra en tres longitudes de onda:
257 nm, 330 nm y 440 nm. Su ecuacion es la siguiente:

1 Dx1000
B m(100— H)
Ddonde: D es el valor de la absorbancia; m es la masa evaluada (g) y H es la humedad y
contenido volatil de la muestra, expresado en masa (% m/m). La humedad y el contenido
volatil de la muestra son expresados como porcentaje usando la relacién:

H = ((peso inicial- peso seco)/peso inicial) x 100
El valor de la humedad se establecié en un 10 % m/m.

El factor E**,., en cada longitud de onda se expresan como la media de tres réplicas.

5.4 CROMATOGRAFIA DE HPLC-DAD

La absorbancia se registré entre 200-550 nm, para poder detectar carotenoides y
flavonoides presentes en las muestras. Los carotenoides presentan tres picos de maxima
absorcién en su espectro de UV-Vis en las siguientes longitudes de onda: 250, 320 y 400-
500 nm. Sin embargo, los flavonoides manifiestan su maximo de absorbancia entre los
260- 380 nm.

Para la determinacidon de metabolitos se empled un sistema HPLC (4000 Thermo CA,
USA, con un autosampler (Midas, Spark, The Netherlands), y un detector de matriz de
diodo (DAD, 6000LP, Thermo). La separaciéon se realizd en una columna de fase reversa
(LiChroCART Superspher 100 RP-18, 125 x 4 mm de didmetro interno, 4 um de didametro
Merck, KGaA, Darmstadt, Germany). Se inyectd una alicuota de 20 pl de la muestra que se
eluyd en condiciones gradiente de acetonitrilo/agua (de 20/80 a 100/0 en 20 min) a un
flujo de 0,5 ml/min. Se observaron los cromatogramas a 250, 310 y 440 nm.
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5.5 IDENTIFICACION

Mediante la técnica cromatografica HPLC-DAD ha sido posible la identificacion de dos
de los picos presentes en las muestras analizadas, con el método de adicidon del analito
puro o estandar (spiking). Se corren en este sistema 2 estandares correspondientes a dos
flavonoides muy abundantes en tejidos vegetales (Kaempferol-3-O-glucésido vy
kaempferol-3-O-rutindsido). Se comprueba en los cromatogramas de todas las muestras,
si en el tiempo de elucién de alguno de los estdndares existe algun pico. Si coincide, se
examina la Amax para ver si son similares y se aplica el método de identificacién.

5.5.1 ANALISIS DE LOS DATOS OBTENIDOS EN LA IDENTIFICACION

Se realizé un analisis de coordenadas principales (ACoP) para determinar si era
posible agrupar las entradas de las distintas especies en funcién de la ausencia o
presencia de los principales picos cromatograficos identificados que corresponden a
carotenoides y flavonoides, y cuales son los compuestos mas discriminantes. A partir de
esta identificacion se construyd una matriz cuyos valores son 1 y 0, dependiendo de la
presencia o ausencia de un determinado pico para cada una de las entradas
caracterizadas. Se descartaron los picos presentes en todas las especies y que no eran
discriminantes entre las mismas. Para el calculo del ACoP se empleé el programa NTSYS
pc 2.0 (Rohlf, 1996).

Las 15 entradas que se evaluaron en el presente ACoP son las que figuran en la tabla
mostrada en el apartado de material vegetal (Tabla. 17).

Ademas del ACoP, se realizdé un analisis cluster (ver apartado 2.3.2. de Material y
Métodos).
5.6 CUANTIFICACION

Los métodos para cuantificar a partir del perfil cromatografico obtenido mediante
HPLC son muy diversos. En todos ellos se emplea el area del pico o la altura del pico. El
calculo se basa en la relacién de proporcionalidad entre la senal del detector (R) y la
cantidad de sustancia (m) (Macrae, 1983).

R:axm

Este factor a no es facil de predecir y es caracteristico de cada sustancia. Este factor a
es a su vez, la inversa del factor respuesta (FR).

FR=DR/m

Donde DR es el area del pico correspondiente al componente a analizar y m es la
masa del analito o concentracién.

Este factor FR si que se puede calcular. Los equipos cromatograficos que se emplean
en la actualidad disponen de integradores electrénicos que integran los picos de los
cromatogramas y se obtienen la altura y el drea de cada pico. Ambos parametros se
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pueden utilizar para cuantificar los distintos compuestos, siendo el area del pico el mas
utilizado y el que se emplea en este trabajo. Se calcula inyectando una masa de
concentracion conocida del analito puro y calculando el area de ese pico en el
cromatograma. Teniendo en cuenta el tiempo de retencidn en el cromatograma de la
muestra, se calcula el area de ese pico y con el factor calculado antes, podemos tener la
concentracion del analito en la muestra (Macrae, 1983).

El método mads utilizado en HPLC para calcular la concentracién de un analito es el
método del estandar o patrén externo. Consiste en la preparacion de estandares de
concentracion semejante al analito en la muestra. Se realiza el ensayo cromatografico de
ambas, muestra y estandar, en las mismas condiciones de trabajo. La concentracién de
analito en la mezcla se determina comparando el drea del pico en cuestién con el drea
correspondiente al estandar de referencia:

p= Al p g0
A

8

Donde P es el porcentaje de analito en la muestra, An Y As, son las areas de la muestra
y el estandar respectivamente, Cs es la concentracion del estandar y D es un factor de
dilucién. Este método requiere la utilizacion de un estandar de referencia y su exactitud
dependerd ampliamente de la calidad del estandar utilizado (Quattrocchi et al., 1992;
Lage y Cantrell, 2009).

En el presente trabajo se realizé la cuantificacion de las crocinas totales y de los
flavonoides totales utilizando como patrdn externo:

1) Cuantificacién de crocinas totales expresada como crocina 1 (Crocina trans-4GG).

2) Cuantificacién de flavonoides totales expresados como Quercetina, utilizando como
patron Quercetina dihidrato (> 99%) adquirido en Extrasynthese (Genay, France).

El protocolo que se siguid para realizar la identificacidn fue el siguiente:

1. Preparacion de una serie de disoluciones de concentraciones crecientes, del patrén
correspondiente al compuesto a cuantificar. El intervalo de concentraciones ha de ser
similar a la concentracion del analito en la muestra problema.

2. Inyeccién en el sistema HPLC del mismo volumen de cada una de las disoluciones
patrén, asi como del extracto de la muestra. De esta forma tendremos los distintos
cromatogramas de los patrones (un cromatograma para cada disoluciéon patrén) y el
cromatograma de la muestra.

3. Elaboracion de una tabla con la concentracién de analito y el area del pico
correspondiente a cada concentracion.

4. Construccién de la recta de calibrado, mediante la representacion del area del pico
frente a la concentracion o masa del compuesto.
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5. A partir de la recta de calibrado se calcula la concentracion de analito sustituyendo
o, .n

y” por el area del pico del analito en el cromatograma de la muestra y despejando “x”
gue corresponde a la concentracion de analito.

Con los valores de las areas de cada pico del cromatograma a 440nm, que
corresponden a crocinas, y conociendo el espectro de absorcion en el UV-Vis de cada una,
calculamos el porcentaje de crocinas trans y cis, respecto el total de crocinas, para cada
entrada analizada.

5.6.1 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS OBTENIDOS EN LA CUANTIFICACION

Se estudié la variabilidad interespecifica en el contenido en crocinas totales, el
porcentaje de crocinas trans y cis, asi como en la presencia de flavonoides totales, a partir
de un analisis de la varianza simple. Para comprobar si las diferencias encontradas eran
significativas se realizdé un andlisis de LSD (Least Significant Differences). Estos analisis
estadisticos indicados se realizaron utilizando el programa Statgraphics Plus, versién 5.1.
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6 ESTUDIO PRELIMINAR DEL USO DE MARCADORES MOLECULARES PARA LA
DIFERENCIACION DE LAS ESPECIES ESPANOLAS DE CROCUS EN ESTADO VEGETATIVO

Se han puesto a punto protocolos y se han ensayado marcadores de tipo RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA- Amplificacion aleatoria de ADN polimdrfico), una
metodologia basada en la amplificacion de intrones, utilizando cebadores disefiados en
base al flanqueo de exones en PCR, conocido como EPIC (Exon-Primed Intron-Crossing); y
microsatélites (SSR, Simple Sequence Repeat microsatélite, o STR, Short Tandem Repeat).

6.1 ANALISIS MEDIANTE MARCADORES RAPD

6.1.1 MATERIAL VEGETAL

Se analizaron un total de 133 muestras de hojas correspondientes a las ocho especies
de Crocus (C. nevadensis, C. nudiflorus, C. vernus subsp. vernus, C. carpetanus, C.
serotinus, C. clusii, C. cambessedesii y C. sativus) que habitan en Espafia (Tabla. 18). Las
muestras se recogieron sobre 26 entradas cedidas por el Banco de Germoplasma Vegetal
de Cuenca que conserva la coleccion nacional de azafran y otros Crocus.

Las entradas analizadas se seleccionaron segun su procedencia para que el conjunto de
entradas seleccionadas por especie fueran representativas de la variabilidad presente en
Espafia (ver introduccién). Se consideraron localidades representativas de todo el drea de
distribucién de cada especie, estableciendo la hipdtesis de que apareceran mayores
diferencias genéticas cuanto mas distantes se hallen las zonas de colecta. Se eligieron
puntos localizados en el norte, sur y otros en la zona media a fin de evidenciar algun tipo
de intercambio genético si es que este se produjese. El muestreo de individuos fue
realizado al azar de entre los que formaban parte de la entrada. Se muestrearon entre 1y
8 individuos por zona de colecta, dependiendo de la disponibilidad de material vegetal.
Las especies con una menor distribucién geografica, C. vernus colectado en Pirineos y C.
cambessedesii en Mallorca se representaron con una y dos poblaciones respectivamente.
Especies con mas amplia distribucién y con dificultades para su identificacion mediante
marcadores morfolédgicos, como C. serotinus y C. clusii, se analizaron 7 y 6 poblaciones,
respectivamente.

Las hojas muestreadas fueron almacenadas a -80°C hasta el momento de la extraccién.
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Tabla. 18. Muestras utilizadas en el andlisis de RAPD. Se relaciona con su numero de entrada del BGVCU, la especie,

provincia de procedencia y el nuimero de muestras. Para mds informacion sobre las entradas consultar anejo 1.

Muestra Entrada Especies Provincia N2 muestras
Cam 1-Cam5  BCU001680 C. cambessedesii J. Gay Mallorca 5
Cam6-Cam 11 BCUO001685 C. cambessedesii J. Gay Mallorca 6

C1-C5 BCU002987 C. carpetanus Boiss. & Reut. Madrid 5
C6-C10 BCU002696 C. carpetanus Boiss. & Reut. Ourense 5
C11-C15 BCU002835 C. carpetanus Boiss. & Reut. Avila 5

N1-N5 BCU002969 C. nevadensis Amo Cuenca 5

N6-N10 BCU002981 C. nevadensis Amo Jaén 5

N11-N15 BCU002992 C. nevadensis Amo Huesca 5

Nul-Nu5 BCU003176 C. nudiflorus S.M. Burgos 5

Nu6-Nul0 BCU003015 C. nudiflorus S.M. Huesca 5

Nul1l-Nul5 BCU003123 C. nudiflorus S.M. La Rioja 5

S1-S5 BCU002741 C. serotinus Salisb. La Corufia 5
S6-S10 BCU001657 C. serotinus Salisb. Jaén 5

$11-S15 BCU002775 C. serotinus Salisb. Cuenca 5

$16-S20 BCU002978 C. serotinus Salisb. Granada 5

$21-S26 BCU003174 C. serotinus Salisb. Ledn 6

S27-S32 BCU002619 C. serotinus Salisb. Valencia 6

$33-S38 BCU002959 C. serotinus Salisb. Huelva 6

CL1-CI8 BCU002963 C. clusii ).Gay Huelva 8

Cl9-Cl15 BCU002960 C. clusii ).Gay Huelva 7

Cli6y Cl17 BCU002961 C. clusii ).Gay Huelva 2

Cl18-Cl24 BCU002964 C. clusii ).Gay Cadiz 7
CI25-CI31 BCU002966 C. clusii J.Gay Cadiz 7

Cl32 BCU002965 C. clusii ).Gay Cadiz 1

V1-V6 BCU003198 C. vernus subsp. vernus (Ker Gawl.) Huesca 6

C+ - C. sativus L. Castilla- La Mancha 1

6.1.2 EXTRACCION DE ADN Y CUANTIFICACION

El ADN fue extraido de tejido foliar congelado a -802C previamente. Se trituraron
finamente 100 mg de tejido mediante un mortero y nitrégeno liquido. El producto
obtenido se reservd en un tubo de 1,5 ml para realizar las extracciones mediante el kit
comercial DNeasy Mini Kit (Qiagen). EI ADN extraido se cuantific6 mediante el
espectrofotémetro JENWAY 6305.

6.1.3 PCR

En un estudio preliminar se probaron los oligonucledtidos OPA-04, OPR-05 y 06, OPL-
11 y 16, y OPK-09 y 15 de Operon Tech, seleccionados por Moraga et al. (2009) en un
trabajo de variabilidad en azafran (Tabla. 19). Finalmente se seleccionaron los cebadores
gue mayor numero de bandas mostraron: OPL-11 y OPL-16. La reaccidon de amplificacién
del ADN mediante PCR se realizé de acuerdo con este mismo trabajo. La mezcla de la
reaccion de 20 ul de volumen final contenia: 2 pl de tampdn de reaccion 10x, 2 ul de
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mezcla de 200 uM de cada dNTPs, 1,6 ul de disolucién 0,4 uM de oligonucleétidos, 1
unidad de Tag DNA polimerasa y 2 pl de extracto de ADN gendmico (con
aproximadamente 10-20 ng de ADN). La concentracién final de Mg*?, como MgCl,, fue de
2,5 mM. En cada reaccion se utilizdé una muestra de C. sativus como control positivo, y un
control negativo, que consistio en todos los reactivos menos ADN.

Tabla. 19. Nombre y caracteristicas de los cebadores descritos por Moraga et al. (2009).

Cebadores Secuencia (5’2 3’) Temperatura de anillamiento (2C)
OPL-11 ACG ATGAGCC 34,7
OPL-16 AGG TTG CAG G 34,7
OPR-06 GTCTACGGCA 34,1
OPR-07 ACT GGCCTG A 36
OPK-09 TGA GCACGAG 35
OPK-15 CTCCTGCCAA 34,1

Las amplificaciones fueron realizadas en un termociclador (iCycler de Bio-Rad) con las
condiciones reflejadas en la Tabla. 20.

Tabla. 20. Condiciones de PCR y numero de ciclos por cada paso

Paso Tiempo (min) Temperatura (°C)
Desnaturalizacion (x1) 2:00 94
0:30 94
Amplificacién (x45) 0:30 Xt
2:00 72
Elongacion final (x1) 10:00 72

X" La temperatura de amplificacion fue diferente para cada par de cebadores (Tabla. 19).

La reproducibilidad y repetitividad de los perfiles de amplificacién fueron comprobadas
para cada cebador utilizado. En los andlisis estadisticos, sdlo se consideraron las bandas
gue se reproducian de forma clara y consistente. En todas las amplificaciones se
introdujeron controles negativos y positivos para descartar posibles anomalias. Todas las
amplificaciones del ADN se realizaron por duplicado.

6.1.4 ELECTROFORESIS

Los fragmentos generados en la amplificacion fueron separados por tamafio en geles
de agarosa al 1,5% en TBE 0,5% (Anejo 7). El marcador de peso molecular utilizado fue
Gene Ruler ™ Ladder Mix (Thermo Scientific). Los geles fueron tefiidos con bromuro de
etidio (0,5 pg/ml) y visualizados por iluminacién con luz UV. Los patrones RAPD fueron
fotografiados, y la imagen fue impresa y grabada en un archivo digital para mas tarde ser
impresa en una impresora HP Photosmart de alta resolucién.
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6.1.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los fragmentos amplificados, identificados por el cebador utilizado y su tamafio en
pares de bases (pb), se contabilizaron como presencia (1) o ausencia (0) de bandas
homoélogas, generando asi una matriz de fenotipos RAPD. Dado que los marcadores RAPD
son dominantes, asumimos que cada banda representaba el fenotipo de un locus bialélico
(Williams et al., 1990).

Se construyeron matrices de 1 y 0 que constituyen los fenotipos RAPD. A partir de esta
matriz se han generado matrices de distancias entre genotipos, empleando el indice de
Dice (1945) mediante el paquete informatico PHYLTOOLS 1.32.
(http://www.plantbreeding.wur.nl). El coeficiente de similitud genética de Dice es

si=2a/(2a+b+c), donde s es la similitud entre dos muestras iy j, a es el nimero de bandas
compartidas, b es el niumero de bandas exclusivas para i, ¢ el nimero de bandas
exclusivas para j y d el nUmero de bandas ausentes en ambas muestras. Esta medida
establece la similitud entre dos muestras considerando el ratio entre bandas coincidentes
y el total de bandas consideradas. Este coeficiente considera como coincidencia la
presencia de la banda en las dos muestras y da doble peso a esta coincidencia. La
fiabilidad de las relaciones determinadas se estimé mediante bootstrapping, generando
100 matrices de similitud.

El método de agrupamiento UPGMA se utilizé para disenar el dendrograma y se
elaboré mediante el paquete informatico PHYLIP (ver apartado 2.3.2. de Material y
Métodos).

6.2 ANALISIS MEDIANTE MARCADORES DE TIPO EPIC

6.2.1 MATERIAL VEGETAL

Las muestras utilizadas en este estudio provienen del Banco de Germoplasma Vegetal
de Cuenca, y corresponden con las mismas entradas utilizadas en el analisis de RAPD.

Este estudio preliminar mediante marcadores de tipo EPIC se realizd con un total de 73
individuos, que incluyen un maximo de tres individuos de cada poblacién por especie, de
las entradas que figuran en la Tabla. 18.

6.2.2 PCR

Para la amplificacion de marcadores tipo EPIC, se emplearon oligonucledtidos
disefiados para azafrdn para una B-caroteno hidroxilasa (BCH) por Castillo et al. (2005)
(Tabla. 21). Los oligonucleétidos wusados (F:TGCACGTTCGGCATCACATCCA; R:
GAACTTCTCCGAGTGGTGGATC) amplifican una regién localizada entre el Intrén | y el
Intron Il del gen. La temperatura de anillamiento utilizada fue de 60,9°C y 57,1°C
respectivamente. Para la PCR se emplearon las condiciones descritas en la Tabla. 21. Las
condiciones de amplificacion se han modificado a partir de las descritas en el trabajo de
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Castillo et al. (2005). Se aumenta la temperatura de anillamiento desde 552C a 602C para
obtener bandas mas especificas (Alcazar, 2013).

Para esta PCR se utilizaron 30 ng de ADN gendmico que se amplificé en un volumen
final de 25 ul, que contenia 10 mM Tris-HCIl, 50 mM KCl, pH 8,3, 1.5 mM MgCl,, 200 uM
de cada dNTPs, 0,6 UM de cada cebador y 1U de Tag DNA polimerasa (ROCHE). Las
amplificaciones fueron realizadas en un termociclador (iCycler de Bio-Rad). En cada
reaccion se utilizé una muestra de C. sativus como control positivo, y un control negativo,
gue consistio en todos los reactivos menos ADN.

Tabla. 21. Condiciones de PCR y numero de ciclos para cada paso (Castillo et al., 2005, con modificaciones de

Alcazar, 2013).

Paso Tiempo (min) Temperatura (°C)
Desnaturalizacion (x1) 2:00 94
0:15 94
Amplificacion (x30) 0:30 60
0:45 72
Elongacion final (x1) 7:00 72

6.2.3 ELECTROFORESIS

Los productos de la PCR se amplificaron en un gel de agarosa al 2% en las condiciones
previamente descritas en el apartado 6.1.4.

6.3 ANALISIS MEDIANTE EL EMPLEO DE MARCADORES MICROSATELITES

6.3.1 MATERIAL VEGETAL

Las muestras utilizadas en este estudio provienen del Banco de Germoplasma Vegetal
de Cuenca, y corresponden con las mismas entradas utilizadas en el analisis de RAPD. No
obstante, el niumero de individuos utilizado es mds reducido y la numeracién de los
individuos no coincide con la utilizada en los andlisis de RAPD.

El estudio preliminar mediante marcadores microsatélites se realizé con 34 muestras
presentes en la Tabla. 18. Se analizaron entre 3-4 individuos de cada poblacién. Estos
individuos se seleccionaron entre las entradas siguientes de cada especie: BCU002992 vy
BCU002969 de C. nevadensis, BCU002987 de C. carpetanus, BCU003198 de C. vernus,
BCU002959 y BCU002775 de C. serotinus, BCU003015 de C. nudiflorus, BCU002960,
BCU002961 y BCU002964 de C. clusii y por ultimo de la especie C. cambessedesii se
muestrearon de las entradas BCU001680 y BCU001685.

6.3.2 PCR

El ensayo se realizd con los pares de cebadores 13, 36, 47, 50, 55 y 62M seleccionados
a partir de los trabajos desarrollados para azafran por Moraga et al. (2009) (Anejo 5) y los
cebadores Cs8, Cs11, Cs20, Cs28, Cs39 y Cs42 descritos por Nemati et al. (2012) (Anejo 6).
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Para la PCR de los cebadores descritos por Moraga et al. (2009) se aplicaron las
condiciones que describen los mismos autores. Se utilizaron 30 ng de ADN gendmico que
se amplificd en un volumen final de 25 pul, que contenia 10 mM Tris-HCIl, 50 mM KCl, pH
8,3, 1,5 mM MgCl,, 200 uM de cada dNTPs, 0,4 uM de cada cebador y 1U de Taq DNA
polimerasa (ROCHE).

Para la PCR de los cebadores descritos por Nemati et al. (2012) se aplicaron las
condiciones descritas por los autores con las modificaciones realizadas por Alcdzar (2013)
para mejorar la amplificacion en las especies silvestres. Se utilizaron 25 ng de ADN
genomico que se amplificé en un volumen final de 15 pl, que contenia 10 mM Tris-HCI, 50
mM KCl, pH 8,3, 2 mM MgCl,, 200 uM de cada dNTPs, 0,4 uM de cada cebadory 1 U de
Tag DNA polimerasa (ROCHE). Ambas amplificaciones fueron realizadas en un
termociclador (iCycler de Bio-Rad).

En cada reaccién se utilizé una muestra de C. sativus como control positivo, y un
control negativo, que consistié en todos los reactivos menos ADN. La reaccion se llevd a
cabo tal y como se describe en la Tabla. 22.

Tabla. 22. Condiciones de PCR y nimero de ciclos por cada paso

Paso Tiempo (min) Temperatura (°C)
Desnaturalizacion (x1) 2:00 94
0:45 94
Amplificacion (x30) 0:45 x*
2:00 72
Elongacion final (x1) 10:00 72

X" La temperatura de amplificacion fue diferente para cada par de cebadores (Anejos 5y 6).

6.3.3 ELECTROFORESIS

Los productos de la PCR se amplificaron en un gel de agarosa al 0,5% en TBE en las
condiciones previamente descritas en el apartado 6.1.4 de Material y Métodos.
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IV. RESULTADOS

1 LOCALIZACION DE LAS DIFERENTES ESPECIES DE CROCUS EN LA
PENINSULA IBERICA

A continuacién, se describe la distribucion geografica de las distintas especies de
Crocus silvestres en el territorio nacional basada, fundamentalmente, en las citas
posteriores a 1980.

1.1 C. NEVADENSIS

La especie C. nevadensis se distribuye por la zona este de la Peninsula Ibérica (Figura
68), desde Pirineos hasta Sierra Nevada (Granada). En la Peninsula Ibérica, las poblaciones
ubicadas en Navarra, Lérida y Huesca son identificadas bajo la subespecie marcetii. Las
localizadas en Albacete, Cordoba, Granada y Jaén son denominadas C. nevadensis, en
sentido amplio.

Crocus nevadensis Amo & Campo

P . e
Localidad Altura (m.s.n.m.)
Navarra: Zona Ceniral y Pirineo 350y 670
Huesca: Ribagorza y Jacetaina 760y 1720
Lérida: Camarasay Solsona 350y 930
Lérida: 8* de Llerés 1550
La Rioja: Lazagurria 400
La Rioja: Los Tomillares y Alcanadro 430
Guadalajara: Villanueva de Alcorcon 1200
Cuenca: Barajas de Melo 670
Cuenca: Ciudad encantada 1400
Valencia: Sierra del Negrete 1000
Albacete: Alcala del Jucar 730
Albacete: 8* de Alcaraz 1150
Albacete: S* Calar del Mundo 1400
Jaén: Megatin 1100
17y 18 Jaén:S* de Seguray 8* de Cazorla 1350y 1550
19y 20 Granada: S* de Huétor y S* Nevada 1800y 2000
Granada: §° de Baza 1700
Cordoba: Carcabuey 600
Murcia: $* de Mojantes 1200
Murcia: 8 de la Muela 1250
Zaragoza: Anento 1000

Figura 68 Distribucion de la especie C. nevadensis, de floracion primaveral, en la Peninsula Ibérica.

Al respecto, hay autores que dicen que la subespecie marcetii es endémica del
Prepirineo espafol, desde Lérida hasta Navarra, mientras que las poblaciones restantes
son de origen ibero-norteafricano (Fernandez-Liencres y Fernandez-Lopez, 1996; Lorda-
Lépez, 2001; Martinez-Labarga y Nogales-Ruiz, 2011).

La mayoria de las citas (155) se localizan en el norte de la Peninsula Ibérica (Navarra
con 116, Huesca con 19 y Lérida con 15). Los puntos de referencia de las provincias
situadas mas al sur (Granada, Jaén, Almeria y Murcia) son mucho menores (21).

1.2 C. CARPETANUS

C. carpetanus se distribuye, principalmente, en lo que se llama el Macizo Herciniano
(Figura 69). Este macizo es un arco de montafas que transcurren por la zona centro y
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centro-oeste de la Peninsula Ibérica, incluyendo el Sistema central y la Cordillera
Cantabrica (Garcia-Rio, 2006).

Crocus carnetaniiBois & Relit. Localidad Altura (m.s.n.m.)
! : \_ e i Pontevedra: Covelo 830
E @,ﬁ- Sk Orense: Barbadas 370
H " Orense: Penagacha 950
H %} - e Orense: S* do Gerez 1500
! . () b 1 . Lugo: Cervantes 1700
; @ : 6.  Asturias: Somiedo 700-1500
: (13) = 7. Leon: Astorga 1000
: @ 4 8. Leon: Leitariego 1500
: e v~ 9. Leon: Montes Aquilanos 1700
: 10. Zamora: Tierra del Vino 850
; @ 11. Zamora: 8 de la Culebra 1000
; N @ 12. Zamora: S* de la Cabrera 1700
H 13. Salamanca: Perefia 700
\ 14. Salamanca: Fuenteliante 720
: @ 15. Salamanca: S* de Francia 700-1300
: 16. lrkvila: S*de la Paramera 1000
; : 17. Avila: $* de Béjar 1350
; A 18. Avila: S* de Gredos 2050
i e '.,’ 19. Madrid: S* de Guadarrama 1200-2100
. T, . 20. Caceres: PN Monfragiie 500
; Sacr’ 21. Caceres: La Vera 750
: 22. Caceres: S* de Gata 600-1200
; 23. Toledo: Montes de Toledo 1000
H 24. Toledo: S* Madrona 900-1200

Figura 69 Distribucion de la especie C. carpetanus, de floracion primaveral, en la Peninsula Ibérica.

Esta especie, es casi endémica de este sistema montafioso, si bien alcanza otras areas
donde también predominan materiales siliceos: S2 Madrona y Montes de Toledo, en
Toledo, y Ciudad Real (Martin-Blanco y Carrasco, 2005). En el Sistema Central, se
encuentran la mayoria de los lugares de localizacién de esta especie (172 puntos de
recoleccion del total de 230), concretamente en la Sierra de Guadarrama (1200- 2100
msnm) y en la Sierra de Gredos (1350-2050 msnm). El mayor nimero de poblaciones se
han localizado en Madrid (110 citas referenciadas): Alameda del Valle, Canencia,
Navacerrada, Horcajo de la Sierra, Montejo de la Sierra, Rascafria, entre otros (Cebolla-
Lozano et al., 1994).

1.3 C. VERNUS

En Espana se tienen referencias de la existencia, principalmente, de una subespecie: C.
vernus subsp. vernus. No obstante, existe una cita que ubica la especie C. vernus subsp.
neapolitanus en los Montes de Ledn (Romero-Rodriguez, 1983), siendo esta la Unica
referencia que existe de esta subespecie en la Peninsula Ibérica.

C. vernus subsp. vernus se distribuye por diferentes valles de la cordillera de los
Pirineos (Figura 70). La provincia donde se ha localizado, mayoritariamente, es Huesca (41
citas posteriores al afio 1991). En esta provincia, se localiza principalmente en los valles
de Pineta (1700 msnm), de Aifiisclo (1700-2150 msnm), d’Anglés (2000 msnm), de
Bujaruelo (1500 msnm) y de Ordesa (1700 msnm) (Benito-Alonso, 2005). Otras citas
referencian poblaciones en la provincia de Gerona (En Vall de Ribes, con una altitud de
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1725-2300 msnm) (Vigo-Bonada, 1983). También en Lérida (Hospital de Viella, 1650
msnm) se han localizado otras poblaciones (Carreras i Raurell et al., 1993).

Crocus vernugL.) Hill

Sk L}

Localidad Altura (m.s.n.m.)
Huesca: Torla 1540-1750
Hueca: Fanlo 1900-2150
Huesca: Puertolas 1720-1985
Huesca: Nocito 1450
Huesca: Sierra de Chia 1900
Lérida: Hospital de Vielha  1610-1650
Lérida: Montanui 1850-2200
Lérida: Baga de Verd 2000
Gerona: Vall de Ribes 1550-2300
Gerona: Puig d’Estela 1800
Gerona: Albanya 1330
Léon: Abelgas 1500-2800

Figura 70 Distribucion de la especie Crocus vernus, de floracion primaveral, en la Peninsula Ibérica. Leyenda: O C.

vernus subsp. vernus, [___| C. vernus subsp. neapolitanus.

1.4 C. SEROTINUSY C. CLUSII

En el inicio de este trabajo, C. salzmanii, C. serotinus y C. clusii eran consideradas
subespecies del mismo taxén, por sus grandes similitudes morfoldgicas y fisiolégicas.
Segun la nueva clasificacién publicada por el CSIC (Guillén, 2014), se reconocen en Espafia
como especies autdnomas con caracteres propios bien diferenciados y distribuciones
geograficas bien definidas, la especie C. serotinus y la especie C. clusii. Este cambio ha
supuesto el considerar el actual C. serotinus como la antigua subespecie salzmanii y el
actual C. clusii, como las anteriores subespecies clusii y subespecie serotinus.

C. serotinus es un endemismo Ibérico- Magrebi que esta ampliamente distribuido por
toda la Peninsula Ibérica (Valdés et al. 1987; Cebolla-Lozano y Rivas-Ponce, 1994; Aafi et
al., 2005; Laliga, 2007). En cambio, C. clusii es endémica de la Peninsula Ibérica, y se
localiza, principalmente en las provincias costeras de Andalucia (Gil, 1985; Pérez-Latorre
et al., 2003; Lépez et al., 2011) (Figura 71).

Muchas son las citas que hacen referencia a la antigua especie C. serotinus, sin
distinguir subespecies. Estas hablan de su localizacién en zonas costeras de Galicia,
cordillera Cantabrica, el Sistema Central, los Montes de Toledo y Sierra Nevada (En la
Figura 71 se representa como un triangulo) (Cebolla-Lozano et al., 1994; Camafio et al.,
2005, Pino-Pérez et al, 2009). El hecho de que C. clusii, haya sido referenciada
Unicamente en Andalucia, salvo una excepcion, que es la localizacién de siete poblaciones
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proximas en los Montes de Ledn (Romero-Rodriguez, 1983), hace pensar que, con una
alta probabilidad, se trate de lo que actualmente se clasifica como C. serotinus.

Un amplio estudio del género Crocus en Andalucia representa las distribuciones de C.
clusii (morfolégicamente similar al anterior C. serotinus subsp. serotinus) en las zonas
arenosas costeras del sur-oeste de Andalucia, en la costa atlantica de las provincias de
Huelva y Cadiz (Gil, 1985; Valdés et al., 1987). En este mismo estudio, otras poblaciones
de C. serotinus subsp. clusii se ubican en las zonas costeras mediterraneas de suelos
pedregosos y acidos de Cadiz. Hay que afiadir a esta descripcion, dos citas que han
identificado esta especie en la Sierra de San Andrés, justo en los limites entre la provincia
de Ciudad Real y Jaén (Hervas-Serrano, 2000; Fernandez-Garcia-Rojo, 2006), y una
poblaciéon descrita en la Sierra de Aracena, en Huelva (Rivera y Cabezudo, 1985) (Figura 71).

C. serotinusSalish. yC. clusiiJ. Gay

il ; i, T ,
f ik - ‘._ 7 4 L Localidad Altura (m.s.n.m.)

" / b AL A M 1y2 Pontevedra: Vigo y Fonelos de Montes 15y 830
_‘@& @ 4 . | 3y4 LacCoruia:S*aCapeladay EL Ferrol 60 y 115
b Fis. & - ¢ 4 5y6 Lugo: 8? del Xistral y S* do Courel 716 y 1000

- = - 7y8 Orense: Allariz y A Gudifa 500 y 1050
-4 9y 10 Cantabria: Campoo de Yuso y de Suso 1050 y 1850
3 1" Leon: Embalse Rio Luna 1500-1900
12y 13 Ledn:S%de la Cabreray Majia 1200 y 1800

S R Palencia: Cerro Valdenués 1500

| 15y 16 Burgos:La Loray Valle de Mena 950 y 1340

7 17 y 18 Soria: Quintanay Vinuesa 980 y 1107

19 Salamanca: Guijuelo 920

20 Avila: Navalperal de Linares 1320

21y 22 Madrid: Chinchén y S? Guadarrama 650 y 1800

23 Cuenca: Barajas de Melo 707

24 Caceres: PN. Monfragiie 310 y 350

25 Ciudad Real: P.N. Cabaferos 800

26 Ciudad Real: Campo de Calatrava 800
27y 28 Albacete: Motillejay S* Calar del Mundo 650 y 1200

29 Valencia: Pico Caroche 900-1050

30 Alicante: Subsector Alcoyano-Dianense 12-1300
31y32 Cordoba:Las Escalonias y Pico Bermejo 150 y 800

33y 34 Jaén: Vilches y S Segura 500 y 1300

35 Jaén: §* de San Andrés 600 - 1000

36 y 37 Granada: PN S* Baza y PN S° Nevada 1980 y 2500

38y 39 Huelva: Almontey S* Aracena 100 y 600

40 y 41 Malaga: Almogiay PN S® Tejeda 400 y 1400

42 y 43 Cadiz: Chiclana y Grazalema 30y 800

44y 45 Cadiz: S de Algeciras y S* del Aljibe 760 y 1092

Figura 71 Distribucidn de las especies C. serotinus y C. clusii, de floracion otofial, en la Peninsula Ibérica. Leyenda: A

C. serotinus o C. clusii, O C. serotinus, |:| C. clusii

Madrid es la provincia en las que mayor niumero de poblaciones se han identificado de
C. serotinus (91 citas). Ciudad Real y Alicante presentan el mayor numero de poblaciones
localizadas de C. serotinus (23 y 27 citas respectivamente). C. clusii sélo ha sido citado en
13 ocasiones (14 poblaciones).

1.5 C. NUDIFLORUS

C. nudiflorus se localiza, principalmente, en la zona norte de la Peninsula Ibérica
(Cordillera Cantabrica y Pirenaica) (Figura 72). Atendiendo al nimero de citas, en los
Pirineos y sus proximidades se han realizado el mayor numero de identificaciones de
estas flores, 212 de un total de 258. Las provincias mas representativas son Navarra,
Huesca y Gerona.
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En Navarra, se han localizado poblaciones en el Pirineo desde una altura de 480 a
1700 msnm (Lorda-Lépez, 1989). En Huesca, se han encontrado en diferentes valles: Valle
Pineta, Valle Bujaruelo y Valle Afiisclo, con altitudes que oscilan entre los 1650 y los 2380
msnm (Benito-Alonso, 2008). En Gerona, se han encontrado en distintas localidades de la
Vall de Ribes, a altitudes de 1150 hasta 1900 msnm (Vigo-Bonada, 1983). La cordillera
Cantdbrica, los Montes Vascos, la Sierra de la Demanda y los Picos de Urbidn presentan el

resto de localizaciones (Navarro-Sanchez, 1986; Medrano-Moreno, 1987; Sanchez vy
Valdeolivas, 1995).

Crocus nudiflorus Sm.

Localidad Altura (m.s.n.m.)
Pontevedra: Isla de Ons 100
La Coruiia: Cedeira 540
Lugo: Liber y $*de los Ancares 450y 1700
Asturias: §* del Sueves y Picos de Europa 450y 1630
Cantabria : Camargo y La Calzada 40y 150
Vizeaya: Orduiia y Montes Vascos 650y 800
Guipiizcoa: Hernani y Legazpia 320y 870
Alava: Lecida de Ia Oca ¥ 5" de kodes 550y 1100
Navarra: Centro y Pirineo Navarro 800y 1100

Huesca: Aisay PN de Ordesa - Monte Perdido 1800y 2180
Lérida: Hospital de Vielha y P.N. Aigiiestortes 610y 2500

Gerona: Salines y Vall de Ribes 800y 1750
Barcelona; Bergueda 1500y 2000
Ledn: Picos de Europa 1000y 2000
Palencia: §* Pefia Labra 1220
Burgos: La Lora y §* de Neile 920y 1160
La Rioja: $* de la Demanda 1100
La Rioja: Tierra de Cameros 1900
Soria: §* de la Cebollera y Picos de Urbion 1500y 1700
Zamora: Otero de Bodas 850
Ciudad Real: La Atalaya y Lagunas de Ruidera 670y 800
Milaga: Sierra Gorda 1140

Figura 72 Distribucion de la especie C. nudiflorus, de floracion otofial, en la Peninsula Ibérica.

Siendo de mas relevancia la presencia de esta especie en la zona norte de la Peninsula,
cabe citar tres referencias de poblaciones fuera del area habitual de distribucién de la
especie, incluso en la mitad sur de la Peninsula: Zamora (en Otero de Bodas, citada por
Gutiérrez Garcia en 1998), Ciudad Real (La Atalaya y Lagunas de Ruidera, identificadas por
Pablos-Alcaraz en 2004 y por Martin-Blanco y Carrasco en 2005) y Malaga (en Sierra
Gorda, citada por Pérez Latorre et al. en 2009). Contrasta con estas citas el comentario de
un autor que dice que esta especie se distribuye Unicamente por la Cordillera Cantabrica
y Pirenaica (Barra, 1982).

1.6 C. CAMBESSEDESII

La especie C. cambessedessii es un endemismo de las Islas Baleares. Las citas
encontradas que referencian su localizacién, posteriores al afio 1980, son 22. Las
poblaciones encontradas se ubican principalmente en las islas de Mallorca (12) y Menorca
(9) (Alomar et al., 1982; Moreno-Saiz y Sainz-Ollero, 1997; Castro y Rosselld, 2006). Esta
planta se puede encontrar cerca de la playa e incluso a mayores altitudes en la Sierra de
la Tramontana (1350 msnm) (Figura 73).
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Crocus cambeyssedesii J. Gay

e ISLAS BALEARES
- ':/5;;,}—.2 ’ pr . @
' AR | @ ®©
Localidad Altura (m.s.n.m.) @

1 Ibiza: San Antonio 30

2 Mallorca: Isla Sa Dragonera 10 -100

3 Mallorca: Marina de Llucmajor 20 - 100

4 Mallarca: PN de Llevant 30

5 Mallorca: Pollenga 100

6 Mallorca: Escorca 1350

T Menorca: Cala en Blanes 20

8 Menorca: Algayarens 10

9 Menorca: Mahon 30

Figura 73 Distribucion de la especie C. cambessedesii, de floracién otofial, en la Peninsula Ibérica.

2 ENTRADAS DE CROCUS SILVESTRES ESPANOLES COLECTADAS Y
MANTENIDAS EN EL BANCO DE GERMOPLASMA VEGETAL DE CUENCA.

Los materiales de Crocus silvestres espafioles que han servido de base para el
desarrollo de los diferentes estudios realizados en esta tesis doctoral, proceden de las
expediciones realizadas durante 5 afios por personal del CIAF de Albaladejito,
Departamento de Biologia Vegetal de la Universidad Politécnica de Valencia e Instituto de
Desarrollo Regional de la Universidad de Castilla — La Mancha, en el marco de los
proyectos nacionales coordinados INIA RF2004-00032-C03, INIA RF2008-00012-C03 v el
europeo 018-AgriGenRes. En estas expediciones se han recogido un total de 112
entradas. Las entradas que se incluyen en este apartado son 60 y constituyen una
muestra representativa de la distribucion de este género en Espaia (Tabla 23 y Tabla 24).
La especie primaveral C. nevadensis esta representada por 24 entradas de Pirineos, del
Sistema Ibérico y de la Cordilleras Béticas. C. carpetanus, especie primaveral también,
estd representada por 10 poblaciones procedentes de la Orense, Sierra de Gredos (Avila)
y Somosierra (Madrid). La recoleccion de C. vernus, de floracion primaveral tardia y
efimera, fue muy compleja, como también lo es su mantenimiento, por lo que no todos
los materiales colectados se han podido conservar finalmente en el BGV de Cuenca (Tabla
23y Figura 74).
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Figura 74 Aspecto de las flores de las diversas especies silvestres espafiolas del género Crocus. 1) C. nevadensis; 2) C.

carpetanus; 3) C. vernus; 4) C. serotinus; 5) C. nudiflorus; 6) C cambessedesii.

La especie otofial C. serotinus esta representada con 22 entradas. Se colectaron 8
poblaciones de la especie C. clusii en el sur de Andalucia, en Cadiz (Chipiona y Puerto
Real) y en Huelva (Dofiana y Aracena). Se han estudiado las tunicas y se observa
claramente que no corresponden con la especie C. serotinus, ya que presentan tunicas
reticuladas. Se realizdé una jornada de colectas en la Cordillera Cantabrica con el objetivo
de encontrar C. clusii, tal y como citaba la bibliografia, pero tras estudiar el material
colectado, no se ha llegado a una conclusién firme de que pueda tratarse de esta especie.
Otra especie otofial, C. nudiflorus esta representada por 17 poblaciones recolectadas en
las provincias: Huesca, Lérida, La Rioja y Burgos. Aunque se cita en la bibliografia, en las
jornadas de colectas a los Montes de Ledn no se encontraron individuos de esta especie.
El endemismo Balear C. cambessedesii, especie de floracién otofal tardia, esta
representada por cuatro entradas localizadas en la isla de Mallorca (Tabla 24).
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En las Tabla 23 y Tabla 24 se muestra la correspondencia de las poblaciones
referenciadas en la bibliografia con las entradas presentes en el BGV de Cuenca. En
ocasiones, se han encontrado poblaciones en lugares donde no se habian citado antes. En
estos casos se indica la provincia y la poblacion dénde se localizaron.

Tabla 23 Entradas conservadas en el BGV de Cuenca de especies espaiolas del género Crocus de floracion primaveral.

Correspondencia entre las poblaciones de referencia bibliogrdfica y el nimero de entrada del BGV de Cuenca. Cuando
no se indica el nimero de poblacion de referencia es porque su localizacién no se ha descrito con anterioridad.

ESPECIES POBLACIONES DE REFERENCIA ENTRADAS COLECTADAS
1. Navarra BCU002697, BCU002698
3. Huesca BCU002992, BCU002993, BCU002994
5. Lérida BCU002988, BCU002989, BCU002990
10. Cuenca BCU002693, BCU002694
Crocus .
. Cuenca: Motilla del Palancar BCU002355, BCU002356, BCUO02359
nevadensis
Cuenca: Olmeda del Rey BCU002871, BCU002969
12. Valencia BCU001742, BCU001743, BCU0O01744
18. Jaén BCU002980, BCU002981, BCU002982
20. Granada BCU002976, BCU002977, BCU002979
3.0rense BCU002696
Crocus 18 Avila BCU002835, BCU002836, BCU002837,
carpetanus ’ BCU002838, BCU003192
. BCU002971, BCU002972, BCU002973,
19.Madrid BCU002974
Crocus vernus 1. Huesca BCU002935, BCU003198
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Tabla 24 Entradas conservadas en el BGV de Cuenca de especies espaiiolas del género Crocus de floracion otonal:
Correspondencia entre las poblaciones de referencia bibliogrdfica y el nuimero de entrada del Banco de Germoplasma
de Cuenca. Cuando no se indica el nimero de poblacion de referencia es porque su localizacion no se ha descrito con
anterioridad.

ESPECIES POBLACIONES DE REFERENCIA ENTRADAS COLECTADAS
La Corufia: Mazaricos BCU002741
i BCU003172, BCU003173, BCU0O03179,
11. Ledn
BCU003181
15. Burgos BCU003177, BCU003175
21. Madrid BCU002975
23. Cuenca BCU002970, BCU002775
. Toledo: Mesas de Ocafia BCU001704, BCU0O01705
Crocus serotinus
27. Albacete BCU002740, BCU002742
26. Ciudad Real BCU002685, BCU002686,
29. Valencia BCU002618, BCU002619
Jaén: Sierra de Cazorla BCUO001655, BCU001657
37. Granada BCU002978
38. Huelva BCU002959
BCU002960, BCU002961, BCU002962,
39. Huelva
BCU002963
Crocus clusii
o BCU002964, BCU002965, BCU002966,
42. Cadiz
BCU002967
27. Burgos BCUO003176
28. La Rioja BCU002776, BCU002777, BCU002779
29. La Rioja BCU003123
Crocus nudiflorus Huesca: Sierra de Guara BCU003000, BCU0O03001
18. Huesca BCU002735, BCU002736

BCU002556, BCU002557, BCUO02558,

Huesca: Benasque
BCU002559, BCU002944

20. Lérida BCU002737, BCU002738, BCU002739
5. Mallorca BCU001683
Crocus
. 4. Mallorca BCU001680, BCU001682
cambessedesii
6. Mallorca BCU001685

A continuacién, se expone de forma mas extensa una descripcion del ambiente en el
que las entradas de cada especie fueron colectadas. Se muestran los mapas de la
distribucién para cada especie de Crocus silvestre, donde se indican las poblaciones de
referencia segun las citas bibliograficas y las colectadas, que son mantenidas en el BGV de
Cuenca. En los mapas se han representado las poblaciones muestreadas con aros que
engloban las poblaciones de referencia, que son las poblaciones de las citas bibliograficas.
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3 CARACTERIZACION DEL AMBIENTE FORESTAL DE LAS DIVERSAS
ESPECIES ESPANOLAS DEL GENERO CROCUS.

Las especies espafiolas del género Crocus se localizan frecuentemente en estaciones
montafiosas, si bien también podemos encontrar algunas poblaciones de especies de
floracion otofial cerca de zonas costeras. En el ambiente forestal, se encuentran en
prados o pastizales de naturaleza efimera, con agostamiento estival y, generalmente,
fuera de la sombra de los arboles. No se suelen localizar en los prados de siega, pues la
mayor altura de las plantas integrantes de esta comunidad supone una competencia por
la luz y nutrientes que termina por desplazar a los representantes del género Crocus.

La mayoria de los suelos donde se desarrollan las distintas especies de Crocus son
litosoles, con una cantidad de materia orgdnica disponible muy limitada. Quizas por este
motivo, las distintas especies de este género estan asociadas -en mayor o menor medida-
a la presencia de deyecciones de animales. También es posible que los rumiantes que
pastan en estos lugares, coman las capsulas llenas de semillas, y actien como agentes
dispersores de las semillas no destruidas a su paso por el tracto digestivo.

Veremos, a continuacion, la distribucidn particular de cada una de las especies:
3.1 CARACTERIZACION DEL AMBIENTE EN QUE SE HA COLECTADO C. NEVADENSIS

C. nevadensis es una especie ampliamente distribuida en el este de Espafia, de norte a
sur (Figura 75). Ha sido localizada en prados y pequefios herbazales efimeros
correspondiente a la Clases: a) Thero-Brachypodietea Br.-Bl. 1947, que se corresponde
con zonas subestépicas de pequefias gramineas anuales de ambientes secos o semiaridos,
y b) Festuco-Brometea Br.-Bl. & R. Tx. 1943 que agrupan los pastizales mesoxerofilos o
mesofilos, ricos en hemicriptoéfitos cespitosos de pequena talla, que se desarrollan sobre
sustratos bdsicos. No obstante, hay que sefalar que esta especie también se ha
encontrado, en alguna ocasién, creciendo sobre suelos siliceos.

Se han recolectado 24 poblaciones localizadas en la vertiente mediterrdnea,
incluyendo las siguientes provincias: Navarra, Huesca, Lérida, Cuenca, Valencia, Granada y
Jaén.

En las entradas que se recolectaron en Huesca el estrés predominante es el frio. La
entrada BCU002992 se recolectd en Biasaurri (1018 msnm) sobre material siliceo y suelo
pardo, pedregoso y humedo (Figura 76.1). La vegetacién tipica de montafia estaba
formada por bojs (Buxus sempervirens), pino rojo (Pinus sylvestris), hayas (Fagus spp.),
quejigos (Quercus faginea) y alguna encina (Quercus ilex). Las poblaciones de Jaca se
colectaron cerca de la localidad de Atarés (700 msnm), sobre suelo calizo y muy
pedregoso (BCU002993 y BCU002994). Las muestras se colectaron en una zona poblada
por un robledal cerrado (Quercus spp.), brezos (Erica spp.), aliagas (Genista spp.) y
guejigares (Quercus faginea), como también diferentes especies de briéfitos. Estas dos
localidades estan proximas a Pirineos y presentan clima lluvioso con inviernos muy frios.
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Crocus nevadensidmo & Campo
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Localidad Alta (m.s.n.m.)

Navarra: Zona Central y Pirineo 350y 670
Huesca: Ribagorza y Jacetaina 760y 1720
Lérida: Camarasa y Solsona 350y 930
Lérida: S2de Llerés 1550
La Rioja: Lazagurria 400
La Rioja: Los Tomillares y Alcanadro 430
Guadalajara: Villanueva de Alcorcén 1200
Cuenca: Barajas de Melo 670
Cuenca: Ciudad encantada 1400
Valencia: Sierra del Negrete 1000
Albacete: Alcala del Jucar 730
Albacete: S2 de Alcaraz 1150
Albacete: S2 Calar del Mundo 1400
Jaén: Megatin 1100
Jaén: S2de Seguray S2de Cazorla 1350y 155
Granada: S2de Huétor y S2 Nevada 1800y 200(
Granada: S2de Baza 1700
Coérdoba: Carcabuey 600
Murcia: S2 de Mojantes 1200
Murcia: S2 de la Muela 1250
Zaragoza: Anento 1000

=]

Figura 75 Mapa de distribucion de las especies de C. nevadensis , de floraciéon primaveral, en la Peninsula Ibérica y

localidades colectadas. Leyenda: @Poblaciones de referencia, OPoblaciones colectadas

Los materiales procedentes de Lérida se colectaron en diversas localidades. Se

identifico una poblacion en la localidad de Camarasa (BCU002988), sobre un suelo

pedregoso y con materiales yesosos. El monte mediterrdneo estaba formado por enebros

(Juniperus spp.), romero (Rosmarinus officinalis), tomillo (Thymus vulgaris), aliagas

(Genista spp.), encinas (Quercus ilex), robles de hoja pequefia (Quercus faginea), y

narcisos (Narcissus spp.). También se colectd material en Ager y en Vilanova Meia

(BCUO02989 y BCU002990 respectivamente), en una ladera con bosque mediterraneo

continental formado por bojs (Buxus sempervirens), romero (R. officinalis), salvia (Salvia

officinalis), tomillo (T. vulgaris), aliagas (Genista spp.), encinas (Quercus ilex), coscoja

(Quercus coccifera), violetas (Viola spp.). Estas dos localidades se encuentran mads

proximas a Pirineos y a mayor altitud (780-880 msnm, respectivamente) que Camarasa,

por lo que alli el clima es mas fresco y lluvioso. En las tres, el estrés dominante es el frio

invernal.

En la provincia de Cuenca se recolectaron en tres localidades distintas: Altomira,
Motilla del Palancar y Olmeda del Rey. Las entradas de Motilla del Palancar (BCU002355,
BCU002356 y BCU002359) se colectaron sobre un suelo muy pedregoso cubierto por

diferentes especies de matorrales basofilos. La zona presenta un suelo pardo-calizo

poblado con encinares (Quercus ilex), alcornocales (Quercus suber), coscojares (Quercus

coccifera), acebuchales (Olea europaea var. sylvestris) y romeros (R. officinalis). Las
entradas recogidas en la Sierra de Altomira (BCU002693 y BCU002694) a 1150 msnm se
localizaron sobre un suelo de naturaleza calco-dolomitica. Es una zona arida cubierta

mayoritariamente por bosques y matorrales mediterraneos, dominando el paisaje los
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pinares de pino carrasco (Pinus halepensis), matorrales de sabina negral (Juniperus
phoenicea, Buxo-Juniperetum phoeniceae y Rhamno lycioidis-Juniperetum phoeniceae) y
romerales termofilos (Cistus clusii-rosmarinetum) (Figura 76.2).

Las poblaciones que se colectaron en el término de Olmeda del Rey (BCU002871 vy
BCU002969), se encontraron en una planicie y en las orillas de una pista forestal préxima
a unas parcelas cultivadas con almendros (1100 msnm). El suelo es calizo y pedregoso
poblado con pino negral (Pinus nigra), roble quejigo (Quercus faginea), coscoja (Quercus
coccifera), pinsapares (Abies pinsapo) y sabinas albares (Juniperus thurifera). El estrés
caracteristico de estas zonas es el calor estival y la sequia.

Las entradas BCU002976, BCU002977 y BCU002979 procedentes de Granada, Sierra
Nevada, se colectaron a una altura entre 1600 y 1800 msnm. En estas localizaciones el
verano es seco y cdlido y el invierno frio. El estrés predominante de la zona es el frio
invernal pero también la sequia estival. El material se localizé sobre un suelo pardo-calizo.
Las plantas aparecieron a la sombra de pinos (Pinus sylvestris), y otros pinos de hoja mas
corta, roble melojo (Quercus pyrenaica), y encinas (Quercus spp.) principalmente, y
matorral mediterrdneo formado por majuelos (Crataegus monogyna), merenderas
(Colchicum montanum) y erizones (Echinospartum horridum) (Figura 76.3).

Las entradas localizadas en Jaén, se recolectaron en la Sierra de Cazorla, a una altitud
de 1100-1300 msnm. Las condiciones climaticas de Jaén son similares a las de Granada.
En estas localizaciones el verano es seco y céalido y el invierno frio. El suelo en ambas
localizaciones es pardo-calizo y pedregoso. Las procedentes de Quesada (BCU002980 vy
BCU002982) se colectaron sobre una ladera con mucha pendiente y vegetacion formada
por majuelos (Crataegus monogyna), pinos (Pinus spp.), encina (Quercus spp.), coscojares
(Quercus coccifera), alcornocales (Quercus suber) y acebuches (0. europaea var.
sylvestris) (Figura 76.4). La entrada prospectada en el paraje denominado “EL Chorro”
(BCUO02981) se encontré sobre un terreno muy rocoso y con mucha pendiente. La
vegetacién acompafante estaba formada por pino laricio (Pinus nigra), coscojares
(Quercus coccifera), y diferentes especies de matorral mediterraneo como el espliego
(Lavandula ssp.).
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Figura 76 Ambiente forestal en el que se han colectado las especies C. nevadensis y C. carpetanus. 1) C. nevadensis en
Basaurri (Huesca, BCU002992); 2) C. nevadensis en la S2 de Altomira (Cuenca, BCU002694); 3) C. nevadensis en S¢
Nevada (Granada, BCU002977); 4) C. nevadensis en $2 de Cazorla (Jaén, BCU002982); 5) C. carpetanus en Robregordo
(Madrid, BCU002972); 6) C. carpetanus en Montejo de la Sierra (Madrid, BCU002971); 7) C. carpetanus en Montejo de
la Sierra (Madrid, BCU002971); 8) C. carpetanus en Navarredonda de Gredos (Avila, BCU003192).
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Las entradas procedentes de Valencia aparecieron en zonas de verano seco y fresco e
invierno frio, siendo el frio y la sequia estival los estreses dominantes. Las tres
localizaciones presentan un suelo pardo-calizo. Una poblacién se recolectd en el término
de Cofrentes (BCU001742,) en una colina a 735 msnm en las Hoces del Cabriel. Se localiz
la muestra en un pastizal, de una etapa de sustituciéon del encinar, con romero (R.
officinalis), tomillo (T. vulgaris) y aliaga (Ulex parviflorus). Otras las poblaciones
(BCU0O01743 y BCU001744) se recolectaron en la Sierra de Negrete (Utiel) a 1180 msnm,
en un monte bajo de encinar con gamén (Asphodelus racemosus) y erizén (Erinacea
anthyllis).

Dos entradas se colectaron en Navarra (BCU002697 y BCU002698), sobre un suelo
pardo-calizo. Estas zonas presentan un verano seco y fresco, y un invierno frio, como las
localidades valencianas donde se localizan los ejemplares recolectados. La primera de las
localidades es Artajona. En este paraje la vegetacidn es un encinar-pinar, con sotobosque
de coscojas, y en las zonas mas bajas de este lugar, la vegetacién es un romeral ralo
(perteneciente a Rosmarinetea officinalis), enriquecido por la presencia de aliagas
(Genista scorpius), gamoén blanco (Asphodelus albus) y dactilo (Dactylis glomerata). La
segunda de las localidades donde se recolectaron ejemplares de Crocus fue en el término
de Lazagurria. El estrés dominante es el frio y la sequia estival. La altitud de la ubicacién
se estimd entre 600-700 msnm.

3.2 CARACTERIZACION DEL AMBIENTE EN QUE SE HA COLECTADO C. CARPETANUS

C. carpetanus es una especie acidéfila, que se encuentra en el centro y noroeste de
Espafia (Figura 77). Se desarrolla exclusivamente sobre sustratos originados a partir de
rocas graniticas, o esquistos, ocupando los espacios abiertos en los melojares de la
Subalianza Quercenion pyrenaicae Rivas-Martinez 1975, perteneciente a la Clase Querco-
Fagetea Br.-Bl. & Vlieger 1937.

Se han recolectado 10 poblaciones en diferentes localidades: en Orense, en Avila, en
diferentes puntos de la Sierra de Gredos, y en Madrid, en Somosierra. Las entradas
prospectadas en Avila, en la Sierra de Gredos, a una altitud de 1651 a 1779 msnm, crecen
en un clima de montafia moderado, dénde el frio es el estrés dominante. Las entradas
BCU002835, BCU002836 y BCU002837 se colectaron en diferentes puntos del Puerto de
la Pefianegra (Santiago del Collado), las poblaciones BCU002838 y BCU003192 fueron
colectadas en San Martin de la Vega del Alberche (Piedrahita) y la entrada BCU003192 fue
colectada en Navarredonda de Gredos (Figura 76.8). En las tres localizaciones, los cormos
se recolectaron sobre material compuesto por granito y esquistos, con una elevada
humedad edéfica y abundante materia organica. El monte estaba formado por cervunales
(Nardus stricta) como formador de estos céspedes, acompaiiado por diferentes plantas
gramineas como también el piorno serrano (Cytisus balansae), encina dulce (Q.
rotundifolia), abedules (Betula spp.) y un bosque de rebollos (Quercus pyrenaica).
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Crocus carpetanuois & Reut.

: e Localidad Altura (m.s.n.m.)
L 1. Pontevedra: Covelo 830
g 2.  Orense: Barbadas 370
3. Orense: Penagacha 950
4. Orense: S2 do Gerez 1500
5. Lugo: Cervantes 1700
6.  Asturias: Somiedo 700-1500
7. Leodn:Astorga 1000
8. Leodn: Leitariego 1500
9. Leodn: Montes Aquilanos 1700
10. Zamora: Tierra del Vino 850
11. Zamora: S@ de la Culebra 1000
12. Zamora: S@ de la Cabrera 1700
13. Salamanca: Perefia 700
14. Salamanca: Fuenteliante 720
15. $alamanca: S2 de Francia 700-1300
. 16. Avila: S2de la Paramera 1000
"-ﬁ"‘” 17.  Avila: S de Béjar 1350
o o, WFFNEED 18. Avila: S®de Gredos 2050
% . o 19. Madrid: S®de Guadarrama 1200-2100
g & "' N 20. Céceres: PN Monfragiie 500
3 . 21. Céceres:La Vera 750
L A L o 22. Chéceres: S@ de Gata 600-1200
: 23. Toledo: Montes de Toledo 1000
24. Toledo: S2 Madrona 900-1200

Figura 77 Distribucion de las especies de Crocus carpetanus, de floracién primaveral, en la Peninsula Ibérica y

localidades colectadas. Leyenda: @Poblaciones de referencia, O Poblaciones colectadas.

La entrada BCU002696 se recolecté Orense, en la localidad de Requias (Muifios), en la
Sierra del Sures a 1100 msnm. El clima de esta region es templado lluvioso con inviernos
frios, siendo el frio el estrés dominante. El suelo estd dominado por estructuras graniticas
compuestas, principalmente, por cuarzos, feldespatos y micas. La vegetacidén prdoxima
estaba formada por amplios matorrales con algunos endemismos como el lirio de monte
(Iris boissieri). Robledales y elementos mediterraneos de alcornoques (Quercus suber),
madrofio (Arbutus unedo), pino silvestre (Pinus sylvestris), tejo (Taxus baccata), pino
pifionero (Pinus pinea) y roble melojo (Quercus pyrenaica), también formaron parte del
entorno de la zona de colecta.

Cuatro entradas de C. carpetanus se colectaron en Madrid en Somosierra. El clima en
esta zona es templado de veranos secos y frescos e invierno frio, siendo el frio el estrés
dominante. La entrada BCU002971 se colect6 en la Dehesa de Montejo de la Sierra (1242
msnm). La zona es un robledal de Quercus pyrenaica sobre suelo arenoso procedente de
la descomposicion de esquistos (acido). Esta presenta el lastén (Brachypodium retusum)
como cespitosa (Figura 76.6 y Figura 76.7). Tres entradas (BCU002972, BCU002973 vy
BCU002974) se colectaron de zonas diferentes de la Acebeda de Robregordo, a una
altitud de 1356 a 1468 msnm. Se trata de una acebeda con llex aquifolium y algun

ejemplar de melojo (Quercus pyrenaica) sobre suelo acido de humus mull forestal (Figura
76.5).

3.3 CARACTERIZACION DEL AMBIENTE EN QUE SE HA COLECTADO C. VERNUS
C. vernus es una especie que se encuentra en el noreste de Espafia (Figura 78),

asociada con elevada frecuencia a las deyecciones de rumiantes. Coloniza gleras junto con
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gramineas y hemicriptéfitos de pequefio porte, constituyendo la vegetacion pionera de
estos prados en pendiente, denominada Poo ligulatae-Festucetum hystricis (Font Quer
1954) 0. Bolos 1962. Las 2 entradas de C. vernus han sido recolectadas en la provincia de
Huesca, en Pirineos.

Una de las entradas se recolectd en Aragiiés del Puerto (Jaca), en los Llanos de Lizarra
(BCUO02935). La altitud de la zona de colecta fue de 1581 msnm. El clima es de montafia
con inviernos muy frios y veranos frescos, siendo el frio invernal el estrés dominante. Los
ejemplares de Crocus se localizaban en un pastizal con herbazales supramediterraneos y
oromediterraneos desarrollados sobre sustratos humiferos, dénde se da una rapida
descomposicion de gramineas y ciperaceas. Se observd abundante pedregosidad
superficial originada por la alteracién de rocas calcareas disgregadas debido a los
fenédmenos de crioturbacion. En las inmediaciones la vegetacién arbolada esta compuesta
por acebo (/lex aquifolium), pino negro (Pinus uncinata) y tejo (Taxus baccata) (Figura 79).
Algunos de los ejemplares colectados en esta zona correspondieron a C. nudiflorus.

Crocus \(ernus{L.) Hill

£

N b
* it
& P
/ Localidad Altura (m.s.n.m.)
< | 1 Huesca:Torla 1540-1750
] 2. Hueca: Fanlo 1900-2150
3.  Huesca: Puertélas 1720-1985
4. Huesca: Nocito 1450
t 5. Huesca: Sierra de Chia 1900
= 6. Lérida: Hospital de Vielha  1610-1650
7 7.  Lérida: Montanui 1850-2200
Vo SR 8. Lérida: Bagade Verd 2000
e I ’#":.n - 9. Gerona: Vall de Ribes 1550-2300
L ik g e 10. Gerona: Puig d’Estela 1800
7 11. Gerona: Albanya 1330
12. Léon:Abelgas 1500 -2800

Figura 78 Distribucién de Crocus vernus, de floracién primaveral, en la Peninsula Ibérica y localidades colectadas.
Leyenda IO C. vernus subsp. vernus, |:| C. vernus subsp. neapolitanus. Leyenda 2:@ Poblaciones de referencia,O

Poblaciones colectadas.
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Figura 79 Ambiente forestal en el que se han colectado las especies C. vernus. 1) C. vernus en Llanos de Lizarra en
Jaca (Huesca, BCU002935); 2) C. vernus en Llanos de Lizarra en Jaca (Huesca, BCU002935); 3) C. vernus en Refugio de

Boyeros en Jaca (Huesca, BCU003198); 4) C. vernus en en Refugio de Boyeros en Jaca (Huesca, BCU003198).

Otra entrada fue recolectada en Refugio de Boyeros en el Valle de Aisa en Jaca
(BCUO03198). La altitud de la zona de colecta fue de 1560 msnm. El clima es de montafia
con inviernos muy frios y veranos frescos, siendo también el frio invernal el estrés
dominante. La comunidad donde se recoge la muestra es un cervunal pisoteado, con
regaliz de montafia (Nardo trifoliatum), llantén mediano (Plantago media),
quitameriendas (Merendera pyrenaica) y castafia de tierra (Conopodium majus) (Figura
79).

3.4 CARACTERIZACION DEL AMBIENTE EN QUE SE HA COLECTADO C. SEROTINUS Y C.
CLUSII

C. serotinus es una especie de amplia distribucidon en Espaia (Figura 80) que coloniza
tanto sustratos acidofilos (como por ejemplo en la provincia de Huelva), como sustratos
ricos en bases (como sucede en la Comunidad Valenciana). Se ha localizado en zonas
aclaradas de pinares, formando parte de la comunidad de Tuberarietea guttatae Br.-Bl.,
1952 em. Rivas-Martinez, 1978, concretamente en la asociacién Saxifrago tridactylites-
Hornungietum petraeae lzco, 1974, que es una formacidon de terdfitos efimeros de
pequeiia talla, indiferente por la naturaleza del sustrato. En general, ocupa estaciones
pedregosas y poco nitrificadas, en la que no existe practicamente competencia con las
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plantas vivaces. Sin embargo, C. clusii es una especie observada Unicamente en el sur de
la Peninsula Ibérica, en Huelva y Cadiz (Figura 80), que coloniza sustratos acidéfilos.

Se han recolectado 22 poblaciones de la especie C. serotinus y 8 de la especie C. clusii,
ambas especies distribuidas en 23 localidades diferentes.

C. serotinusSalisb. vC. clusiiJ. Gav

Localidad Altura (m.s.n.m.)
4
: M 1y2 Pontevedra: Vigo y Fonelos de Montes 15y 830
% - ] 3y4 LaCoruia: S? a Capeladay EL Ferrol 60 y 115
Sl 5y6 Lugo: S2del Xistral y S2 do Courel 716 y 1000
7y 8 Orense: Allariz y A Gudifia 500y 1050
9y 10 Cantabria: Campoo de Yusoy de Suso 1050y 185
Leén: Embalse Rio Luna 1500-1900
Ledén: S2 de la Cabrera 'y Majua 1200y 1800
Palencia: Cerro Valdenués 1500
Burgos: La Lora y Valle de Mena 950y 1340
Soria: Quintana y Vinuesa 980y 1107
Salamanca: Guijuelo 920
Avila: Navalperal de Linares 1320
Madrid: Chinchény S? Guadarrama 650y 1800
Cuenca: Barajas de Melo 707
Céceres: PN. Monfraglie 310y 35(Q
Ciudad Real: P.N. Cabafieros 800
Ciudad Real: Campo de Calatrava 800
Albacete: Motilleja y S2Calar del Mundo 650 y 1200
Valencia: Pico Caroche 900-1050]
Alicante: Subsector Alcoyano-Dianense 12-130
Cérdoba: Las Escalonias y Pico Bermejo 150y 80
Jaén: Vilches y S2 Segura 500y 130
Jaén: S2 de San Andrés 600 - 100
Granada: PN S2Bazay PN S®Nevada 1980y 250
Huelva: Almonte y S@ Aracena 100y 600
Malaga: Almogia 'y PN S2 Tejeda 400y 1404
Cadiz: Chiclana y Grazalema 30y 800
Céadiz: S2 de Algeciras y S? del Aljibe 760y 1099

Figura 80 Distribucidn de las especies C. serotinus y C. clusii, de floracion otofial en la Peninsula Ibérica y localidades
colectadas. Leyenda 1: A C. serotinus o C. clusii, O C.serotinus, [_| C. clusii. Leyenda 2: @ Poblaciones de

referencia, O Poblaciones colectadas

C. serotinus, mas ampliamente distribuida y también mas abundante que C. clusii, se
ha recolectado en 12 provincias: La Coruia, Leén, Burgos, Cuenca, Albacete, Ciudad Real,
Toledo, Valencia, Jaén, Granada, Huelva y también en la Comunidad de Madrid.

La entrada BCU002741 de La Coruiia fue colectada en Mazaricos, a 937 msnm, y a
menos de 2 km de la costa del océano Atlantico, en las proximidades del rio Xallas. El
clima es templado lluvioso con invierno suave. Los cormos se localizaron sobre material
siliceo. La vegetacion préxima estaba formada por Genisto berberidae-Ericetum tetralicis,
como también por robles (Quercus spp.) y hayas (Fagus spp.).

La entrada BCU002978 de Granada, fue colectada en Sierra Guéjar, junto a una
poblacién de C. nevadensis, a 1600 msnm, en una zona muy pedregosa, con encinas
(Quercus ilex) y donde es frecuente el paso de ganado. Es una zona de matorral
mediterraneo con encinas dulces (Quercus rotundifolia).

En Robregordo (Madrid), junto a poblaciones de C. carpetanus, se localizé una entrada
de C. serotinus (BCU002975) a 1242 msnm, en una acebeda con llex aquifolium y algin
ejemplar de melojo (Quercus pyrenaica) sobre suelo acido de humus mull forestal. Otras
especies de la zona son el rosal silvestre (Rosa pouzini), helecho (Pteridium aquilinum),
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retama (Sarothamnus scoparius) y laston (Brachipodium retusum). En esta zona, los
veranos son secos y frescos y los inviernos frios.

Otras dos poblaciones se colectaron en Burgos (BCU003177 y BCU003175), en el
municipio de Merindad del Rio Ubierna, aproximadamente a 1000 msnm. Los cormos
fueron recolectados en una vaguada pedregosa, de suelo pardo-calizo. Los veranos en
estas localidades son frescos, y los inviernos frios, siendo el frio invernal el estrés
dominante. Melojos (Quercus pyrenaica), pino negral (Pinus nigra), brezos (Erica spp.),
gayuba (Arctostaphylos uva-ursi), tomillo (Thymus vulgaris), y aliagas (Genista spp.), entre
otros, eran la vegetacion que acompafiaba a C. serotinus.

En Cuenca, se localizaron dos poblaciones en la sierra de Altomira (BCU002970 vy
BCU002775), donde comparten habitat con la especie C. nevadensis.

En la provincia de Ledn fueron recolectadas cuatro poblaciones. Estos cormos fueron
colectados sobre un material siliceo en la parte leonesa de la Cordillera cantabrica, a una
altitud de entre 1100 y 1395 msnm. El clima en la zona es lluvioso con invierno frio,
siendo éste el estrés predominante. Dos de estas entradas se ubicaban en Barrios de Luna
(BCU0O03173 y BCU0O03179), en las proximidades del embalse de Barrios de Luna (Figura
81.1). Los cormos crecian en los alrededores de parcelas de pasto para el ganado vacuno.
La vegetacion préxima eran brezales (Erica spp.) con robles de hoja ancha (Quercus spp.),
como también roble melojo (Quercus pyrenaica) y hayas (Fagus spp.). En ocasiones, las
plantas emergian de los mismos excrementos. Las otras dos entradas se colectaron en las
localidades de Pola de Gorddn (BCU003181) y en Villamanin (BCU003172) (Figura 81.4).
Las especies acompafiantes eran robles melojo (Quercus pyrenaica), hayas (Fagus spp.),
erizones (Echinospartum horridum) y otras especies pratenses.

En Albacete, se prospectaron dos poblaciones (BCU002740 y BCU002742), sobre un
suelo pardo-calizo en el valle del rio Tus, en la Sierra del Segura a 1300 y 1442 msnm,
respectivamente. El clima en la zona es templado, de veranos secos y calidos e inviernos
frios. El estrés dominante es la sequia estival. Los cormos de C. serotinus crecian en un
bosque de pino negral (Pinus nigra), encina dulce (Quercus rotundifolia), abetos (Abies
spp.), abedules (Betula spp.) y matorral rastrero.

Otras dos entradas se localizaron en la provincia de Ciudad Real, en la localidad de
Almagro (BCU002685 y BCU002686), en un cerro del Campo de Calatrava a 687 msnm. Se
localizaron sobre un suelo pardo-calizo y pedregoso. El bosque mediterrdneo préximo a
cultivos de olivos estaba formado por encina (Quercus spp.), alcornocal (Quercus suber) y
acebuchal (Olea europaea var. sylvestris). La zona presenta verano seco y cdlido e
invierno frio. El estrés predominante es la sequia.

En Toledo se recolectaron materiales en Villarrubia de Santiago (BCU001704 vy
BCU001705), en la planicie llamada Mesa de Ocafia a 680 msnm. En una zona con una
pendiente del 10% sobre suelo de margas yesiferas. El clima es templado de verano seco
y cdlido e invierno frio, siendo la sequia estival el estrés dominante. La vegetacidn
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proxima estaba formada por bosque mediterraneo con encinar (Quercus spp.) y
alcornocal (Quercus suber).

En la provincia de Jaén, en las proximidades a la Sierra de Cazorla, sobre margas
calizas, se colectaron dos entradas. El clima es templado de verano seco y calido e
invierno frio, y los estreses dominantes son el frio y la sequia estival. Una de las entradas
se localizé en el paraje de Juanfria a 1500 msnm (BCU001655), en un pastizal de alta
montafia con erizén (Erinacea anthylis), rosal silvestre (Rosa ssp.) y agracejo (Berberis
vulgaris). La entrada BCU0O01657 se encontrd en Puertollano (1800 msnm), en un pastizal
anual efimero situado entre el sotobosque formado por enebro comun (Juniperus
communis subsp. hemisphaerica), sabina rastrera (Juniperus sabina) con erizones de
Erinacea anthyllis, y con un dosel de pino negral (Pinus nigra subsp. salzmanii).

Dos poblaciones se recolectaron en el monte Caroche (Valencia), a unos 1100 msnm
(BCU002618 y BCU002619), en la zona de transicion valenciano — manchega. El clima
predominante en la zona es templado con verano seco y caluroso e invierno seco. La
vegetacion del enclave es un pinar de Pinus halepensis con abundante sotobosque,
perteneciente a la Clase Rosmarinetea officinalis. Los C. serotinus recolectados se
localizaban en un drea despejada, colonizada por plantas camefiticas pertenecientes a la
Alianza Sideritido incanae-Salvion lavandulifoliae, que se corresponde con los salviares,
aulagares y tomillares de 6ptimo castellano-maestrazgo-manchego, de éptimo meso y
supramediterraneos, y de marcada apetencia continental. En las proximidades hay una
Microrreserva de Flora, donde una de las especies que se protegen es precisamente C.
serotinus.

La entrada BCU002959 se colecté en la Sierra de Aracena (Huelva). El clima
predominante en la zona es templado con verano seco y caluroso e invierno seco. En la
zona visitada, la vegetacion estd dominada por la presencia de alcornoque (Quercus
suber) y castafio (Castanea sativa); como sotobosque se encuentra: lentisco (Pistacia
lentiscus), cornicabra (Pistacia terebinthus), tojo (Ulex minor) y jara (Cistus ladanifer)
entre otros. Entre el pastizal dominado por alfilereras (Erodium cicutarium) aparecen los
ejemplares de C. serotinus (Figura 81.2 y Figura 81.3).

123



IV. RESULTADOS

Figura 81 Ambiente forestal en el que se han colectado las especies C. serotinus y C.clusii. 1) C. serotinus en Barrios de
Luna (Leén, BCU003173); 2 y3) C. serotinus en S2 de Aracena (Huelva, BCU002959); 4) C. serotinus en Villamanin
(Leon, BCU003172); 5) C.clusii en Hinojos (Cadiz, BCU002963); 6) C. clusii en Laguna de la Paja (Cadiz, BCU002966); 7 y
8) C. clusii en el Coto de Dofiana (Huelva, BCU002960)

La especie C. clusii se ha colectado en Huelva y Cadiz. En Huelva se observaron cuatro
poblaciones. Dos de ellas fueron colectadas en el Coto Dofana. La vegetacion de la zona
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de una de las poblaciones (BCU002960) esta dominada por la presencia de Pinus pinea
(pino pifionero). Como sotobosque se encuentra el lentisco (Pistacia lentiscus) y la
esparraguera (Asparagus acutifolius). En el herbazal donde se encontraba verrucaria
(Heliotropium europaeum), se localizaron los ejemplares de C. clusii (Figura 81.7 y Figura
81.8). En la segunda zona de recoleccién del Coto Dofiana (BCU002961), la vegetacién
estd dominada por la presencia de pino pifionero (Pinus pinea) y alcornoques (Quercus
suber). No hay sotobosque, y se pasa directamente a un herbazal muy ralo, que aparece
en la época humeda del aiio. Se ha detectado la presencia de la graminea cola de conejo
(Lagurus ovatus), que es una especie tipica de dunas, lo que indica lo arenoso que es el
sustrato. Alli se han herborizado ejemplares de C. clusii. Las entradas BCU002962 Y
BCU002963 se colectaron en dos zonas de la localidad de Hinojos. Se trata de una gran
formacién boscosa de pino pifionero (Pinus pinea), bajo del cual hay un matorral formado
por: lentisco (Pistacia lentiscus), palmito (Chamaerops humilis), torvisco (Daphne
gnidium) y la especie endémica almendrillo hembra (Mercurialis elliptica) (Figura 81.5). En
los claros del denso pinar aparecen los ejemplares de C. clusii. El clima predominante en
la zona es templado con verano seco y caluroso e invierno seco.

En Cadiz se recolectaron otras cuatro entradas. El clima predominante en la zona es
templado con verano seco y caluroso e invierno seco. La entrada BCU002964 se colectd
junto a la carretera de Chipiona a Rota. El sustrato es de naturaleza arenosa de un color
rojizo muy caracteristico. Este pinar es un area recreativa rodeada de construcciones de
baja altura, donde la especie dominante es el pino pifonero (Pinus pinea) y como
especies acompafnantes se encuentran: aliso de mar (Lobularia maritima), balsamilla
(Salvia verbenaca), palmito (Chamaerops humilis), mijo mayor (Piptatherum miliaceum) y
lentisco (Pistacia lentiscus). En los claros del pinar se localizan los ejemplares de C. clusii.

La accesion BCU002965 se colecté en un pequefio rodal de Pinus pinea (pino
pifionero), situado en las proximidades del Hospital de Puerto Real, rodeado de
construcciones y carreteras. El entorno se encuentra bastante eutrofizado (manifiesta
nitrofilia), lo que no impide el desarrollo de algunos ejemplares de C. clusii. La vegetacion
estd formada por pino pifionero (Pinus pinea) como especie arbérea dominante, que
presenta un sotobosque de lentisco (Pistacia lentiscus) y olivilla (Phillyrea angustifolia); en
los claros del pinar se encuentra un tapiz de oca amarilla (Oxalis corniculata). La zona de
colecta de la accesion BCU002966, como en los casos anteriores, se trata de un pinar de
pino pifionero, situado en las proximidades de la denominada Laguna de la Paja, en el
desvio al nucleo urbano conocido como Juan Cebada. Es un pinar abierto, poco denso de
pino pinonero, con abundante matorral formado por ejemplares de: lentisco (Pistacia
lentiscus), palmito (Chamaerops humilis), mirto (Myrtus communis), jara negra (Cistus
salvifolius) y rubia (Rubia peregrina) (Figura 81.6). En los claros aparecen los ejemplares
de C. clusii. El lugar de colecta de BCU002967 esta préoximo al anterior, y se diferencia por
la presencia de eucaliptos (Eucalytus camaldulensis) entre los pinos, asi como una
importante presencia de coscoja (Quercus coccifera) como elemento del sotobosque.
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Como en los casos precedentes, en los claros de esta formacidén aparecen los ejemplares
de C. clusii.

3.5 CARACTERIZACION DEL AMBIENTE EN QUE SE HA COLECTADO C. NUDIFLORUS

C. nudiflorus es una especie que se localiza, preferentemente, en prados de montafias
cantabricas y pirenaicas (Figura 79), formando parte de los herbazales de la Alianza
Cynosurion cristati R. Tx. 1947, perteneciente a la Clase Molinio-Arrhenatheretea R. Tx.
1937, que engloba a los pastizales de plantas perennes que mantienen a lo largo del afio
una cierta humedad edafica, sin llegar al encharcamiento, que proviene del deshielo de la
nieve. Estos herbazales se destinan para pastos de alta montafia, o como prados de siega.
No obstante, también se pueden encontrar poblaciones en otras localidades de Burgos y
La Rioja y, han sido descritas poblaciones en el sur de Espaiia. Crece tanto sobre suelo
basico como acido.

Las 17 entradas de C. nudiflorus colectadas en este trabajo, han sido localizadas en
Burgos, La Rioja, Huesca y Lérida. La entrada BCU003176 de Burgos se colecté en el
municipio Los Altos a 1080 msnm, en las Hoces del alto Ebro y del Rudrén. Se localizé en
una vaguada sobre un suelo calizo, pedregoso, con alto contenido en materia organica. El
clima de la zona es templado lluvioso con invierno frio, siendo el frio el estrés dominante.
El bosque estaba formado por hayas (Fagus spp.), coscoja (Quercus coccifera), melojo
(Quercus pyrenaica), pino negral (Pinus nigra), pino albar (Pinus sylvestris) y quejigal
(Quercus faginea). El monte bajo estaba poblado por gayuba (Arctostaphylos uva-ursi),
brezos (Erica spp.), tomillo (Thymus vulgaris), aliagas (Genista spp.), azafran de marzo
(Gagea Vvillosa), martagéon (Lilium martagon), quitameriendas (Merendera montana),
esparrago prusiano (Ornithogalum pyrenaicum) y beata maria (Polygonatum odoratum).

Tres poblaciones colectadas se localizaron en La Rioja, en diferentes sierras del
Sistema ibérico. El clima es templado de verano seco y fresco, y con invierno frio. Una de
estas poblaciones se recolecté en San Millan de la Cogolla (BCU002776), ubicado en la
Sierra de la Cogolla a 1360 msnm, en un bosque subhimedo continental sobre suelo
acido, formado por encinas (Quercus rotundifolia), hayas (Fagus spp.), rebollar (Quercus
pyrenaica), quejigal (Quercus faginea) y pino albal (Pinus sylvestris). También con
arbustos como el majuelo (Crataegus monogyna), endrino (Prunas spinosa), rosal
silvestre (Rosa canina), avellano (Corylus avellana), retama (Retama spp.), brezo (Erica
spp.) o zarzamora (Rubus fruticosus). Asimismo, crecian plantas aromaticas como tomillo
(Thymus vulgaris) y romero (Rosmarinus officinalis). En Manzanares de Rioja se
recolectaron las accesiones BCU002777 y BCU002779 sobre un pastizal de montafia de
suelo acido en una cumbre de baja altura de la Sierra de Pradilla (1270msnm). La
vegetacion dominante estaba formada por matorral de jara (Cistus spp.) salpicado con
cantueso (Thymus spp.), milenrama (Achillea millefolium), romero (Rosmarinus officinalis)
y tomillo (Thymus vulgaris), y ejemplares aislados de encina (Quercus rotundifolia),
rebollo (Quercus pyrenaica) y hayedos (Fagus sylvatica). La ultima de las poblaciones
(BCUO03123) se localizd en Villoslada de Cameros en la Sierra Cebollera a 1415 msnm,
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sobre un suelo acido (Figura 83.4). La vegetacién préxima esta formada por matorrales:
enebro rastrero (Juniperus spp.), brezales de montafia ibérica (Erica spp.), brezo (Calluna
vulgaris), el cervuno (Nardus stricta), y también por formaciones abedulares (Betula spp.),
robledales atlanticos, encinares montanos (Quercus spp.), acebedas (/lex spp.), y otras
especies como son los tilos (Tilia spp.), arces (Acer spp.), serbales (Sorbus spp.), mostajos
(Sorbus spp.), olmos de montafia (Ulmus spp.) y fresnos (Fraxinus spp.).

Crocus nudiflorus Sm.

)

Localidad Altura (m.s.n.m.)
Pontevedra: Isla de Ons 100
La Corufia: Cedeira 540
Lugo: Liber y S2de los Ancares 450y 1700
Asturias: S@ del Sueves y Picos de Europa 450y 163(
Cantabria : Camargo y La Calzada 40y 150
Vizcaya: Ordufia y Montes Vascos 650 y 800
Guiplzcoa: Hernani y Legazpia 320y 870
Alava: Lecifia de la Oca y S2 de kodes 550y 110(
Navarra: Centro y Pirineo Navarro 800y 1100
Huesca: Aisay PN de Ordesa - Monte Perdido 1800y 218
Lérida: Hospital de Vielha y P.N. Aiglestortes 610y 2B
Gerona: Salines y Vall de Ribes 800y 1750
Barcelona: Bergueda 1500y 2000
Leon: Picos de Europa 1000 y 2000
Palencia: S? Pefia Labra 1220
Burgos: La Loray S2de Neile 920y 1160
La Rioja: S? de la Demanda 1100
La Rioja: Tierra de Cameros 1900
Soria: S2de la Cebollera y Picos de Urbion 1500y 1704
Zamora: Otero de Bodas 850
Ciudad Real: La Atalaya y Lagunas de Ruidera 670y 800
Mélaga: Sierra Gorda 1140

Figura 82 Distribucion de C. nudiflorus, de floracion otoial, en la Peninsula Ibérica y localidades colectadas. Leyenda:@

Poblaciones de referencia, O Poblaciones colectadas.

En Huesca, se localizaron nueve poblaciones, dos de ellas en Boltafia (BCU0O03000 vy
BCU003001), una localidad préxima a la Sierra de Guara (a una altitud de 1299-1340
msnm), dénde el verano es seco y fresco vy el inviernos frio, siendo éste el periodo de
estrés dominante. Los cormos de C. nudiflorus se recolectaron sobre un suelo pardo-
calizo, en un monte con bojs (Buxus sempervirens), pinus silvestre (Pinus sylvestris), pino
carrasco (Pinus halepensis), enebros (Juniperus spp.), abedules (Betula spp.), carrasca
(Quercus ilex), quejigo (Quercus faginea), gamones (Asphodelus spp.), gencianas
(Genciana spp.), narcisos (Narcissus spp.), erizones (Echinospartum horridum) y aconitos
(Aconitum spp.) (Figura 83.2).
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Figura 83 Ambiente forestal en el que se han colectado las especies C. nudiflorus y C. cambessedesii. 1) C. nudiflorus
en Benasque (Huesca, BCU002557); 2) C. nudiflorus en S2 de Guara (Huesca, BCU003000); 3) C. nudiflorus en
Benasque (Huesca, BCU002944); 4) C. nudiflorus en Villoslada de Cameros (La Rioja, BCU003123); 5) C. cambessedesii
en Formentor (Mallorca, BCU001683); 6) C. cambessedesii en Es Repla (Mallorca, BCU001680); 7) C. cambessedesii en
Cam Mameta (Mallorca, BCU001685)
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Cuatro poblaciones se recolectaron en Benasque (Huesca), en los Pirineos (a una
altitud entre 1200 y 2000 msnm) en las inmediaciones del parque natural (BCU002556,
BCU002557, BCU002558, BCU002559 y BCU002944) (Figura 83.1 y Figura 83.3). El clima
es de montafia con inviernos muy frios y veranos frescos, siendo el frio invernal el estrés
dominante. La zona de recoleccién se corresponde con los claros de un pinar de la Clase
Pino-Juniperetea, que representan los bosques de coniferas de las etapas maduras y
climdcicas de las altas montafias continentales (pisos oromediterraneo vy
supramediterrdneo). Por degradacién dan lugar a pastizales ralos de la asociaciéon Poo
ligulatae-Festucetum hystricis, donde son frecuentes el pastoreo (por lo que supone de
nitrificacion del medio) y la crioturbacion por nieve. El paraje objeto de la recoleccién se
enriquece por la presencia de los siguientes taxones: conejitos (Lamium amplexicaule),
mielenrama (Achillea millefolium), bojs (Buxus sempervirens) y helecho (Pteridium
aquilinum), entre otras.

Dos de las poblaciones se colectaron en Laspufia (BCU002735 y BCU002736), en la
zona de “preparque” del Parque Nacional de Ordesa y Monte Perdido (Huesca). La altitud
de la zona de colecta fue de 1275 a 1890 msnm. El clima es de montana con inviernos
muy frios y veranos frescos. La vegetacidn también se corresponde, con la Clase
fitosociolégica de Pino-Juniperetea, mas concretamente a las formaciones de la
asociacién Junipero sabinae-Pinetum sylvestris. Se trata de un pinar de pino silvestre
(Pinus sylvestris) y pino negro (Pinus uncinata), enriquecido con la presencia de sabina
rastrera (Juniperus sabina) y enebro (Juniperus communis subsp. hemisphaerica). Los
ejemplares de C. nudiflorus fueron recolectados en las zonas mas aclaradas y soleadas,
dentro de pastizales de la Alianza Cynosurion cristati, donde hay que destacar la presencia
abundante de quitameriendas (Merendera pyrenaica). Cuando la profundidad del suelo lo
permite se destaca la presencia de hayas (Fagus sylvatica).

En la provincia de Lérida se localizaron tres entradas (BCU002737, BCU002738 vy
BCU002739). Una poblacidn se prospectd en Boi, dentro de la zona denominada como
“preparque” del Parque Nacional de Aiglestortes i Estany de Sant Maurici, mas
concretamente en las cercanias de la estacion de esqui del complejo Boi-Talill Resort. La
altitud de la zona de colecta fue de aproximadamente 2100 msnm. El clima es de
montafia con inviernos muy frios y veranos frescos, siendo el frio invernal el estrés
dominante. La vegetacién donde se localiza el taxdn pertenece a la Clase Thlaspietea
rotundifolii. Se trata de una formacién oréfila y glareicola integrada por plantas
hemicriptofitas y vivaces de escasa biomasa, especializados en colonizar lugares con
abundante pedregosidad superficial, como son los margenes de caminos forestales.

3.6 CARACTERIZACION DEL AMBIENTE EN QUE SE HA COLECTADO C. CAMBESSEDESII

Este endemismo balear tiene una distribucion altitudinal que va desde roquedos
calizos préximos a la playa hasta unos 600 msnm en la Sierra de Tramontana (Figura 84).
En ambos enclaves, los ejemplares de se localizan en el interior de fisuras y de los orificios
de rocas calcareas carstificadas. Este taxdn aparece generalmente asociado con la
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graminea cervero (Brachypodium retusum), tanto en las zonas costeras como en las zonas
mas al interior, también sometidas al efecto de la maresia que recorre toda la isla.

Las cuatro entradas se colectaron en Mallorca, en zonas costeras, donde los veranos
son secos Y los inviernos suaves. Los cormos se localizaron sobre un suelo pardo-calizo y
pedregoso. Estas son plantas rupicolas, crecen en las grietas de las rocas presentes en el
terreno. La entrada BCU001680, fue recolectada en Es Repla (Arta) a 164 msnm (Figura
83.6) y otra en Partida de Fuster (BCU001682) en un acantilado entre la Cala Mesquida y
el Cabo Freu (Capdepera) a 32 msnm. Estas entradas se localizaron cerca del Puig de Son
Moret, en las Sierras de Llevant a menos de 3 km de la costa. La tercera entrada se
localizé en Formentor a 170 msnm (BCU001683) y a menos de 2 km de la costa, y la
cuarta entrada BCU001685 en Can Mameta (Caimari) a 250 msnm (Figura 83.7) y a 10,64
km del Mar Mediterraneo, en la Sierra de Tramuntana.

Crocus cambessedesli Gay

| ISLASBALEARES | @
©)
6L

@ Localidad Altura (m.s.m.)

@ 1 Ibiza: San Antonio 30
@ 2 Mallorca: Isla Sa Dragonera 10-100

3 Mallorca: Marina de Llucmajor 20— 100

4 Mallorca: PN de Llevant 30

@ 5 Mallorca: Pollenca 100
6 Mallorca: Escorca 1350
7 Menorca: Cala en Blanes 20

8 Menorca: Algayarens 10

9 Menorca: Mahén 30

Figura 84 Distribucion de la especie C. cambessedesii, de floracion otofial, en la Peninsula Ibérica y lugares

colectados. Leyenda: @Poblaciones de referencia, Q Poblaciones colectadas.

La vegetacion tipica de estas zonas es xeréfila, ya que tiene que soportar la aridez
estival. La especie dominante es la encina (Quercus spp.). El sotobosque es lenoso,
espinoso y aromatico, con especies como el lentisco (Pistacia lentiscus), el aladierno
(Rhamnus alaternus), numerosas lianas como la zarzaparrilla (Smilax aspera) y, en los
claros, las jaras (Cistus spp.), el romero (R. officinalis) y el tomillo (T. vulgaris). En el
cortejo floristico aparecen especies como el pino carrasco (Pinus halepensis) y el pino
pifionero (Pinus pinea), la sabina (Juniperus spp.) o el madroio (Arbutus unedo).

Toda la informacién de pasaporte referente a las entradas colectadas de las especies
silvestres espaiolas del género Crocus, estd conservada en el Sistema de Documentacién
del BGV de Cuenca, y en su mayor parte, también estd actualmente incorporada al
Inventario Nacional de Recursos Fitogenéticos
(http://www.inia.es/IniaPortal/goUrIDinamica.action?url=http://wwwsp.inia.es/Investiga

cion/centros/crf).
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IV. RESULTADOS

1 VARIABILIDAD PARA CARACTERES MORFOLOGICOS CUANTITATIVOS

1.1 ESTRUCTURA DE LA VARIACION ENTRE LAS ESPECIES SILVESTRES DE CROCUS PARA
CARACTERES MORFOLOGICOS CUANTITATIVOS

1.1.1 CARACTERES RELACIONADOS CON LA MORFOLOGIA Y PRODUCCION DE FLORES.

Para la mayoria de los caracteres relacionados con el tamafo de los érganos florales, la
principal fuente de variacion es interespecifica, a la que se debe entre el 40% y el 60% de
la variabilidad observada (Tabla 25).

Tabla 25 Componentes de la varianza para los caracteres relacionados con la morfologia floral.

Varianza dentro de

CARACTERES Varianza entre especies Varianza entre entradas entradas

% gl % gl % gl
Longitud del tépalo externo 56,79 6 10,24 46 32,97 215
Anchura del tépalo externo 56,58 6 7,42 46 36,00 233
Longitud del tépalo interno 52,13 6 8,73 46 39,14 237
Anchura del tépalo interno 36,76 6 13,36 46 49,88 233
Longitud de la antera 41,47 6 17,69 46 40,84 231
Longitud del filamento 17,25 6 22,12 46 60,63 231
Longitud del estilo 63,52 6 3,02 47 33,46 227
Altura de la flor 46,44 6 19,06 35 34,40 161
N2 de flores por brote 17,31 6 10,13 31 72,56 167

La varianza entre entradas dentro de la misma especie muestra valores inferiores,
estando entre el 3% y el 22%. Sin embargo, es de destacar la variabilidad existente dentro
de entradas, con una importante componente ambiental o epigenética. Para algun
caracter, como es la longitud del filamento del estambre, esta variacién es mayor que la
variacién interespecifica (Tabla 25).

Hay que destacar el caracter nimero de flores por brote con una variacién entre
plantas dentro de entrada que explica el 73% de la variabilidad observada y una
variabilidad interespecifica menor del 20% (Tabla 25 ).

1.1.2 CARACTERES RELACIONADOS CON EL CRECIMIENTO VEGETATIVO.

Para caracteres como la anchura de la hoja, la longitud de la hoja cuando la planta
florece y el niumero de hojas presentes en la floracién, la principal fuente de variacion se
observa entre especies. Sin embargo, el nimero brotes por cormo y el nimero hojas en el
brote principal tienen una fuerte componente de variacién entre plantas dentro de la
misma entrada debida fundamentalmente a factores ambientales y de tamafio de cormo,
sin poder excluir diferencias genéticas (Tabla 26).
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La varianza entre entradas no es en ningln caso superior a las componentes

anteriormente mencionadas (Tabla 26).

Tabla 26 Componentes de la varianza para los caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo.

Varianza entre

Varianza dentro de

CARACTERES Varianza entre especies entradas entradas
% gl % gl % gl
Longitud maxima de la hoja 35,51 6 27,72 64 36,77 686
Anchura de la hoja 52,09 6 20,99 61 26,93 601
N2 brotes por cormo 22,28 6 25,45 59 52,27 451
N2 hojas brote principal 13,92 6 13,10 63 72,98 646
Longitud hojas en floracion 56,22 6 17,95 25 26,83 103
N2 hojas en floracion 88,08 6 1,54 20 10,37 76

1.1.3 CARACTERES RELACIONADOS CON EL FRUTO Y LA SEMILLA.

La variabilidad observada para las caracteristicas de la capsula, es fundamentalmente

debida a la variacidon entre plantas dentro de la misma entrada. Las componentes de

variacion entre especies y entre entradas son menores y no explican mds del 25% de la

variabilidad observada (Tabla 27).

Tabla 27 Componentes de la varianza para los caracteres relacionados con el fruto y la semilla.

Varianza dentro de

CARACTERES Varianza entre especies  Varianza entre entradas entradas
% gl % gl % gl
Altura del fruto 22,73 6 5,29 46 71,98 214
Longitud de la capsula 13,43 6 10,08 46 76,49 214
Anchura de la capsula 517 6 22,47 46 72,36 223
N2 semillas por capsula 21,17 6 13,50 46 65,33 227
Longitud semillas 47,78 6 30,77 49 21,46 399
Peso semillas 53,33 6 32,20 48 14,47 226
Sin embargo, la variacién en las dimensiones de la semilla es debida

fundamentalmente a diferencias entre especies.

1.2 VARIABILIDAD INTRAESPECIFICA PARA CARACTERES MORFOLOGICOS EN LAS
DISTINTAS ESPECIES ESPANOLAS DE CROCUS.

1.2.1 C. NEVADENSIS

1.2.1.1 CARACTERES RELACIONADOS CON LA MORFOLOGIA Y PRODUCCION DE FLORES.

Los caracteres relacionados con la morfologia floral evaluados en diferentes entradas

de C. nevadensis, muestran variabilidad, siendo superiores las diferencias para los

caracteres longitud del tépalo externo y altura de la flor. La longitud del filamento del
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estambre y el nimero de flores desarrolladas por brotes son los caracteres que mas

uniformidad presentan dentro de esta especie (Tabla 28).

Tabla 28 Valores medios para los caracteres relacionados con la morfologia floral de C. nevadensis. Valores seguidos

por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05)

Longitud tépalo

Anchura tépalo

Longitud tépalo

Anchura tépalo

ENTRADAS externo (mm) externo (mm) interno (mm) interno (mm)
BCU002697 24,21 ab 7,35 abc 22,36 ab 7,89 abc
BCU002698 23,42 ab 6,98 ab 21,75 ab 7,90 abc
BCU002990 29,94 cde 6,76 a 28,43 cd 6,82 a
BCU002992 22,59 ab 5,95 a 22,35 ab 7,35 ab
BCU002993 26,59 bed 5,94 a 25,41 bc 7,11 a
BCU002994 25,31 abc 6,19 a 24,18 bc 7,91 abc
BCU002694 22,40 ab 6,17 a 20,94 ab 6,38 a
BCU002871 23,18 ab 6,66 a 21,11 ab 7,00 a
BCU002359 20,05 a 5,87 a 18,57 6,97 a
BCU001742 33,45 e 8,95 bc 31,00 d 9,52 bed
BCU002380 25,74 bc 7,43 abc 25,04 bc 9,77 cd
BCU002980 24,07 ab 5,73 a 23,22 ab 6,88
BCU002982 30,80 de 9,04 c 28,53 cd 10,82 d
BCU002976 24,42 ab 6,41 a 22,50 ab 7,21 ab
BCU002979 24,46 ab 6,15 a 23,13 ab 7,23 ab
ENTRADA Longitud estilo (mm) Longitud antera (mm) fli-lc::::t(:) Altura flor N® flores
(mm) (mm) por brote
Ao 1 Afo 2 Ao 1 Afo 2
BCU002697 23,22 bc 832 a 4,99 ab 45,27 abc 1,25 ab
BCU002698 20,77 ab 9,10 ab 4,44 a 49,06 abcd 1,25 ab
BCU002990 24,00 abc 10,04 abc 7,06 b 70,00 e 1,00 a
BCU002992 19,67 a 8,69 a 537 ab 55,00 bcde 1,00 a
BCUO02993 20,40 a 8,54 a 5,05 ab 62,25 de 1,00 a
BCU002994 22,60 abc 9,49 ab 523 ab 60,52 cde 1,00 a
BCU002694 24,16 abc 26,64 ¢ 9,95 abc 11,54 bc 4,61 a 41,40 ab 1,83 ab
BCU002871 21,95 ab 21,13 ab 9,22 ab 11,33 bc 4,81 ab 44,63 abc 1,70 ab
BCU002359 24,00 abc 10,84 bcd 4,36 a 37,25 a 205 b
BCUO01742 28,45 ¢ 13,37 ¢ 7,09 b 66,00 e 1,00 a
BCU002380 22,17 abc 18,76 ab 9,92 abc 749 a 6,45 ab 39,62 ab 1,23 ab
BCU002980 25,67 bc 20,79 ab 11,53 cd 9,08 ab 6,09 ab 42,63 ab 1,00 a
BCU002982 26,49 < 12,05 d 6,23 ab 62,75 de 1,00 a
BCUO002976 26,75 ¢ 17,16 a 11,09 bcd 795 a 599 ab 44,04 abc 1,00 a
BCU002979 25,67 bc 18,18 ab 12,54 d 8,43 a 5,46 ab 60,12 cde 1,00 a
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Las flores que presentan menor tamafio de corola y de altura desde el suelo, son las
observadas en la entrada BCU002359, procedente de Motilla del Palancar (Cuenca). No
obstante, la longitud de su antera es de tamafio medio. Esta entrada es la que presenta el
mayor numero de flores por brote dentro de esta especie (2 flores por brote) (Tabla 28).

El mayor tamafio de flor se observa dentro de las entradas BCU001742 y BCU002982,
colectadas en Cofrentes (Valencia) y Quesada (Jaén) respectivamente, si bien, la longitud
del filamento de la antera de la entrada andaluza es de tamafio medio. El numero de
flores por brote evaluado en estas dos entradas tiene valores minimos, de una flor por
brote (1.2.1.2)

1.2.1.2. CARACTERES RELACIONADOS CON EL CRECIMIENTO VEGETATIVO.

Los caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo muestran una variabilidad
mayor que los caracteres observados durante la floracién, siendo destacables los
caracteres anchura y longitud de hoja y el nimero de hojas desarrolladas en el brote
principal (Tabla 29).

Tabla 29 .1.Valores medios para los caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo de C. nevadensis. Valores

seguidos por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05). (Continua)

ENTRADAS Longitud maxima hoja Anchura hoja N2 brotes N2 hojas
(cm) (mm) por cormo del brote principal

Ao 1 Afo 2
BCU002697 9,18 a 1,30 ab 1,40 b 300 a 5,80 f
BCU002698 10,74 ab 1,56 abcde 1,00 a 4,88 def
BCU002988 17,59 e 1,27 ab 1,00 a 3,22 abc
BCU002989 14,30 bcde 1,15 a 1,00 a 3,00 abc
BCUO002990 15,01 cde 1,34 abc 1,00 a 2,70 ab
BCU002992 17,80 e 1,14 a 1,00 a 3,13 abc
BCU002993 14,80 cde 1,32 abc 1,00 a 3,71 bcde
BCU002994 17,93 e 1,55 abcde 1,00 a 3,88 bcde
BCU002999 14,18 bcde 1,51  abcd 1,00 a 2,00 a
BCU002694 11,37 abc 2,39 g 143 b 4,20 bc 4,43 cdef
BCUO002871 10,74 ab 2,06 fg 1,50 b 4,20 bc 5,20 ef
BCU002359 11,25 abc 1,97  ef 1,33 b 330 ab 5,89 f
BCUO01742 10,78 ab 1,53 abcde 1,00 a 2,00 a
BCU001743 11,90 abcd 1,75 cdef 1,00 a 2,50 ab
BCU002380 14,94 cde 1,79 def 1,00 a 4,80 c 3,75 bcde
BCU002980 15,85 de 1,69 bcdef 1,00 a 4,30 cde
BCU002982 15,14 cde 1,45 abcd 1,00 a 3,56 bcd
BCU002976 15,41 de 1,75  cdef 1,00 a 2,33 ab
BCU002979 16,84 e 1,63 bcde 1,00 a 3,78 bcde
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Tabla 29.2. Valores medios para los caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo de C. nevadensis. Valores

seguidos por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05)

ENTRADAS Longithi hojas Ne hoja.s
en floracion (cm) en floraciéon
BCU002697 4,35 ab 4,50 ab
BCU002698 5,64 5,60 bc
BCU002990 5,61 3,50 a
BCU002992 4,46 ab 4,00 a
BCU002993 490 b 4,50 ab
BCU002994 235 a 4,20 ab
BCU002694 4,31 ab 5,00 abc
BCU002871 3,82 ab 4,83 ab
BCU002359 4,16 ab 4,25 ab
BCU001742 7,80 ¢ 500 abc
BCU002380 463 b 4,67 ab
BCU002980 5,08 b 4,50 ab
BCU002982 483 b 5,00 abc
BCU002976 4,44 ab 633 ¢
BCU002979 570 b 4,80 ab

Los valores de longitud maxima de la hoja se observan en una entrada de Lérida
(BCU002988), varias colectadas en Huesca (BCU002992 y BCU002994) y una localizada en
Granada (BCU002979). Al mismo tiempo, las entradas de Lérida y Huesca desarrollan los
valores minimos de anchura de hojas. Las entradas de la provincia de Cuenca
(BCU002694, BCU002871 y BCU002359) son las que desarrollan una hoja mas ancha, si
bien su longitud se encuentra entre las de menor valor. El nimero brotes por cormo,
aunque presenta valores muy similares entre entradas, es levemente superior en estas
entradas de Cuenca y en la BCU002697 localizada en Pamplona. Asimismo, estas entradas
son las que forman mayor numero hojas por brote (Tabla 29).

En cuanto al desarrollo vegetativo durante la floracidn, cabe destacar, las hojas de una
entrada de Valencia (BCU001742) y de una colectada en Granada (BCU002976) que
presentan mayores valores de longitud y son mds numerosas (Tabla 29).

1.2.1.3 CARACTERES DE FRUTO Y DE SEMILLA.

Los caracteres relacionados con el tamafio de fruto y semilla mostraron una
variabilidad menor que el resto de caracteres evaluados (Tabla 30).

Los valores maximos para la altura del fruto se desarrollan en unas entradas de Jaén
(BCU002380, BCU0O02980 y BCU002982), asi como en la entrada BCU002871 de Cuenca.
Esta ultima, junto con el resto de entradas conquenses (BCU002694 y BCU002359),
forman las capsulas de mayor tamafio (Tabla 30).
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El ndmero semillas por cdpsula muestra escasas diferencias entre entradas. Las

semillas de tamafio superior las encontramos en entradas procedentes de Lérida
(BCU002989) y Huesca (BCU002994 y BCU002990) pero aparecen diferencias entre los
valores de peso de los diferentes afios, sin poder discernir si se trata de un efecto

ambiental o genotipico (Tabla 30).

Tabla 30 Valores medios para los caracteres relacionados con el tamaiio del fruto y de la semilla de C. nevadensis

Valores seguidos por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05).

ENTRADAS Altura fruto (cm) Longitud capsula (cm) Anchura capsula (cm)
Ao 1 Afo 2 Afo 1 Afo 2 Ao 1 Afo 2
BCU002988 3,48 abc 1,20 ab 0,50 ab
BCU002989 3,35 1,30 b 0,55 ab
BCU002990 2,78 ab 0,99 ab 0,51 abc
BCU002992 2,33 a 0,83 a 0,59 abc
BCU002994 2,18 a 0,85 a 0,41 a
BCU002694 3,20 abc 1,28 ab 0,62 abc
BCU002871 4,12 c 1,48 b 0,70 bc
BCU002359 3,76 bc 1,15 ab 0,72 c
BCU002380 4,67 1,10 ab 0,43 a
BCU002980 3,97 0,90 a 0,56 ab
BCU002982 4,04 1,06 ab 0,57 ab
BCU002976 3,08 1,00 a 0,60 b
BCU002979 3,43 1,13 ab 0,60 b
ENTRADAS Longitud semillas (mm) Peso semillas (mg) Ne se,millas
por capsula
Afo 1 Afo 2 Ano 1 Afo 2 Ano 1 Afo 2
BCU002988 3,47 a 7,33 a 11,00 ab
BCU002989 5,00 d 16,05 d 12,00 a
BCU002990 4,12 bc 14,14 bc 7,00 a
BCU002992 3,27 a 7,48 a 9,00 ab
BCU002994 4,40 c 14,84 c 7,00 a
BCU002694 366 ab 16,54 c 9,00 ab
BCU002871 3,79 ab 8,14 a 12,75 b
BCU002359 3,81 ab 11,74 b a
BCU002380 3,46 ab 7,16 ab 8,00 a
BCU002980 3,80 bc 7,80 b 9,00 a
BCU002982 3,17 a 6,39 a 12,50 a
BCU002976 3,77 bc 6,95 ab 8,00 a
BCU002979 3,94 c 10,55 ¢ 11,60 a
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1.2.2 C. CARPETANUS

1.2.2.1 CARACTERES RELACIONADOS CON LA MORFOLOGIA Y PRODUCCION DE FLORES.

Para caracteres relacionados con el tamafio de la corola, no existen diferencias
significativas entre las entradas de C. carpetanus excepto para la longitud del filamento
del estambre y del estilo, asi como para la altura de la flor desde el suelo. Es destacable la
maxima longitud del filamento que presenta la entrada BCU002973, colectada en
Robregordo (Madrid), y la mayor longitud del estilo y altura de la flor que desarrollan
flores colectadas en Montejo de la sierra (BCU002971) en Madrid (Tabla 31).

Tabla 31 Valores medios para los caracteres relacionados con la morfologia floral de C. carpetanus. Valores seguidos

por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05).

ENTRADAS Longitud tépalo Anchura tépalo Longitud tépalo Anchura tépalo
externo (mm) externo (mm) interno (mm) interno (mm)
Afio 1 Afio 2 Afio 1 Afio 2 Afio 1 Afio 2 Afio 1 Afio 2

BCU002696 20,77 a 7,90 a 19,89 a 8,63 a

BCU002835 22,86 a 11,55 a 22,78 a 12,04 a
BCU002836 24,18 a 12,19 a 22,26 a 12,55 a
BCU002837 2502 a 11,44 a 23,70 a 11,38 a
BCUO02971 24,555 a 24,19 a 1023 a 970 a 2409 b 2550 a 10,39 a 10,40 a
BCU002973 2433 a 9,29 a 23,80 a 9,25 a

ENTRADAS Longitud antera (mm) Longitud filamento (mm) Longitud estilo (mm)

Afio 1 Afio 2 Afio 1 Afio 2 Afio 1 Afio 2

BCU002696 9,01 a 4,53 a 31 a
BCU002835 8,66 a 4,61 ab 16,88 a
BCU002836 9,97 a 3,71 a 16,74 a
BCU002837 8,67 a 4,27 a 14,41 a
BCU002971 10,70 a 10,33 a 6,08 a 4,79 ab 2471 a 2384 b
BCU002973 11,33 a 7,33 b 15,61 a

ENTRADAS N2 de flores por brote Altura flor (mm)

Afo 1 Afo 2 Ao 1 Afo 2

BCU002696 1 a 59 a

BCU002835 1 a 60,99 ab

BCU002836 1 a 47,7 a

BCU002837 1 a 51,48 a

BCU002971 1 a 1 a 51,25 a 7013 b

BCU002973 1 a 49,43 a
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1.2.2.2 CARACTERES RELACIONADOS CON EL CRECIMIENTO VEGETATIVO.

En esta especie, se observan diferencias significativas entre entradas para todos los
caracteres vegetativos observados en la ultima etapa del desarrollo. Las entradas
procedentes de Somosierra (BCU002971, BCU002972 y BCU002973) tienen un menor
desarrollo en longitud de las hojas, pero la anchura de las mismas esta entre las maximas
observadas. Estas también desarrollan mayor nimero de hojas en el brote (Tabla 32).

Se observa escasa variacidon entre entradas de los caracteres relacionados con el
crecimiento vegetativo cuantificado durante la floracién, y el nimero de brotes por
cormo. No obstante, cabe desatacar el mayor numero de hojas en floracién mostrado por
la entrada BCU002973 y un nimero brotes por cormo ligeramente superior observado en
la entrada BCU002837 (Avila) (Tabla 32).

Tabla 32 Valores medios para los caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo de C. carpetanus. Valores

seguidos por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05) .

ENTRADAS Longitt.Jd maxima Anchura hoja (mm) N2 brotes por Ne hcfjas. brote
hoja (cm) cormo principal
Afo 1 Afo 2

BCU002696 11,57 bc 1,41 cod 1,32 ab 1 a 2,50 a
BCU002835 15,02 d 0,95 a 1,77 bcd 1 a 2,84 abc
BCU002836 13,68 «cd 1,21 bc 201 cd 1 a 3,11 abcd
BCU002837 14,09 d 1,21 bc 1,57 bc 1,22 b 3,26 abcd
BCU002838 15,40 d 1,02 ab 1,63 bcd 1 a 2,63 ab
BCU002971 9,94 ab 1,49 d 193 cd 1 a 3,46 cd
BCU002972 10,94 ab 1,23 bc 1,74 bcd 1 a 3,31  bcd
BCU002973 9,90 ab 1,61 d 2,07 d 1 a 381 d
BCU002974 9,03 a 1,27 ¢ 1,10 a 133 b 3,08 abcd

ENTRADAS Longitud hojas en floracion (cm) N2 hojas en floracion

Ao 1 Afo 2 Ao 1 Afo 2

BCU002696 2,83 a 3 a

BCU002835 7,05 a 3,50 ab

BCU002836 6,77 a 3 a

BCU002837 508 a 3,40 ab

BCU002971 6,90 b 588 a 3,5 a 3 a

BCU002973 591 a 4 c

1.2.2.3 CARACTERES DE FRUTO Y DE SEMILLA.

Los caracteres relacionados con el tamafio del fruto y de la semilla muestran una
escasa variabilidad entre las entradas evaluadas un mismo ano. Sin embargo, existen
diferencias importantes entre los valores obtenidos en los dos aifos analizados. Dado que
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difieren las entradas ensayadas en cada afio, no podemos esclarecer si se trata de un
efecto ambiental o genotipico (Tabla 33).

Tabla 33 1.2.3Valores medios para los caracteres relacionados con el tamaiio del fruto y de la semilla de C.

carpetanus. Valores seguidos por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05).

ENTRADAS Altura fruto (cm) Longitud capsula (cm) Anchura capsula (cm) Ne se’millas
por capsula
Ao 1 Afo 2 Ao 1 Afo 2 Afo 1 Afo 2 Ao 1 Afo 2
BCU002696 2,10 b 0,56 a 042 b 10 b
BCU002836 2 a 0,90 b 040 a g a
BCU002971 264 a 1,05 a 059 a 16,61 a
BCU002972 2,57 a 1,15 a 0,66 a 16,27 a
BCU002973 307 a 1,12 a 054 a 20,75 a

Tabla 33. Valores medios para los caracteres relacionados con el tamaiio del fruto y de la semilla de C. carpetanus.

Valores seguidos por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05).

ENTRADAS Longitud semillas (mm) Peso semillas (mg)

Ao 1 Afo 2 Ao 1 Afo 2
BCU002696 2,81 a 7,50 a
BCU002835 2,69 a 6,50 a
BCU002836 2,78 a 791 a
BCU002971 2,52 a 4,13 a
BCU002972 298 b 4,38 a

1.2.3 C. VERNUS

1.2.3.1 CARACTERES RELACIONADOS CON LA MORFOLOGIA Y PRODUCCION DE FLORES

La especie C. vernus presenté grandes dificultades en la consecucion de material para
trabajar, y ademas tuvo mala adaptacion a las condiciones de ensayo, por ello sélo se
pudieron analizar adecuadamente dos entradas (Tabla 34 ).

Tabla 34 Valores medios para los caracteres relacionados con la morfologia floral de C. vernus. Valores seguidos por

letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05).

ENTRADAS Longitud tépalo Anchura tépalo Longitud tépalo Anchura tépalo Longitud
ext. (mm) ext. (mm) int. (mm) int. (mm) estilo (mm)

BCUO01822 16,52 a 8,03 a 15,41 a 7,13 a 24,50 a

BCU002998 27,37 a 12,88 a 23,60 a 11,20 a 27,33 a

ENTRADAS Longitud antera (mm)  Longitud filamento (mm) Altura flor (mm) N2 de flores por brote

BCUO001822 8,14 a 574 a 555 a 1 a

BCU002998 9,74 a 583 a 7533 b 1 a
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Los caracteres relacionados con la morfologia floral en las dos entradas que forman
flor no presentan diferencias significativas, con la excepcién del caracter altura de la flor
medida desde el suelo. La entrada BCU002998 es la que forma flores con mayor altura
(Tabla 34).

1.2.3.2 CARACTERES RELACIONADOS CON EL CRECIMIENTO VEGETATIVO.

Los caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo muestran escasa
variabilidad, con la excepcién del caracter anchura de la hoja. La entrada que forma las
flores mas grandes (BCU002998) también es la que tiene un desarrollo vegetativo mayor
durante la floracién y al final de su ciclo (Tabla 35 ).

Tabla 35 Valores medios para los caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo de C. vernus. Valores
seguidos por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05). Valores indicados

con * indican plantas que sufrieron un problema de cultivo al final del ciclo y no se ha tenido en cuenta en el andlisis

de medias.
Longitud maxima Anchura hoja . L.
ENTRADAS . N2 brotes por cormo N2 hojas brote principal
hoja (cm) (mm)

BCU001822 8,93 * 3,02 * 1 % 3
BCU002998 27,65 a 581 b 1,78 a 3,67 a
BCU003018 27,32 a 293 a 1,60 a 3 a

ENTRADAS Longitud hojas en floracion (cm) N2 hojas en floracion

BCU001822 325 a 3 a

BCU002998 4,60 a 3 a

1.2.3.3 CARACTERES DE FRUTO Y DE SEMILLA.

Los caracteres relacionados con el tamafio del fruto y de la semilla evaluados en las
diferentes entradas de C. vernus, presentan variabilidad, con la excepcién de los
caracteres altura del fruto medido desde el suelo y anchura de la cédpsula. La entrada que
desarrolla capsulas de tamano algo mayor, con un mayor numero de semillas por fruto, y
con semillas de mas peso es la BCU0O03018 (Tabla 36.1 y Tabla 36.2).

Tabla 36 .1. Valores medios para los caracteres relacionados con el tamano del fruto y de la semilla de C. vernus.

Valores seguidos por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05). Continua.

ENTRADAS Altura fruto (cm) Longitud capsula (cm) Anchura capsula (cm) N2 semillas por capsula

BCU003198 4,25 a 0,75 a 045 a 850 a
BCU003018 340 a 1,50 b 0,58 a 19,50 b
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Tabla 36.2. Valores medios para los caracteres relacionados con el tamano del fruto y de la semilla de C. vernus.

Valores seguidos por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05).

ENTRADAS Longitud semillas (mm)  Peso semillas (mg)

BCU002998 31 ¢ 828 b
BCU003198 2,11 a 6,20 a
BCUO003018 256 b 9,45 ¢

1.2.4 C. SEROTINUS

1.2.4.1 CARACTERES RELACIONADOS CON LA MORFOLOGIA Y PRODUCCION DE FLORES.

Los caracteres relacionados con la morfologia floral entre las diferentes entradas de la
especie C. serotinus muestran diferencias significativas entre entradas con la excepcion
de la longitud del estilo. EI numero de flores por brote tampoco muestra variacién
intraespecifica (Tabla 37).

Tabla 37 .1 Valores medios para los caracteres relacionados con la morfologia floral de C. serotinus. Valores seguidos

por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05). Continua.

Anchura Longitud Anchura 3 )

ENTRADAS Longitud tépalo ext. (mm) tépalo ext. tépalo int. tépaloint. Longitud estilo

(mm) (mm) (mm) (mm)

Ao 1 Afo 2

BCU002741 27,62 abc 36,29 ef 10,73 bc 29,49 abc 11 b 31,50 a
BCU003172 38,23 f 11,54 bc 37,92 d 11,51 b 34,34 a
BCUO03173 34,64  cdef 9,43 abc 33,19 cd 9,43 ab 31,02 a
BCUO03174 32,56 bcde 10,66 bc 31,01 abcd 10,98 b 33,52 a
BCU003180 29,54 abc 10,78 bc 29,05 abc 10,96 b 31,91 a
BCU003181 31,55 bcd 10,97 bc 30,78 abcd 10,78 b 32,17 a
BCUO03175 25,66 a 7,61 a 25,25 ab 7,41 a 30,34 a
BCU002743 32,79 bc 32,75 cde 10,11 abc 31,50 bcd 9,92 ab 33,22 a
BCU002775 32,17 abc 30,15 abcd 9,48 abc 29,70 abc 9,37 ab 31,80 a
BCU002742 25,23 a 27,11 ab 8,93 ab 25,98 abc 9,64 ab 29,82 a
BCU002550 28,36 abc 31,49 bcde 11,61 bc 28,16  abc 11,71 b 32,82 a
BCU002618 26,68 ab 32,21 bcde 11,68 bc 29,19  abc 11,71 b 29,74 a
BCU002619 29,39 abc 11,81 bc 28,21 abc 11,69 b 32,74 a
BCU002367 34,43 ¢ 11,72 bc 32,74 cd 12,28 b 32,20 a
BCUO01655 26,47 ab 10,05 abc 23,98 a 9,28 ab 35,86 a
BCU001657 31,31 abc 30,35 abcd 12,09 c 31,25 abcd 12,11 b 33,98 a
BCU002978 35,49 def 10,38 bc 37,14 d 10,85 b 34,71 a

Una entrada de Ledn (BCU003172), una de Granada (BCU002978) y una de Ciudad Real
(BCU002367) forman las flores de corola mas grande. Las flores de corola mas pequeiia se
presentan en la entrada de Albacete (BCU002742). Los tépalos mds anchos aparecen en
flores de Jaén (BCU001657) (Tabla 37.1).
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La entrada BCU002550 colectada en Albacete forma las flores con la maxima altura
desde el suelo, asi como las flores con la maxima longitud de anteras. Las flores que
presentan una longitud de estambre mdaxima pertenecen a la entrada BCU002618 de
Valencia (Tabla 37.1y Tabla 37.2).

Tabla 37.2. Valores medios para los caracteres relacionados con la morfologia floral de C. serotinus. Valores seguidos

por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05).

ENTRADAS Longitud antera (mm) Longitud filamento Altura flor N2 de flores por
(mm) (mm) brote
Ao 1 Afo 2
BCU002741 10,16 a 10,86 ab 6,86 abcd 93,50 ab 1,23 a
BCU003172 12,02 bcd 7,17 abcd 62,56 a 1,25 a
BCU003173 10,03 ab 6,24 abcd 66,84 a 1,5 a
BCU003174 12,42 bcd 7,46 bcd 71,16 a 1,43 a
BCU003180 14,42 de 4,62 a 49,50 a 1,25 a
BCU003181 13,06 cd 6,68 abcd 59,73 a 1,11 a
BCU003175 8,87 a 5,92 abcd 58,50 a 15 a
BCU002743 14,11 ab 12,32 bcd 6,58 abcd 69,86 a 1 a
BCU002775 12,44 ab 11,47 bc 506 ab 59,69 a 1,64 a
BCU002742 13,17 ab 13,65 cd 6,28 abcd 67,82 a 1 a
BCU002550 14,07 ab 16,73 e 506 ab 105 b 1,27 a
BCU002618 13,79 ab 14,02 d 850 d 93,69 ab 1,20 a
BCU002619 15,28 b 6,48 abcd 72,50 a 1 a
BCU002367 13,28 ab 7,69 bcd 66 a 1,33 a
BCUO01655 13,74 ab 7,99 cd 58,87 a 1 a
BCU001657 16,86 b 12,25 bcd 7,57 bcd 65,83 a 1,50 a
BCU002978 10,89 abc 5,80 abc 63,49 a 1,22 a

1.2.4.2 CARACTERES RELACIONADOS CON EL CRECIMIENTO VEGETATIVO.

Los caracteres relativos al crecimiento vegetativo al final del ciclo presentan gran
variabilidad entre entradas (Tabla 38 ).

La longitud méaxima de hoja al final del ciclo se observa en la entrada BCU002367 de
Ciudad Real, y la hoja mas ancha la presenta la entrada BCU0O01657 de Jaén. La entrada
gue desarrolla mayor niumero brotes y mayor nimero hojas en el brote principal procede
de Cuenca (BCU002775), que al mismo tiempo presenta un tamafio de hoja mds pequeno
(Tabla 38).

El desarrollo vegetativo durante la floracion es muy desigual entre las entradas de C.
serotinus, ya que existen un numero elevado de plantas que no desarrollan las hojas al
mismo tiempo que la flor, apareciendo dias después de la floracidn. Por eso sélo pudimos
evaluar 5 entradas a lo largo de dos afios. Es de destacar la entrada de La Coruiia
(BCU002741) que desarrolla la maxima longitud de hojas durante la floracion (Tabla 38 ).
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Tabla 38 Valores medios para los caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo de C. serotinus. Valores

seguidos por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05).

Anchura hoja

N2 brotes por

N2 hojas brote

ENTRADAS Longitud maxima hoja (cm) (mm) cormo principal

Ao 1 Afo 2
BCU002741 24,58 defg 2,29 bcde 1,10 ab 4,10 bcd
BCUO03174 11,62 a 2,58 def 1,20 ab 4,50 bcd
BCU003181 10,66 a 2,36 de 1,11 ab 3,67 abc
BCU002743 15,10 b 20,69 bcd 1,87 abc 1 a 4,40 bcd
BCU002775 13,67 ab 18,52 b 1,56 a 2,70 d 5 d
BCU002742 11,33 a 12,09 a 1,91 abcd 1,10 ab 4 bcd
BCU002550 13,45 ab 22,66 cdefg 1,83 ab 1,60 abc 335 ab
BCU002618 13 ab 20,27 bc 1,67 a 2  bcd 479 o
BCU002619 11,46 a 2593 fg 2,16 bcde 1,80 abc 4,50 bcd
BCU002367 1503 b 2633 g 1,56 a 2 bcd 3,46 ab
BCU002685 11,17 a 24,99 efg 2,33 cde 2 bcd 3,55 ab
BCU002686 9,50 a 24,04 cdefg 1,88 abc 1,86 abcd 3,78 abcd
BCUO01657 15,22 b 21,46 bcde 295 f 2,40 «cd 3,75 abc
BCU002959 24,33  defg 2,03 abcd 1 a 2,75 a
BCU002978 12,70 ab 22,14 bcdef 1,97 abcd 1,60 abc 480 cd

ENTRADAS Longitud hojas en floracion (cm) I:: :zr::ij:::

Ao 1 Afo 2

BCUO02741 4,05 a 10 b

BCU002775 1,15 a

BCU002742 2 a

BCU002618 1 a

BCU002978 1 a

1.2.4.3 CARACTERES DE FRUTO Y DE SEMILLA.

Existe variacién para todos los caracteres evaluados con la excepcién de la anchura de

la capsula (Tabla 39 ). La entrada BCU002550 de Albacete desarrolla la altura maxima de

fruto, la maxima longitud de cdpsula, el mayor nimero de semillas por fruto y de mayor

longitud. El maximo numero semillas formado por capsula lo presenta la entrada leonesa

BCU003181. Como entrada que presenta valores muy bajos de todos los caracteres

evaluados podiamos destacar la entrada de procedente de Burgos BCU003175 (Tabla 39).
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Tabla 39 Valores medios para los caracteres relacionados con el tamaio del fruto y de la semilla de C. serotinus.

Valores seguidos por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05).

ENTRADAS Altura fruto (cm) Longitud capsula (cm) Anchura capsula (cm) N2 semillas por capsula
Ao 1 Afo 2 Ano 1 Afo 2 Ano 1 Afo 2 Ano 1 Afo 2

BCU002741 4,70 ab 1,10 ab 0,55 a 17,50 ab
BCU003172 3,76 ab 1,36 abc 0,56 a 16,63 ab
BCU003173 3,74 ab 1,13 ab 0,59 a 12,43 ab
BCUO03174 3,61 a 1,39 abc 0,54 a 13,40 ab
BCU003178 554 ab 1,50 bc 0,56 a 10,22 a
BCU003179 3,82 ab 1,22 abc 0,60 a 15,56 ab
BCUO03180 5,04 ab 1,46 bc 0,58 a 12,54 ab
BCU003181 4 ab 1,43 bc 059 a 20,6 b
BCUO03175 3,68 ab 0,96 a 0,58 a 9 a
BCU002775 2,83 1,25 a 0,47 ab 14,22
BCU002743 5,09 1,30 a 064 ¢ 14,55
BCU002550 6,15 b 1,60 c 0,63 a 17,67 ab
BCU002742 3,85 ab 1,45 bc 0,55 a 8,67 a
BCU002618 510 ab 1,55 bc 0,65 a 12,50 ab
BCU002367 4,74 1,45 a 0,6 bc 12
BCU002978 3,98 1,32 a 0,54 bc 12,71
BCU002959 4,10 1,40 a 0,49 ab 12,70

ENTRADAS Longitud semillas (mm) Peso semillas (mg)

Ao 1 Afo 2 Ao 1 Afo 2

BCU002741 201 a 360 a

BCUO03172 2,64 b 6,10 cd

BCUO03173 2,20 a 596 cd

BCU003174 293 4,37 ab

BCUO03178 2,77 bc 6,88 d

BCUO003179 2,84 bc 590 cd

BCU003180 2,78 bc 6,13 cd

BCUO03181 2,84 bc 6,82 d

BCUO03175 2,91 bcd 3,66 a

BCU002775 3,22 bc 4,62

BCU002743 359 d 8,76 d

BCUO002550 371 e 561 bcd

BCU002742 3,55 520 bc

BCU002618 3,14 5,77 bcd

BCU002367 2,50 a 6,94 ¢

BCU002685 296 cd 516 bc

BCU001657 2,58 a 547 b

BCU002978 351 d 9,09 d

BCU002959 311 b 4,33  abcd
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1.2.5 C CcLusi

1.2.5.1 CARACTERES RELACIONADOS CON LA MORFOLOGIA Y PRODUCCION DE FLORES.

La especie C. clusii muestra variabilidad Unicamente para los caracteres relacionados
con el tamafio del tépalo externo y en la longitud del tépalo interno. Las flores
procedentes de la entrada BCU002963, localizada en Huelva, desarrollan flores con
tamafio algo mayor que las del resto de entradas (Tabla 40).

Tabla 40 Valores medios para los caracteres relacionados con la morfologia floral de C. clusii. Con asterisco se han
sefialado los valores de las entradas en las que sélo se ha podido evaluar una flor. Valores seguidos por letras

diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05).

ENTRADAS Longitud tépalo Anchura tépalo Longitud tépalo Anchura tépalo Longitud

ext. (mm) ext. (mm) int. (mm) int. (mm) estilo (mm)

BCU002960 36,92 ab 11,84 a 33,12 ab 11,30 a 34,67 a

BCU002963 44,71 b 13,73 bc 42,11 b 13,06 a 38,61 a

BCU002965 36,20 ab 14,42 ¢ 3191 a 13,52 a 31,87 a

BCU002964 35,03 * 8,83 * 31,53 * 8,18 * 37,78 *

BCU002966 33,71 a 10,84 a 2891 a 10,65 a 28,28 a

N2 de flores por

ENTRADAS Longitud antera (mm) Longitud filamento (mm) Altura flor (mm) brot P
rote
BCU002960 10,58 a 7,90 a 82,65 a 1 a
BCU002963 12,56 a 7,05 a 101,85 a 1 a
BCU002964 9,75 * 595 * 84,36 * 1 a
BCU002965 11,31 a 589 a 96,97 a 1 a
BCU002966 10,38 a 6,60 a 75,86 a 1 a

1.2.5.2 CARACTERES RELACIONADOS CON EL CRECIMIENTO VEGETATIVO.

Los caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo muestran escasa
variabilidad. Los caracteres longitud de la hoja al final del desarrollo vegetativo, nimero
de hojas en el brote principal y los relacionados con el desarrollo vegetativo en la
floracion, son los que presentan cierta variabilidad entre entradas (Tabla 41 ).

La entrada procedente de Huelva (BCU002962) es la que desarrolla una mayor longitud
de hoja al final del ciclo y el menor nimero de hojas en el brote principal. La entrada que
da lugar a las flores mas grandes (BCU002963) es también la que presenta un mayor
desarrollo en longitud de las hojas durante la floraciéon. No obstante, desarrolla el menor
numero de hojas observado en la floracién (Tabla 41).
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Tabla 41 Valores medios para los caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo de C. clusii. Valores seguidos

por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05).

ENTRADAS Longitl:|d méxima Anchura hoja N2 brotes por cormo N2 hojas brote principal
hoja (cm) (mm)

BCU002960 21,65 ab 1,44 a 1,00 a 3,00 ab
BCU002961 22,44 b 1,54 a 1,00 a 342 b
BCU002962 32,90 ¢ 1,28 a 1,00 a 2,00 a
BCU002963 18,36 ab 1,34 a 1,00 a 337 b
BCU002964 27,18 ¢ 1,63 a 1,00 a 2,84 ab
BCU002966 19,11 ab 1,52 a 1,13 a 393 b
BCU002967 17,02 a 1,52 a 1,00 a 3,05 ab

ENTRADAS Longitud hojas en floracion (cm) N2 hojas en floracion

BCU002960 6,88 ab 4,00 ab

BCU002963 935 b 350 a

BCU002965 6,33 ab 4,00 ab

BCU002966 550 a 450 b

1.2.5.3 CARACTERES DE FRUTO Y DE SEMILLA.

Los caracteres relacionados con el tamafio del fruto y de la semilla evaluados en las
diferentes entradas de C. clusii, presentan variabilidad, con la excepcién de los caracteres
relacionados con el tamafio del fruto (Tabla 42 ).

La entrada que desarrolla la altura del fruto algo mayor es la BCU002962, localizada
en Huelva, que también desarrolla la longitud de hoja mayor al final del desarrollo. Esta
entrada y la también onubense BCU002963 (que muestra las flores de mayor tamafio),
dan lugar a los mayores niumeros de semillas por fruto (Tabla 42).

Las semillas de mayor longitud las produce la entrada de Cadiz (BCU002966) y las de
mayor peso la onubense BCU002962 (Tabla 42).
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Tabla 42 Valores medios para los caracteres relacionados con el tamaio del fruto y de la semilla de C. clusii. Valores

seguidos por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05).

ENTRADAS Altura fruto (cm) Longitud capsula (cm) Anchura capsula (cm) Ne se’millas
por capsula
BCU002960 2,22 ab 1,07 a 0,46 a 22 abc
BCU002961 2,14 a 1,13 a 04 a 13 a
BCU002962 3,18 b 1,24 a 045 a 26 bc
BCU002963 2,66 ab 1,32 a 0,48 a 28 c
BCU002964 2,26 ab 1,24 a 0,49 a 24  abc
BCU002966 2,19 a 1,28 a 0,43 a 17 ab
BCU002967 2,65 ab 1,11 a 0,44 a 24 bc

ENTRADAS Longitud semillas (mm) Peso semillas (mg)
BCU002960 2,34 ab 2 a
BCU002961 2,41 ab 193 a
BCU002962 2,36 ab 38 ¢
BCU002963 2,55 bc 3 b
BCUO002964 2,19 a 3 bc
BCU002966 2,73 ¢ 29 b
BCU002967 2,29 ab 1,66 a

1.2.6 C. NUDIFLORUS

1.2.6.1 CARACTERES RELACIONADOS CON LA MORFOLOGIA Y PRODUCCION DE FLORES.

La evaluacidn de los caracteres relacionados con la morfologia floral en la especie
otofial C. nudiflorus sélo se ha podido realizar en 4 entradas, debido a su mala adaptacion
a las condiciones de cultivo del ensayo. El resto de entradas desarrollaron una sola flor,
por lo que no se pudieron incluir esas poblaciones en el andlisis de medias.

Las entradas comparadas muestran variabilidad para los caracteres longitud del tépalo
externo, anchura del tépalo interno, longitud del filamento de la antera, longitud del
estilo y la altura de la flor. Las flores de mayor tamafio de tépalos y estilo se observan en
la entrada colectada en Huesca (BCU002557), si bien, la longitud de la antera y el
filamento es superior en las entradas procedentes de La Rioja (BCU003123 y BCU002777)
y Burgos (BCU003176). Asimismo, estas entradas de La Rioja y Burgos, presentan mayor
altura de flor (Tabla 43).

El nimero de flores por brote no presenta variacidn significativa entre entradas, se
forma una unica flor por brote.
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Tabla 43 Valores medios para los caracteres relacionados con la morfologia floral de C. nudiflorus. Con asterisco se

han seialado los valores de las entradas en las que solo se ha podido evaluar una flor. Valores seguidos por letras

diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05).

Longitud tépalo

Anchura tépalo

Longitud tépalo

Anchura tépalo

ENTRADAS externo (mm) externo (mm) interno (mm) interno (mm)
Afo 1 Afo 2 Afo 1 Afo 2 Ano 1 Afo 2 Ano 1 Afo 2
BCU002556 34,60 * 13,26 * 33,24 * 14,55 *
BCU002557 36,57 34,95 b 14,38 12,64 a 36 33,80 a 13,46 13,58 b
BCU002558 37,78 * 13,33 * 37,77 * 15,24 *
BCU002738 27,11 * 8,05 * 27,11 * 9,11 *
BCU002776 26,31 11,02 * 24,97 12,01 *
BCU002777 28,90 * 26,75 a 10,68 * 9,50 a 26,39 24,80 a 9,62 * 8,35 a
BCU003123 3574 b 10,20 a 32,61 a 9,04 a
BCUO03176 29,04 ab 10,44 a 29,48 a 10,13 ab
ENTRADAS Longitud antera (mm) Longitud filamento (mm) Longitud estilo (mm)
Ao 1 Afo 2 Ao 1 Afo 2 Ao 1 Afo 2
BCU0O02556 11,67 * 6,98 * 36,19 *
BCU002557 11,5 10,6 a 5,0 3,34 a 20,32 37,9 b
BCU002558 12,1 * 7 * 27,9 %
BCU002738 11,2 * 2,96 * 26,62 *
BCU002776 11,36 * 9,15 * 31,28 *
BCU002777 1495 * 13,25 a 7,27 * 6,95 ab 30,33 * 284 a
BCUO03123 13,96 a 124 ¢ 32,49 ab
BCUO003176 11,63 a 873 b 33,08 ab
ENTRADAS Altura flor (mm) N2 de flores por brote
Afo 1 Afo 2 Ano 1 Afo 2
BCU002556 70,00 * 1 0%
BCU002557 74,00 76 a 1 1 a
BCU002558 73,00 * 1 *
BCUO002738 70,00 * 1 *
BCUO002776 72,00 * 1 0*
BCU002777 75,00 * 72,5 a 1 * 1 a
BCU003123 107,67 b 1 a
BCU003176 89,60 ab 1 a
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1.2.6.2 CARACTERES RELACIONADOS CON EL CRECIMIENTO VEGETATIVO.

Los caracteres observados al final del crecimiento vegetativo muestran diferencias
significativas entre entradas, a excepcién del nimero brotes por cormo, que toma el valor
de uno en todas las entradas ensayadas (Tabla 44).

Tabla 44 Valores medios para los caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo de C. nudiflorus. Valores

seguidos por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05).

ENTRADAS Longitud maxima Anchura hoja N2 brotes por N2 hojas brote
hoja (cm) (mm) cormo principal
Ao 1 Afo 2
BCU002556 11,80 b 7,90 a 2,44  bcd 1 a 2,67 abc
BCU002557 11,40 b 3,60 * 2,32 abcd 1,07 a 3,21 abc
BCU002558 6,85 a 2,75 d 1 a 2,60 abc
BCU002559 833 a 2,45 bcd 1 a 3 abc
BCU002944 10,53 ab 8,78 ab 2,76 d 1 a 363 c
BCUO03001 7,24 a 2,33 abcd 1 a 2,50 abc
BCUO03003 9,26 ab 1,83 a 1 a 2,89 abc
BCUO03005 8,45 ab 2,05 abc 1 a 2 a
BCU0O03006 6,44 a 1,95 ab 1 a 2,80 abc
BCUO03007 7,09 a 2,60 cd 1 a 3,13 abc
BCUO002738 8,85 ab 2,45 bcd 1 a 2 a
BCU002777 9,73 ab 2,27 abcd 1 a 2,33 ab
BCU003123 6,88 a 2,20 abcd 1 a 3,13 abc
BCU003176 11,28 b 2,38 abcd 1 a 3,30 bc

Las entradas que alcanzan una mayor longitud de hoja al final de su ciclo son la
BCU002556 colectada en Huesca y la BCU0O03176 localizada en Burgos. Las hojas de
mayor anchura fueron al mismo tiempo las que desarrollaron menor longitud y mayor
numero hojas en el brote principal (BCU002944 y BCU002558 de Huesca) (Tabla 44 ).

1.2.6.3 CARACTERES DE FRUTO Y DE SEMILLA.

Los caracteres relacionados con el tamano del fruto y semilla presentan escasas
diferencias entre entradas evaluadas el mismo afo (Tabla 45). No obstante, aparecen
diferencias entre los genotipos evaluados en anos distintos para tamano y peso de la
semilla que no podemos saber si se trata de un efecto ambiental o genotipico.
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Tabla 45 Valores medios para los caracteres relacionados con el tamaiio del fruto y de la semilla de C. nudiflorus.

Valores seguidos por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05).

ENTRADAS  Altura fruto (cm) Longitud capsula Anchura cpsula N2 semillas por capsula
(cm) (cm)
Ano 1 Afo 2 Afo 1 Afo 2 Afo 1 Afo 2 Afo 1 Afo 2

BCU0O02739 2,91 a 1,13 ab 0,52 a 11,67 a
BCU002737 3,06 a 0,83 a 0,67 ab 15 a
BCU002944 2,80 a 1,25 b 0,78 b 733 a
BCUO03123 4 a 0,90 a 0,57 a 12 a
BCU003176 39 a 1,25 a 0,50 a 14,28 a

ENTRADAS Longitud semillas (mm) Peso semillas (mg)

Afo 1 Ao 2 Ano 1 Ao 2

BCU002737 3,73 b 10,67 a

BCU002739 3,09 a 8,78 a

BCU002944 368 b 10 a

BCU003123 2,78 a 498 a

BCUO03176 2,90 a 536 a

1.2.7 C. CAMBESSEDESII

1.2.7.1 CARACTERES RELACIONADOS CON LA MORFOLOGIA Y PRODUCCION DE FLORES.

Para la mayoria de los caracteres estudiados relacionados con la morfologia floral no
existe variacion entre las diferentes entradas de C. cambessedesii ensayadas que han
florecido. Unicamente la longitud del filamento y de la antera presenta diferencias
significativas. La entrada BCU001685 presenta la antera de mayor longitud, mientras que
la longitud del filamento es superior en la entrada BCU003130 (Tabla 46).

Tabla 46 Valores medios para los caracteres relacionados con la morfologia floral de C. cambessedesii. Valores

seguidos por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05).

ENTRADAS Longitud tépalo Anchura tépalo Longitud tépalo Anchura tépalo Longitud

externo (mm) externo (mm) interno (mm) interno (mm) estilo (mm)
BCU001685 14,97 a 6,47 a 13,85 a 6,91 a 16,16 a
BCU003130 16,63 a 6,88 a 15,01 a 7,22 a 17,34 a

ENTRADAS  Longitud antera (mm) Longitud filamento (mm) N2 de flores por brote  Altura flor (mm)

BCU001685 7,16 b 519 a 1,43 a 80,33 a
BCU003130 6,22 a 6,85 b 1,2 a 85 a
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1.2.7.2 CARACTERES RELACIONADOS CON EL CRECIMIENTO VEGETATIVO.

En cuanto a los caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo, es de destacar
el menor tamaiio de la hoja de la entrada BCU003130, no detectandose diferencias
significativas entre entradas para el resto de caracteres (Tabla 47).

Tabla 47 Valores medios para los caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo de C. cambessedesii Valores

seguidos por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05).

Longitud maxima . N2 hojas brote
ENTRADAS . Anchura hoja (mm) N2 brotes por cormo .
hoja (cm) principal

BCU001685 2199 b 19 a 15 a 3,38 a
BCU003130 13,71 a 1,75 a 1,14 a 4 a
BCU001682 23 b 259 b 1 a 4 a
BCU001683 18,67 b 1,98 a 1,25 a 338 a

ENTRADAS Longitud hojas en floracion (cm) N2 hojas en floraciéon

BCU001685 7,65 a 3,75 a

BCU003130 565 a 333 a

1.2.7.3 CARACTERES DE FRUTO Y DE SEMILLA.

De las dos Unicas entradas que se han podido analizar para caracteres relacionados
con fruto y semilla, se observa que la BCU0O01683 tiene una capsula de mayor tamano,
con semillas de mayor peso y esta situada a una altura del suelo ligeramente inferior. No
obstante, no existen diferencias significativas en cuanto al nimero semillas por capsula 'y
la longitud de las semillas (Tabla 48 ).

Tabla 48 Valores medios para los caracteres relacionados con el tamano del fruto y de la semilla de C. cambessedesii.

Valores seguidos por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas (p< 0,05).

. . . N2 semillas
ENTRADAS Altura fruto (cm) Longitud capsula (cm)  Anchura cépsula (cm) )
por capsula
BCU001685 295 b 0,88 a 047 a 16,88 a
BCU001683 1,83 a 1,24 b 0,74 b 17,5 a

ENTRADAS Longitud semillas (mm) Peso semillas (mg)

Afo 2 Afo 2
BCU001685 2,87 a 2,59 a
BCU001683 2,77 a 6,16 ¢
BCU003130 2,86 a 329 b
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1.3 VARIACION ENTRE ESPECIES DE CROCUS
1.3.1 CARACTERES RELACIONADOS CON LA MORFOLOGIA Y PRODUCCION DE FLORES.

Las especies espafiolas de Crocus presentan diferencias en el tamafio de los distintos
verticilos florales (Tabla 49 ).

C. clusii, C. serotinus y C. nudiflorus, de floracién otonal, son las especies cuyos
verticilos florales son de mayor tamafio. C cambessedesii, especie de floracién otofal,
también presenta una importante altura de flor como el resto de flores otofiales, pero
desarrolla las flores con menor tamaiio de corola, estilo y estambres de todas las especies
espaiolas (Tabla 49).

Tabla 49 Valores medios para los caracteres relacionados con la morfologia floral de las diferentes especies de Crocus

silvestres espanoles. Valores seguidos por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas entradas

(p< 0,05).
Longitud Anchura . ; ; .
; , Longitud tépalo  Anchura tépalo Longitud
ESPECIES tépalo tépalo A . .
int. (mm) int. (mm) estilo (mm)
ext. (mm) ext. (mm)
C. nevadensis 24,21 b 6,59 a 22,64 b 7,32 a 21,68 b
C. carpetanus 24,11 b 10,84 bc 23,61 b 11,21 bc 17,49 a
C. vernus 21,94 ab 10,52 bc 19,51 ab 9,07 ab 25,75 bc
C. serotinus 32 ¢ 10,52 bc 31,48 ¢ 10,56 bc 322 d
C. clusii 37,88 d 12,71 ¢ 3401 ¢ 12,13 ¢ 33,36 d
C. nudiflorus 31,83 ¢ 10,95 bc 30,47 ¢ 10,31 bc 30,78 «cd
C. cambessedesii 15,80 a 6,67 a 14,43 a 7,07 a 16,75 a
Longitud Longitud Ne de flores
ESPECIE . Altura flor (mm)
antera (mm) filamento (mm) por brote
C. nevadensis 962 b 51 a 1,31 b 4593 a
C. carpetanus 9,79 b 494 a 1 a 57,63 ab
C. vernus 9,03 ab 5,87 ab 1,13 ab 63,17 abc
C. serotinus 12,36 ¢ 6,26 ab 1,31 b 72,53 bc
C. clusii 11,21 bc 6,86 ab 1 a 84,76 ¢
C. nudiflorus 12,51 ¢ 785 b 1 ab 86,44 ¢
C. cambessedesii 6,68 a 6,02 ab 1,13 ab 79 bc

Las especies primaverales desarrollan flores de tamaio medio de corola, estambres y
estilos, no obstante, la altura de la flor es menor que en las especies otofiales. El nUmero
de flores por brote no presenta diferencias importantes entre especies y estd entre 1y 2
flores por brote (Tabla 49 ).
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1.3.2 CARACTERES RELACIONADOS CON EL CRECIMIENTO VEGETATIVO

Los caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo al final del ciclo también
muestran diferencias entre especies (Tabla 50).

Las especies otofales cuyas hojas emergen al mismo tiempo que la flor (C. clusii, C.
serotinus y C. cambessedesii) muestran una longitud de las mismas superior al de las
especies primaverales C. carpetanus y C. nevadensis. C. nudiflorus, especie de floracion
otofal que muestra histerantia, presenta el minimo crecimiento en longitud, y C. vernus,
especie de floracion primaveral, muestra el maximo crecimiento observado de todas las
especies espafiolas (Tabla 50). Ahora bien, hay que sefalar que en el caso de C. vernus las
entradas ensayadas son mayoritariamente procedentes de vivero.

La especie que muestra el menor desarrollo vegetativo es C. carpetanus, especie de
floracion primaveral (Tabla 50 ).

Tabla 50 Valores medios para los caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo de las diferentes especies de

Crocus silvestres espafoles. Valores seguidos por letras diferentes presentan diferencias significativas entre estas

entradas (p< 0,05).
ESPECIES Longitt.ld maxima Anchura hoja N¢ brotes Ne¢ hc.)jas. brote
hoja (cm) (mm) por cormo principal
C. nevadensis 14,07 b 1,59 a 1,09 a 368 b
C. carpetanus 10,86 a 1,47 a 1,06 a 2,85 a
C. vernus 27,4 d 3,92 ¢ 1,69 b 3,33 ab
C. serotinus 20,69 ¢ 2,05 b 1,63 b 398 b
C. clusii 23,38 cd 1,46 a 1 a 2,86 a
C. nudiflorus 8,17 a 233 b 1 a 2,79 a
C. cambessedesii 19,38 ¢ 2,03 b 1,22 ab 3,63 ab

Longitud de las hojas . L
ESPECIES B N2 hojas en floracién
en floracién (cm)

C. nevadensis 5,24 bc 507 d
C. carpetanus 6,13 ¢ 3,38 b
C. vernus 4,57 bc 3,25 b
C. serotinus 2,69 ab 4,18 ¢
C. clusii 701 ¢ 4 Dbc
C. nudiflorus 0 a 0 a
C. cambessedesii 6,65 ¢ 3,54 bc

C. vernus es la especie que muestra el mayor desarrollo vegetativo, y en segundo lugar
se encuentra la especie otofial, C. serotinus (Tabla 50). El desarrollo foliar durante la
floracién es muy variable entre las especies. C. nudiflorus es una especie que posee
histerantia, por lo que la longitud de las hojas durante la floracidn es nula. C. serotinus no
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presenta histerantia, pero en ocasiones sufre un pequefo retraso de la salida de la hoja
respecto de la floracidn, por esto se explica la corta longitud que desarrollan las hojas
durante los primeros dias de ese periodo. C. cambessedesii y C. clusii son las especies que
presentan la mayor longitud de las hojas en la floraciéon. Las especies de floracion
primaveral poseen una longitud de la hoja similar en el momento de la floracién. El
numero hojas en floracién es maxima en C. nevadensis y en C. serotinus (Tabla 50 ).

1.3.3 CARACTERES DE FRUTO Y DE SEMILLA.

Los caracteres relacionados con el tamafio del fruto y de la semilla presentan
variabilidad entre las diferentes especies de Crocus (Tabla 51 ).

Tabla 51 Valores medios para los caracteres relacionados con el tamaiio del fruto y de la semilla de las diferentes
especies de Crocus silvestres espanoles. Valores seguidos por letras diferentes presentan diferencias significativas

entre estas entradas (p< 0.05).

ESPECIES Altura fruto (cm) Longitud capsula Anchura capsula Ne se,millas
(cm) (cm) por capsula
C. nevadensis 3,75 bc 1,08 ab 055 b 10,18 a
C, carpetanus 2,76 ab 1,1 ab 0,60 b 17,88 bc
C. vernus 3,83 bc 1,12 ab 0,52 ab 13,75 ab
C. serotinus 439 ¢ 1,33 b 0,58 b 13,43 ab
C. clusii 2,47 a 1,19 ab 0,45 a 21,87 ¢
C. nudiflorus 3,95 bc 1,07 ab 0,54 ab 13,14 ab
C. cambessedesii 239 a 1,06 a 061 b 17,19 bc
ESPECIES Longitud semillas (mm) Peso semillas (mg)
C. nevadensis 3,85 c 9,15 d
C. carpetanus 2,75 ab 4,26 ab
C. vernus 2,59 ab 7,97 cd
C. serotinus 2,93 b 5,63 bc
C. clusii 2,41 a 2,61 a
C. nudiflorus 2,84 ab 5,17 abc
C. cambessedesii 2,87 ab 2,94 ab

La especie de floracion otofial C. serotinus desarrolla los frutos que alcanzaron mayor
altura desde el suelo. El nimero semillas por capsula es superior en la especie C. clusii,
aunqgue el tamafio de su capsula y la altura que alcanza ésta desde el suelo es de las
menores que se han observado. La especie C. nevadensis desarrolla las semillas de
tamafio y peso muy superior al resto de especies (Tabla 51).
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1.4 CORRELACIONES
1.4.1 CORRELACIONES ENTRE CARACTERES A NIVEL DE ESPECIE

1.4.1.1 CORRELACIONES ENTRE CARACTERES RELACIONADOS CON LA MORFOLOGIA Y
PRODUCCION DE FLORES.

En este andlisis, se observa correlacidn positiva y significativa de los caracteres
relacionados con el tamano del tépalo externo e interno, sobre todo entre la longitud de
los tépalos interno y externo (Tabla 52).

Tabla 52 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson entre los caracteres relacionados con la morfologia floral a

nivel de especie.* Significacion al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no significativa

Longitud Anchura Longitud . .
j i i K Alturaflor  Longitud estilo
tépalo int. tépalo int. antera
Longitud tépalo ext. 0,988** ns 0,847* ns 0,875**
Anchura tépalo ext. ns 0,941** ns ns ns
Longitud tépalo int. 1 0,756* 0,894** ns 0,851*
Longitud antera - ns 1 ns 0,825*

Longitud filamento ns ns ns 0,782* ns

Las especies con mayor longitud de tépalos (C. clusii, C. nudiflorus y C. serotinus) son
también las que mayor longitud de estilo y estambre desarrollan (Tabla 49).

Es de destacar la inexistencia de relacion entre la altura de la flor y el tamafiio de los
verticilos florales, con la excepcidn de la longitud del filamento (Tabla 52). Esto es debido
a que hay una especie, C. cambessedesii, que aunque muestra una altura de flor
importante, el tamafio de su corola es de las mds pequefias (Tabla 49).

1.4.1.2 CORRELACIONES ENTRE CARACTERES RELACIONADOS CON EL CRECIMIENTO
VEGETATIVO

En el analisis de correlaciones entre los caracteres evaluados al final del crecimiento
vegetativo, se observa que las especies que forman mayor nimero de brotes, en general
son las que desarrollan mayor anchura de la hoja (C. vernus y C. serotinus) (Tabla 53 y
Tabla 50).

Tabla 53 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson entre los caracteres relacionados el crecimiento vegetativo a

nivel de especie.* Significacion al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no significativa

N2 brotes por cormo

Anchura hoja 0,742*
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En el andlisis de correlaciones entre estos caracteres y los relacionados con la
morfologia floral observamos que existe correlacién negativa entre la longitud del
filamento y el nimero de hojas en floracion (Tabla 54). La especie C. nudiflorus desarrolla
la mayor longitud de filamento del estambre no presentan hojas durante la floracién. El
filamento de estambre de C. nevadensis, se encuentra entre los de menor longitud, y
desarrolla el maximo nimero de hojas durante la floracién (Tabla 49 y Tabla 50).

Tabla 54 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson entre los caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo
y los caracteres relacionados con la morfologia floral a nivel de especie. * Significacion al nivel del 5%. **

Significacion al nivel del 1% . ns: no significativa.

N2 hoja en floracién

Longitud filamento -0,845%*

1.4.1.3 CORRELACIONES ENTRE CARACTERES RELACIONADOS CON EL FRUTO Y LA
SEMILLA

El analisis de correlaciones entre los diferentes caracteres evaluados sobre el fruto y la
semilla desvelan que las especies con menor nimero semillas por cdpsula desarrollan
semillas de mayor tamafio y peso y también frutos de mayor altura (Tabla 55). Asi, C.
clusii, con las semillas mdas pequefas, y la menor altura de fruto, desarrolla el mayor
nimero de semillas por capsula. C. nevadensis con las semillas mds grandes, presenta un
bajo numero de semillas por cépsula, pero la altura del fruto es intermedia (Tabla 51)

Tabla 55 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson entre los caracteres relacionados con el tamafio del fruto y de

las semillas a nivel de especie. * Significacion al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no significativa

Altura fruto Longitud semillas Peso semillas

N2 semillas por capsula -0,811* -0,747* -0,862%*

Todos los caracteres analizados sobre el fruto y la semilla muestran correlacién con
algun otro caracter relacionado con la morfologia floral o el desarrollo vegetativo durante
la floracion (Tabla 56). Se observa que las especies que muestran una longitud de hojas
mayor durante la floracidn son las que en la fructificacidn el fruto alcanza menor altura,
como sucede en la especie C. clusiiy C. cambessedesii. Las especies que producen semillas
de mayor longitud dan lugar a flores que con tépalo externo menos ancho, como sucede
con C. nevadensis (Tabla 50 y Tabla 51).
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Tabla 56 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson entre los caracteres relacionados con el tamaio del fruto y de
la semilla y los caracteres relacionados con la morfologia floral y el crecimiento vegetativo durante la floracion a

nivel de especie. * Significacion al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no significativa.

Anchura tépalo Longitud hojas
ext. floracion
Altura fruto ns -0,788*
Longitud semilla -0,762* ns

1.4.1.3.1.1 Otras correlaciones de interés

Las especies con mayor numero de hojas en el brote principal, son las que presentan
un mayor numero de flores/brote (Tabla 57). Esta relacidn se observa bien en las especies
C. nevadensis y C. serotinus, que son las especies que desarrollan el mayor nimero de
flores y hojas por brote (Tabla 49y Tabla 50).

Tabla 57 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson entre los caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo
y los relacionados con la morfologia floral a nivel de especie * Significacion al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del

1% . ns: no significativa.

N2 hojas brote principal

Ne flores por brote 0,94**

1.4.2 CORRELACIONES ENTRE CARACTERES A NIVEL DE ENTRADA DE LAS ESPECIES DE
CROCUS SILVESTRES.

El andlisis de correlaciones entre caracteres a nivel de entrada dentro de cada especie
de Crocus, soélo ha podido calcularse en especies de las que se ha podido caracterizar un
numero suficiente de entradas: C. nevadensis, C. carpetanus, C. serotinus y C. clusii.

1.4.2.1C. NEVADENSIS
1.4.2.1.1 Caracteres relacionados con la morfologia y produccion de flores

Del analisis de correlaciones de los caracteres relacionados con la morfologia floral se
observa una relacién entre la longitud del tépalo interno y externo, asi como la relacion
entre la anchura del tépalo interno y externo. Las flores de las entradas BCU001742 vy
BCU002982, colectadas en Valencia y Jaén respectivamente, desarrollan las flores con los
tépalos internos y externos de mayor longitud y de mayor anchura (Tabla 58 ).

A partir del analisis, también se observa que son las entradas con flores que tienen los
filamentos de estambre mas largos, las que forman flores con los tépalos internos y
externos de mayor longitud (Tabla 58).
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Tabla 58 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson entre los caracteres relacionados con la morfologia floral a

nivel de entradas de la especie C. nevadensis. * Significacion al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no

significativa.
Longitud tépalo Anchura tépalo Longitud Longitud

. . ) Altura flor

int, ext, filamento estilo
Longitud tépalo ext, 0,988** ns 0,898** 0,644* 0,795**
Anchura tépalo ext, ns 1 ns ns 0,786*
Longitud tépalo int, 1 ns 0,877** 0,718** 0,798**
Anchura tépalo int, ns 0,890** ns ns 0,763**

Longitud antera ns ns ns 0,840** ns

La longitud del estilo muestra una correlacion significativa, a nivel de entrada, con los
caracteres longitud del tépalo y longitud de antera (Tabla 58). Las entradas BCU001742
(Valencia) y BCU002982 (Jaén) y BCU002694 (Cuenca) son las que muestran los valores
maximos de estos tres caracteres (apartado 1.2.1.2).

La altura de la flor desde el suelo muestra correlaciones significativas con todos los
caracteres relacionados con el tamafio de los tépalos (Tabla 58). Las entradas con flores
que desarrollan tépalos de mayor tamano son también las que desarrollan la altura de
flor mas elevada (apartado 1.2.1.2).

1.4.2.1.2 Caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo

En este analisis de correlaciones entre caracteres relacionados con el desarrollo
vegetativo, a nivel de entrada, se observa que las entradas que desarrollan mayor
numero de brotes por cormo, como las colectadas en la provincia de Cuenca (BCU002871,
BCU002694 y BCU002359), y Pamplona (BCU002697), presentan los valores maximos de
hojas en el brote principal, al mismo tiempo que sus hojas alcanzan los minimos de
longitud al final de su ciclo (Tabla 59 y Tabla 29).

Tabla 59 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson entre los caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo

a nivel de entradas de la especie C. nevadensis. * Significacion al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no

significativa.

N¢ de brotes por cormo

Longitud maxima hoja -0,644**
Anchura hoja 0,580**
N2 de hojas brote principal 0,711**
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1.4.2.1.3 Caracteres relacionados con el fruto y de la semilla

En el analisis de correlaciones que se lleva a cabo en el segundo afo, entre los
caracteres relacionados con el fruto y la semilla, se observa una correlacion elevada y
positiva del peso de semillas con la longitud de cdpsula y de la semilla (Tabla 60). Se
observa que la entrada BCU002989 colectada en Lérida y la BCU002979 recogida en
Granada desarrollan las capsulas de mayor longitud como también, las semillas de
maximo peso y longitud (Tabla 30 ).

Tabla 60 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson entre los caracteres relacionados con el fruto y la semilla a
nivel de entradas de la especie C. nevadensis. * Significacion al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no

significativa.

Peso semillas

Longitud capsula 0,833

Longitud semilla 0,952**

1.4.2.1.3.1 Otras correlaciones de interés

Tiene interés destacar que el caracter longitud de hoja en floracidon correlaciona
positivamente con varios caracteres relacionados con la longitud de los verticilos florales
(Tabla 61).

Tabla 61 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson entre los caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo
y los relacionados con la morfologia floral a nivel de entradas de la especie C. nevadensis. * Significacién al nivel del

5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no significativa.

Longitud Anchura de N2 hojas brote Longitud hojas N2 de brotes
maxima hoja hoja principal en floracion por cormo
Longitud
i & ns ns ns 0,884** ns
tépalo ext,
Anchura
; -0,698* ns ns ns ns
tépalo ext,
Longitud
, . ns ns ns 0,898** ns
tépaloint,
Longitud estilo -0,672* ns ns ns ns
Longitud
. & ns ns -0,735%* 0,708* ns
filamento
Altura de la
ns ns ns 0,722** ns
flor
Ne flores por
P -0,609* 0,708** 0,719** ns 0,847**

brote

Esta relacion se observa en las entradas BCU001742 (Valencia) y BCU002990 (Huesca)
gue desarrollan una longitud de hoja en floracidn superior y al mismo tiempo sus flores
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contiene los tépalos, el filamento mas largo y la altura de flor mds destacable (Tabla 28 y
Tabla 29). Sin embargo, las entradas que presentan una longitud maxima de la hoja al
final del desarrollo poseen estilos cortos, los tépalos menos anchos, y un menor numero
de flores por brote (Tabla 61). Las entradas colectadas en Huesca (BCU002994 y
BCU002992) desarrollan una longitud de hoja superior y también valores bajos para la
anchura de tépalo externo, longitud de estilo y el nUmero de flores por brote (Tabla 28 y
Tabla 29). En general, las entradas con mayor numero de hojas en el brote principal, son
las que presentan un mayor numero de flores/brote (Tabla 61). Esta relacion se observa
bien en las entradas conquenses BCU002359, BCU002694 y BCU002871 (Tabla 28 y Tabla
29). En el analisis de correlaciones entre los caracteres relacionados con el crecimiento
vegetativo y los relacionados con el fruto y la semilla, se observa que la anchura de la hoja
muestra una correlacion significativa y negativa con la longitud de la capsula (Tabla 62).
Las entradas colectadas en Jaén BCU002380 y BCU002980, y la granadina BCU002976
muestran una anchura de hoja importante, mientras que la longitud de la cdpsula toma
los valores de menor relevancia (Tabla 29 y Tabla 30).

Tabla 62 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson entre los caracteres relacionados con el fruto y la semilla y los

caracteres relacionados con el crecimiento vegetativo a nivel de entradas de la especie C. nevadensis. * Significacion

al nivel del 5%.

Anchura de hoja

Longitud capsula -0,832*

1.4.2.2 C. CARPETANUS

1.4.2.2.1 Correlaciones a nivel de entrada de los caracteres relacionados con la
morfologia y produccion de flores

En el andlisis de correlaciones a nivel de entrada entre los caracteres relacionados con
la morfologia floral se observa una Unica correlacién significativa y elevada entre el
caracter altura de la flor desde el suelo y longitud del estilo (Tabla 63). La entrada
BCU002971 de Montejo de la Sierra (Madrid) y la BCU002835 del Puerto de la Pefia Negra
(Avila) son las que presentan una longitud de estilo mayor y presentan una altura de flor
desde el suelo superior al resto de entradas (Tabla 31). Es necesario recordar la escasa
variacion para caracteres relacionados con la morfologia floral en esta especie.

Tabla 63 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson entre los caracteres relacionados con la morfologia floral a
nivel de entradas de la especie C. carpetanus. * Significacién al nivel del 5%. ** Significacién al nivel del 1% . ns: no

significativa

Altura de flor

Longitud estilo 0,917*
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1.4.2.2.2 Correlaciones a nivel de entrada de los caracteres relacionados con el
crecimiento vegetativo

No se observan correlaciones significativas a nivel de entrada entre los caracteres
relacionados con el crecimiento vegetativo.

1.4.2.2.3 Correlaciones a nivel de entrada de los caracteres relacionados con tamaio
del fruto y las semillas

Este andlisis no tiene sentido realizarlo por la escasa variacién observada en las
entradas evaluadas en un mismo afio.

1.4.2.3C. SEROTINUS

1.4.2.3.1 Correlaciones a nivel de entrada de los caracteres relacionados con la
morfologia y produccion de flores

En el andlisis de correlaciones de los caracteres relacionados con la morfologia floral
se observa que existe una correlacidén entre la longitud y anchura de los tépalos internos y
externos, indicandonos una similitud entre estos dos verticilos, pero las entradas con
mayor corola no presentan necesariamente mayor tamafio de todos los restantes
verticilos. Unicamente existe una correlacién significativa, pero no elevada, entre la
anchura de los tépalos y la longitud de la antera o la altura de la flor (0). Como ejemplo,
se pueden citar las entradas BCU002550 (Albacete) y BCU002618 (Valencia) con mayor
anchura de tépalo que, a su vez, desarrollan una mayor altura de flor y una antera mas
larga (Tabla 37).

Tabla 64 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson entre los caracteres relacionados con la morfologia floral a

nivel de entradas de la especie C. serotinus. * Significacion al nivel del 5%. ** Significacién al nivel del 1% . ns: no

significativa.
Anchura tépalo Longitud tépalo Anchura tépalo Longitud
ext. int. int. antera Altura flor

Longitud tépalo ext. 0,591* 0,949** 0,592* ns ns
Anchura tépalo ext. 1 ns 0,958** 0,609* 0,608*

Longitud tépalo int. 1 ns ns ns
Anchura tépalo int. 1 0,610* 0,609*
Longitud antera 1 0,534*

Altura flor 1
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1.4.2.3.2 Correlaciones a nivel de entrada de los caracteres relacionados con el
crecimiento vegetativo

En el andlisis de correlaciones de los caracteres relacionados con el desarrollo
vegetativo dentro de la especie C. serotinus no se observan correlaciones significativas,
como tampoco entre estos caracteres y los relacionados con la morfologia floral.

1.4.2.3.3 Correlaciones a nivel de entrada de los caracteres relacionados con el tamano
del fruto y de las semillas

En el andlisis de correlaciones de los caracteres relacionados con el fruto y la semilla se
observa que existe una correlacién entre el tamano de la cdpsula y el de las semillas
(Tabla 65). Las entradas con capsulas de mayor longitud contienen semillas con mayor
peso y longitud. Son de destacar las cdpsulas formadas en flores de la entrada
BCUO002550, procedentes de Albacete (Tabla 39) que son las que alcanzan la mayor
longitud y también la mayor longitud de semilla observada.

Tabla 65 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson entre los caracteres relacionados con el fruto y la semilla a
nivel de entradas de la especie C. serotinus. * Significacion al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no

significativa

Altura de fruto Longitud semillas Peso semillas

Longitud capsula 0,597* 0,629* 0,599*

1.4.2.3.3.1 Otras correlaciones de interés

El analisis de correlaciones entre los caracteres relacionados con el fruto y la semilla y
los relacionados con la morfologia floral muestra que las entradas que desarrollan flores
de mayor altura también dan lugar a frutos de mayor altura desde el suelo (0), como
ejemplo la entrada de Albacete (BCU002550) (Tabla 37 y Tabla 39). Ademas, aquellas
entradas con tépalos mas estrechos presentan, en general, capsulas mas cortas.
Asimismo, las entradas con flores cuya corola es mas grande en longitud o anchura, dan
capsulas con mayor niumero de semillas (0).

Es necesario sefalar una correlacién muy elevada entre la longitud de la capsula y de la
antera (0). Podemos destacar las entradas BCU002550 de Albacete y BCU002618 de
Valencia con las anteras y capsulas de mayor tamafo. Asimismo, la entrada leonesa
BCU003172, de corola grande, muestra una de las mayores producciones de semilla,
mientras que la entrada leonesa BCU003175, con la corola de menor tamaiio, ha dado el
menor numero de semillas por capsula (Tabla 37 y Tabla 39).
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Tabla 66 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson entre los caracteres relacionados con el fruto y la semilla y los
relacionados con la morfologia floral a nivel de entradas de la especie C. serotinus. * Significacion al nivel del 5%. **

Significacion al nivel del 1% . ns: no significativa.

Longitud Anchura Anchura

J , , . Longitud antera Altura de la flor
tépalo ext. tépalo ext. tépalo int.
Altura de fruto ns ns ns 0,741* 0,770**
Longitud capsula ns 0,633* 0,641* 0,945** ns
N2 de semillas
, 0,660* 0,727* 0,642* ns ns
por capsula
Longitud semillas ns ns ns 0,695* ns

1.4.2.4 C. CLUSII

1.4.2.4.1 Correlaciones a nivel de entrada de los caracteres relacionados con la
morfologia y produccion de flores

Existe una baja variabilidad entre entradas y uUnicamente aparece una correlacion
entre la longitud de los tépalos interno y externo (Tabla 67). Asi, la entrada BCU002963 es
la que presenta mayor longitud de tépalos internos y externos, y la BCU002966 aquella
con los dos tipos de verticilos mas cortos (Tabla 40).

Tabla 67 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson entre los caracteres relacionados con el fruto y la semilla y los

relacionados con el crecimiento vegetativo a nivel de entradas de la especie C. serotinus. * Significacion al nivel del

5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no significativa.

Longitud tépalo externo

Longitud tépalo interno 0,996*

1.4.2.4.2 Correlaciones a nivel de entrada de los caracteres relacionados con el
crecimiento vegetativo

El andlisis de correlaciones realizado entre los diferentes caracteres relacionados con
el desarrollo vegetativo muestra la existencia de correlacidn significativa y negativa entre
el cardcter longitud maxima de la hoja al final del desarrollo vegetativo y el nimero de
hojas que forma el brote principal (Tabla 68). Las entradas BCU002962 (localizada en
Huelva) y BCU002964 (colectada en Cadiz) muestran una longitud de hoja mayor al final
del desarrollo vegetativo, como también, el menor numero de hojas en el brote principal
(Tabla 41).
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Tabla 68 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson entre los caracteres relacionados con el fruto y la semilla a
nivel de entradas de la especie C. clusii. * Significaciéon al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no

significativa

N2 de hojas en el brote principal

Longitud maxima de hoja -0,768*

1.4.2.4.3 Correlaciones a nivel de entrada de los caracteres relacionados con el fruto y
la semilla

El andlisis de correlaciones a nivel de entrada de la especie C. clusii entre los caracteres
relacionados con el fruto y la semilla no muestra valores significativos, como tampoco con
los relacionados con el crecimiento vegetativo y la morfologia floral.

1.4.3 CORRELACIONES A NIVEL DE PLANTA DE LOS CARACTERES EVALUADOS EN LAS
ESPECIES DE CROCUS SILVESTRES ESPANOLAS.

1.4.3.1 C. NEVADENSIS

El andlisis de correlaciones a nivel de planta dentro de entrada, nos indica que aquellos
factores ambientales o genéticos que incrementan el tamafo de un verticilo van a influir
en el aumento de tamano de los restantes, si bien esta relacion es mucho mas fuerte
entre los dos verticilos de tépalos. Es decir, el tamafio de tépalos internos y externos esta
fuertemente correlacionado (Tabla 69 ).

Los caracteres relacionados con del desarrollo vegetativo evaluados durante la
floracién (longitud de hoja y nimero de hojas en la floracién) no presentan correlaciones
significativas con el resto de caracteres relacionados con la morfologia floral. Para este
grupo de caracteres evaluados al final del ciclo vegetativo observamos que aquellos
factores que influyen en un cierto sentido, es decir aumentando o disminuyendo un
cierto caracter, no tienen, en general, efectos similares en los restantes. No aparecen
correlaciones de relevancia entre los mismos (Tabla 70).
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Tabla 69 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson a nivel de planta entre los caracteres evaluados en la floracion

de C. nevadensis. * Significacion al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no significativa

Anchura Longitud Anchura
tépalo tépalo tépalo
ext. int. int.

Longitud Longitud Longitud Altura
antera filamento estilo flor

Longitud tépalo ext. 0,462* 0,950** 0,478* 0,530** 0,718** 0,531** 0,768**

Anchura tépalo ext. 1 0,412* 0,847** 0,518** ns 0,389* 0,503**
Longitud tépalo int. 1 0,493** 0,489* 0,626** 0,530** 0,686**
Anchura tépalo int. 1 ns ns ns 0,581**
Longitud antera 1 ns 0,711%* ns
Longitud filamento 1 0,506** ns
Longitud estilo 1 0,403*
Altura flor 1

Tabla 70 Coeficientes de correlacién lineal de Pearson a nivel de planta entre los caracteres evaluados al final del

ciclo vegetativo de C. nevadensis. * Significacion al nivel del 5%. ** Significacién al nivel del 1% . ns: no significativa

N2 de brotes por cormo N2 hojas brote principal Ne flores por brote
Longitud maxima hoja -0,271** -0,173* -0,412"
Anchura hoja ns 0,354** 0,358**
N2 de brotes por cormo 1 0,191* ns
N2 hojas brote principal 1 ns

El analisis de las correlaciones entre los caracteres relacionados con el fruto no
muestra correlaciones significativas entre plantas.

1.4.3.2C. CARPETANUS

En relacién a los caracteres evaluados en la floracién, vemos como en C. nevadensis,
que aquellos factores que incrementan el tamafio de un verticilo van a influir en el
aumento de tamafio de los restantes, si bien esta relacion es mucho mas fuerte entre los
dos verticilos de tépalos. Es decir, el tamaifo de tépalos internos y externos esta
fuertemente correlacionado. Es mds débil la correlacién entre longitud y anchura de un
mismo verticilo de tépalos, o la relacion del tamano de la corola con los restantes
verticilos florales (Tabla 71).
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Tabla 71 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson a nivel de planta entre los caracteres evaluados en la floracion

de C. carpetanus. * Significacion al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no significativa

Anchura Longitud Anchura Longitud Altura la
tépalo ext. tépalo int. tépalo int. filamento flor
Longitud tépalo externo 0,558* 0,892%* ns ns 0,585*
Anchura tépalo externo 1 0,547* 0,912** ns ns
Longitud tépalo interno 1 0,601** 0,539* 0,606**

El andlisis de correlaciones, a nivel de planta, entre los caracteres evaluados al final del
ciclo vegetativo, observamos una elevada vy significativa correlacion entre los caracteres
longitud y anchura de la hoja (Tabla 72).

Tabla 72 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson a nivel de planta entre los caracteres evaluados al final del

ciclo vegetativo de C. nevadensis. * Significacion al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1%. ns: no significativa

Longitud maxima hoja

Anchura hoja 0,753*

El analisis de correlaciones entre los caracteres del tamafio del fruto y de la semilla no
muestra correlaciones destacables entre estos caracteres, salvo que los factores que
influyen en el aumento en el tamafio de las capsulas también dan lugar a capsulas mas
largas (Tabla 73).

Tabla 73 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson a nivel de planta entre los caracteres relacionados con el

tamaiio del fruto de C. carpetanus. * Significacion al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no significativa

Anchura de capsula

Altura de fruto 0,346*

Longitud de capsula 0,490**

1.4.3.3C. VERNUS

En el analisis de las correlaciones entre los caracteres evaluados en la floracion, se
observa que el efecto de un factor sobre el tamafo de un verticilo floral estda muy
relacionado con el que provoca en todos los restantes verticilos florales (Tabla 74).
Unicamente la variacién en la longitud de los tépalos no va a tener una relacién con la
variacién en la longitud del filamento de la antera. Asimismo, la longitud de las hojas en la
floracién va a estar también relacionada con el tamafio de los verticilos de tépalos. Los
cormos que desarrollan hojas de mayor longitud en la floracién presentan los tépalos mas
grandes en sus flores (Tabla 74).
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El numero de flores por brote, el nimero de hojas en floracién y la altura de la flor
desde el suelo no guardan ninguna relacién con el tamaio de los verticilos florales (Tabla
74).

Tabla 74 Coeficientes de correlacién lineal de Pearson a nivel de planta entre los caracteres evaluados en la floracion

de C. vernus. * Significacion al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no significativa

Anchura X X X X Longitud
; Longitud Anchura Longitud Longitud Longitud )
tépalo , . , . . i hojas en
tépalo int. tépaloint. antera filamento estilo .
ext. floracién
Longitud **
i & 0,949* 0,983** 0,947* 0,899* ns 0,927* 0,966
tépalo ext.
Anchura *
3 1 0,990** 0,999** 0,970** 0,907* 0,964** ERD
tépalo ext.
Longitud **
“ONgits 1 0,088**  0,953* ns 0,061** 0,961
tépalo int.
Anchura 0952"
B i 1 0,957* 0,886* 0,949* !
tépalo int.
Longitud
& 1 0,980** 0,993** ns
antera
Longitud
_— 1 0,070** ns
filamento

No existen correlaciones significativas entre los caracteres de desarrollo vegetativo y
los relacionados con el tamafio del fruto.

1.4.3.4C. SEROTINUS

En el analisis de correlaciones entre los caracteres evaluados en la floracion, se
observa de nuevo que los cormos que presentan una mayor longitud o anchura del
verticilo externo de tépalos, también presentan mayores valores de estos parametros
para el verticilo interno. Sin embargo, la correlaciéon entre longitud y anchura de los
tépalos de un mismo verticilo es mas débil. Asimismo, el tamafio del estilo estd
correlacionado, aunque débilmente, con el tamano de tépalos y antera. Sin embargo, la
longitud de la antera sélo muestra correlacién con la anchura de los tépalos, y no existe
correlacién entre el tamano del filamento y de la antera. (Tabla 75 ).

El caracter longitud de hoja en floracion muestra correlaciones significativas positivas y
elevadas con diferentes caracteres relacionados con la morfologia floral. Las flores que
desarrollan mayor longitud de hoja en la floracién alcanzan mayor altura desde el suelo,
presentan tépalos de mayor longitud, y anteras mas cortas. Ningln caracter presenta
correlaciones con el numero de hojas en floracién (Tabla 75 ).
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Tabla 75 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson a nivel de planta entre los caracteres evaluados en la floracién

de C. serotinus. * Significacion al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no significativa

Longitud Longitud
Anchura ; & Anchura Longitud Longitud Longitud 'g
3 tépalo i . . i hoja en
tépalo ext. . tépalo int. antera filamento estilo .,
int. floracion
Longitud tépalo . . . e «
R 0,527 0,891 0,520 ns 0,365 0,341** 0,840
ext.
Anchura tépalo . . - -
ext 1 0,469 0,929 0,491 0,306 0,354** ns
Longitud tépalo . x "
8 int P 1 0,458 ns 0,291 0,360** 0,781
int.
Anchura tépalo o .
i 1 0,487 0,349 0,364** ns
int.
Longitud antera 1 ns 0,336** -0,917**
Altura de flor ns ns ns ns ns ns 0,862**

En el andlisis de correlaciones de los caracteres relacionados con el desarrollo
vegetativo dentro de la especie C. serotinus no es de destacar ninguna correlacién (Tabla
76).

Tabla 76 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson a nivel de planta entre los caracteres evaluados al final del

ciclo vegetativo de C. serotinus. * Significacion al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no significativa

N¢ brotes por cormo

Longitud maxima hoja 0,262**

En cuanto a los caracteres relacionados con el tamaio del fruto, sélo es de destacar
una correlacién débil entre el niumero de semillas y el tamaiio de la cdpsula (Tabla 77).

Tabla 77 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson a nivel de planta entre los caracteres relacionados con el

tamaiio del fruto de C. serotinus. * Significacion al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no significativa

N2 semillas por capsula

Longitud capsula 0,338

Anchura capsula 0,498**

1.4.3.5C. CLUSII

En el analisis de correlaciones entre los caracteres evaluados en la floracién, se
observa que aquellas plantas que presentan una mayor longitud o anchura del verticilo
externo de tépalos, también presentan mayores valores de estos pardmetros para el
verticilo interno. Sin embargo, no existe correlacién entre longitud y anchura de los
tépalos de un mismo verticilo. Asimismo, se repite la relacidn entre el efecto de un factor
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a nivel de planta sobre la anchura de los tépalos y la longitud del filamento del estambre.
El numero de hojas durante la floracidon es mayor en cormos con tépalos mas largos
(Tabla 78).

Tabla 78 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson a nivel de planta entre los caracteres evaluados en la floracion

de C. clusii. * Significacion al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no significativa

. ; i ; . Longitud N2 hojas en
Longitud tépalo int.  Anchura tépalo int. . L,
filamento floracién
Longitud tépalo ext. 0,984** ns ns 0,692*
Anchura tépalo ext. ns 0,888** 0,631* ns
Longitud tépalo int. 1 ns ns 0,617*
Anchura tépalo int. 1 0,758* ns

En relacién a los caracteres relacionados con el tamafio del fruto, en esta especie
también se observa que las plantas con mayores capsulas tienen un mayor numero de
semillas. Asimismo, las capsulas mas largas tienen también mayor pedicelo (Tabla 79).

Tabla 79 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson a nivel de planta entre los caracteres relacionados con el

tamaiio del fruto de C. clusii. * Significacién al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no significativa

Longitud de capsula N2 semillas por capsula
Altura de fruto 0,444* 0,493*
Longitud capsula 1 0,606**
Anchura capsula ns 0,613**

No existen correlaciones significativas a nivel de planta entre los caracteres de
desarrollo vegetativo.

1.4.3.6 C. NUDIFLORUS

El analisis de correlaciones entre los caracteres relacionados con la morfologia floral
dentro de la especie C. nudiflorus revela de nuevo una estrecha correlacién entre la
longitud del verticilo externo e interno de tépalos, asi como entre la anchura del verticilo
interno y el externo. Sin embargo, la correlacién entre la anchura y longitud de un mismo
verticilo es mas débil. Asimismo, las plantas con flores de corola mas grande presentan
los estilos mas largos. Sin embargo, no tienen por qué desarrollar los estambres mas
largos, ni ser las flores que alcanzan mayor longitud desde el suelo. El nimero de flores
por brote no estd relacionado con el tamafio de los verticilos florales (Tabla 80).
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Tabla 80 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson a nivel de planta entre los caracteres evaluados en la floracion

de C. nudiflorus. * Significacion al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no significativa

Anchura tépalo ext. Longitud tépalo int. Anchura tépalo int. Longitud estilo
Longitud tépalo ext. 0,656** 0,975** 0,524* 0,614*
Anchura tépalo ext. 1 0,737** 0,921** 0,735**
Longitud tépalo int. 1 0,708** 0,707**
Anchura tépalo int. 1 0,735**

Los caracteres relacionados con del desarrollo vegetativo evaluados durante la
floracién (longitud de hoja y nimero de hojas en la floracién), al igual que sucede en otras
especies, no presentan correlaciones significativas con el resto de caracteres relacionados
con la morfologia floral (Tabla 80 ).

El andlisis de correlaciones entre los caracteres relacionados con el crecimiento
vegetativo no muestra correlaciones significativas entre si. Tampoco se observan
correlaciones significativas entre los caracteres relacionados con el fruto no muestra
correlaciones significativas entre si.

1.4.3.7 C. CAMBESSEDESII

El analisis de correlaciones entre los caracteres relacionados con la morfologia floral
dentro de la especie C. cambessedesii muestra que los cormos cuyas flores tienen tépalos
mas largos no van a ser, necesariamente, los que presenten mayor longitud de estilos o
de estambres, pues no aparece una correlacion significativa con el resto de verticilos
florales (Tabla 81). Si que existe correlacidon entre la longitud de los tépalos de los
verticilos externo e interno, siendo sélo significativa la correlacion entre la longitud vy la
anchura de los tépalos en el verticilo externo. Asimismo, se observa que las flores con
mayor longitud de filamento del estambre son las que desarrollan menor longitud de
antera.

Tabla 81 Coeficientes de correlacion lineal de Pearson a nivel de planta entre los caracteres evaluados en la floracion

de C. cambessedesii. * Significacion al nivel del 5%. ** Significacion al nivel del 1% . ns: no significativa

. . . . , . Longitud
Anchura tépalo ext. Longitud tépalo int.  Anchura tépalo int. .

filamento
Longitud tépalo ext. 0,707* 0,871** ns ns
Anchura tépalo ext. 1 ns 0,968** ns
Longitud tépalo int 1 ns ns
Anchura 