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Resumen, Continuamos nuestros trabajos cariolégicos sobre Trifolium con el estu-
dio citolégico de nuevas especies que se hace tan necesario para conocer las tendencias
evolutivas del género y las relaciones taxonémicas de las especies. En esta comunicacién
hemos estudiado las siguientes: T. squarrosum subsp. aequidentatum (Pérez Lara) Malato-
Beliz, T. glomeratum L., T. saffocatum L., T. retusum L.y T. spumosum L. Estas especies
poseen complemento diploide 2n = 16 y de todas ellas hemos establecido el correspon-
diente cariotipo.

Summary. As part of a study of the taxonomic and evolutionary relationships among
Spanish species of Trifolium the chromosome numbers and karyctype characteristics were
determined for the following species, all of which were shown to be diploid (2n = 16):
T. squarrosum subsp. aequidentatum (Pérez Lara) Malato-Beliz, T. glomeratum L., T. suf-
focatum L., T. retusum L. and T. spumosum L.

Durante los dltimos afios se ha puesto de manifiesto la importancia del
género Trifolium y la utilizacién de alguna de sus especies se ha impuesto en
el sector agricola. Esto explica la atencién dedicada al estudio de estas plantas
desde distintos puntos de vista, como por ejemplo el de su constitucién cito-
légica. Generalmente, dada la dificultad que ofrece este material, se habfa

(*) Un avance de este trabajo fue presentado en el XXIX Congreso Luso-Espafiol
para el Progreso de las Ciencias, que tuvo lugar en Lisboa del 31 de marzo al 4 de abril
de 1970. Dado el retraso considerable en la publicacién de aquella comunicacién, hemos
decidido darla a conocer en esta revista, y a ello se debe el que aparezca aqui como
parte IV de la serie, aunque se han publicado ya las partes V (Bol. Soc. Brot., ser. 2, 45:
253-267, 1972) y VI (Lagascalia, 2: 3-13, 1972).
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determinado el nimero cromosémico de las especies sin llegar a detalles mor-
folégicos ni establecer idiogramas que ordenaran los cromosomas segdn sus
caracterfsticas estructurales. Nosotros intentamos salvar estas lagunas, orien-
tando nuestro trabajo hacia un anilisis citolégico més afinado de las especies,
determinando los tipos cromosémicos y el cariotipo correspondiente a cada
una de ellas. Al mismo tiempo nos hemos ocupado de la relacién entre cons-
titucién cromosémica y tendencias evolutivas del género.

Las especies estudiadas en este trabajo son: Trifolium glomeratum L.,
T. suffocatum L., T. retusum L., T. spumosum L. y T. squarrosum subsp.
aequidentatum (Pérez Lara) Malato-Beliz. Estas dos tltimas presentan par-
ticular interés porque se carecia de informacién sobre las caracteristicas cito-
Iégicas de sus cariotipos, que han quedado establecidos por nosotros mediante
sus correspondientes idiogramas.

Los ndmeros cromosémicos de las tres primeras especies fueron indica-
dos por PRITCHARD (1969), sin determinar los caracteres morfolégicos de
los cromosomas. Mds recientemente, CHEN & al. (1971) publicaron los cario-
tipos de dichas especies, si bien T. retusum aparece en su trabajo bajo el
nombre de T. parviflorum. Con este Gltimo nombre habia asighado Karee-
CHENKO (1925) el nmimero diploide 2n = 16 a T. retusum.

En cuanto a T. squarrosum subsp. aequidentatum (Pérez Lara) Malato-
Beliz, sabemos que han surgido divergencias de orden sistemitico en torno
a su clasificacién y teniamos interés en estudiar dicha especie desde el punto
de vista citolégico. MALATO-BELIZ (1968) da cuenta de la presencia en Por-
tugal por primera vez de este taxon, que habian confundido otros autores
con T. obscurum Savi.

MATERIAL Y METODOS

Indicamos a continuacién las especies estudiadas, asi como la procedencia de las
muestras.

T. glomeratum L. (carretera de Tordesillas, Valladolid).

T. suffocatum L. (alrededores de Elvas, Portugal).

T. retusum L. (alrededores de Elvas, Portugal).

T. spumosum L. (alrededores de Elvas, Portugal).

T. squarrosum subsp. aequidentatum (Pérez Lara) Malato-Beliz (semillas recolecta-
das en los alrededores de Elvas, Portugal).

Las técnicas citolégicas empleadas fueron las de Tjio & LEvan (1950) con pretrata-
miento de oxiquinoleina de 2 a 4 horas. Las microfotografias se hicieron con fotomicros-
copio Zeiss con contraste de fase. Para la medida de los cromosomas se siguid, en lineas
generales, el método de RoTHFELS & SMINoviTcH (1958) simplificado por BEMPONG &
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SNk (1968). En la identificacién del cariotipo hemos seguido a Levan (1964) e IsiNg
(1967).

Hemos adoptado, para las subdivisiones del género, la clasificacién de Vicioso (1953)
y, para las especies, la nomenclatura de CooMBE (1968), siguiendo en el caso de T. squa-
rrosum subsp. aequidentatum el criterio de MALATO-BEL1Z (1968).

OBSERVACIONES

T. glomeratum L.

Especie perteneciente a la Sect. Amzoria (Subsect. Micranthemum) que se-
gin las tendencias evolutivas en Trifolium estd considerada como de las més
primitivas del género, y por tanto, dada su posicién taxondmica, era de es-
perar, en apoyo de nuestra hipétesis de trabajo (ANGuLo & al. 1969, 1970),
que tuviera un ndmero cromosémico 2n = 16, como efectivamente se ha
demostrado.

Hemos clasificado los cromosomas de T. glomeratum en grupos, atendien-
do a los tipos estructurales determinados por la posicién del centrémero, y
hemos encontrado la siguiente distribucién:

Grupo A) Cromosomas con centrémero en posicidn mediana.
3 pares de homélogos con pequefia diferencia de tamafio (V),
(v) y (v').

Grupo B) Cromosomas con centrémero en posicion submediana.
4 pares de homélogos, con pequefias diferencias de tamafio (L),
M, @)y @)

Grupo C) Cromosomas con centrémero en posicion subterminal.
No son identificables en esta especie.

Grupo D) Cromosomas SAT.
Un par de homélogos (i). El mayor de todo el complemento si
se le suma el satélite.

Grupo E) Cromosomas con dos constricciones.
No son identificables en esta especie.

Observamos que esta especie se distingue por la uniformidad de tipos
motfoldgicos ya que, a excepcién del par SAT, los cromosomas se reparten
Unicamente entre los de tipo A (metacéntricos) y tipo B (submetacéntricos),
por tanto carecen de cromosomas con centrémero subterminal y de dos
constricciones. ’
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T. suffocatum L.

Especie perteneciente a la Sect. Amoria (Subsect. Micranthemum) de ca-
ractetisticas taxondmicas y citolégicas similares a la especie anterior, lo que
pone de manifiesto su- estrecho parentesco. Por estas circunstancias supo-
nfamos que su nimero diploide fuese también 2n = 16 y asi lo indicé
PrrTcHARD (1969) y lo hemos confirmado nosotros al establecer su cariotipo,
identificando los tipos cromosémicos que son iguales a los encontrados para
T. glomeratum.

T. retusum L.

Perteneciente a la Sect. Amoria (Subsect. Euamoria). Esta especie se co-
nocia anteriomente bajo la sinonimia de T. parviflorum y con esta denomina-
cién fue determinado su nimero cromosémico (2n = 16) por KARPECHEN-
KO (1925).

Nosotros hemos observado que el nimero somitico de T. retusum es
2n = 16 y al mismo tiempo hemos establecido el cariotipo, que presenta ca-
racteristicas estructurales bastante semejantes a las de las dos especies ante-
riores, con ligeras modificaciones de estructura y distribucién de los pares
de homélogos. T. retusum posee solamente dos pares de cromosomas del
grupo A (en lugar de tres) y cuatro pares del grupo B. En esta especie se
identifica un par con centrémero subterminal; el par SAT se distingue de las
otras especies por sus pequefias dimensiones.

T. spumosum L.

Perteneciente a la Sect. Mistyllus, su nimero cromosémico 2n = 16 fue
indicado por PriTcHARD (1969) y confirmado por nosotros, habiendo esta-
blecido las caracteristicas citolégicas de su cariotipo que difiere, en parte, del
correspondiente a especies de la Sect. Amoria. T. spumosum posee dos pares
de cromosomas del grupo A; tres pares de homélogos del grupo B y en cam-
bio hemos identificado dos pares del grupo C con centrémero subterminal
que no se encuentran en las otras especies, siendo el par SAT el mayor del
complemento diploide.

T. squarrosum subsp. aequidentatum (Pérez Lara) Malato-Beliz.

Esta importante especie estaba sin estudiar citolégicamente y tenfamos
especial interés en determinar las caracteristicas morfoldgicas ‘de su cariotipo,
porque en torno a la misma han surgido confusiones taxondémicas, ya que
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segiin MALATO-BELIZ (1968), algunos autores la han tomado por T. obscu-
rum Savi.

Hemos establecido su nimero cromosémico diploide, 2n = 16, e identi-
ficado su cariotipo. La clasificacién de los cromosomas pone de manifiesto las
diferencias cariolégicas que separan esta especie de las descritas anteriormente.
Atendiendo a los tipos estructurales observamos que T. squarrosum posee dos
pares del grupo A; dos del B; dos del C, y un par de dos constricciones.

Taxones y LTCd (*)  Par n”° L. media LTCd % me% entrecb;izos
1 (SAT) 14,2 69 0,7 13
2 (L) 13,7 6,6 1,6 0,6
T. glomeratum L. 3 (V) 13,0 6,3 1,1 038
4 (v) 13,0 6,3 1,0 09
LTCd = 2045 5 (1) 13,0 6,3 16 0,6
' 6 (I 12,7 6,2 1,3 0,7
7 (1”) 11,5 56 1,5 0,6
8 (v') 11,0 53 1,0 1,0
1 (L) 11,7 6,7 12 0,7
2 (V) 11,7 6,7 10 08
T. suffocatum L. 3 (v) 115 6,6 1,1 0,9
4 (1) 115 6,6 15 0,6
LTCd = 174 5 (SAT) 11,2 6,4 038 1,1
6 (I) 10,5 6,0 13 0,7
7 (v) 9,5 54 1,1 0,8
8 (I”) 9,2 5,2 1,2 0,7
1 (V) 14,0 6,5 1,0 1,0
2 (L) 13,7 64 1,3 0,6
T. retusum L. 3(1 13,5 6,3 1,6 0,6
4 (I") ‘135 6,3 14 06
LTCd = 2125 5 (SAT) 135 6,3 08 1,1
6 () 13,2 6,2 2,1 04
7 (v) 12,7 59 1,1 08
8 (1”) 12,0 56 1,7 0,6
1 (SAT) 21,5 9,3 0,6 1,6
2 (L) 15,2 6,6 1,6 0,6
T. spumosum L. 3 (D) 15,0 6,5 1,5 0,6
4 (V) 14,0 6,1 1,0 09
LTCd = 229 5 () 13,5 58 1,3 0,7
6 (v) 13,0 56 1,1 0,8
7 12,0 5,1 2,0 0,5
8 (j) 9,5 4,1 2,0 0,4
1 (SAT) 18,2 7,7 038 1,0
2 (2 const.) 17,7 1,2 75 0,7
T. squarrosum subsp. 3 (L) 15,7 6,6 1,2 0,7
aequidentatum (Pérez 4 (1) 14,5 6,1 2,0 0,4
Lara) Malato-Beliz 5 (V) 14,2 6,0 1,1 0,8
LTCd = 2355 6 (j) 13,5 5,7 238 0,3
7 (v) 13,2 56 1,0 09
8 () 10,5 4, 1,3 0,7

Cuapro I.—Caracteristicas del cariotipo de T. glomeratum L., T. suffocatum L., T. retu-

sum L., T. spumosum L.y T. squarrosum subsp. aequidentatum (Pérez Lara) Malato-Beliz.
(*) LTCd = Longitud total del complemento diploide.
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El estudio citolégico de estas especies se ha complementado con la deter-
minacién de las medidas de los cromosomas, que han proporcionado datos
muy valiosos para la identificacién de sus caracteristicas estructurales, como
puede verse en el cuadro I.

La comparacién de la longitud total del complemento diploide (LTCd) de
las especies estudiadas muestra valores bastante similares para las pertene-
cientes a la Sect. Amoria (sobre todo T. glomeratum, T. suffocatum y T. re-
tusum), confirmando el parentesco de estas especies mds primitivas, las cua-
les, desde el punto de vista citolégico, conservan el mismo niimero cromo-
somico 2n = 16, que también se encuentra en las dos restantes, T. spu-
mosum (Sect. Mistyllus) v T. squarrosum (Sect. Eulagopus). Estas Gltimas
especies, incluidas en distintas secciones, muestran algunas diferencias citols-
gicas. Las medidas correspondientes a la LTCd son mayores que en las espe-
cies de la Sect. Amoria.

Cromosomas SAT

Taxones Neo.crom.  Par ndm. Long media LTCd % Pr£7centrecb;fos
T. glomeratum L. 2n=16 1 14,2 6,9 0,7 1,3
T. suffocatum L. 2n=16 5 11,2 6,4 0,8 1,1
T. retusum L. 2n=16 5 13,5 6,3 038 1,1
T. spumosum L. 2n=16 1 21,5 9,3 0,6 1,6
T. squarrosum subsp.
aequidentatum (Pérez 2n=16 1 18,2 7,7 0,8 1,0

Lara) Malato-Beliz

Cuapro II.—Comparacién de los cromosomas SAT de Ios cinco taxones estudiados.

El cromosoma SAT, presente en todas las especies estudiadas, es el de
mayor longitud de todo el complemento diploide en T. glomeratum, T. spu-
mosum y T. squarrosum, siendo més pequefio en T. retusum y T. suffocatum,
donde dicho cromosoma presenta valores de tipo medio (Cuadro II).

Si consideramos los restantes grupos cromosémicos que componen el ca-
riotipo de las especies, por ejemplo el A y el B, observamos, como era de
esperar, que entre T. glomeratum y T. suffocatum, ambos de la Sect. Amoria,
existe total analogia en cuanto a la distribucién de tipos estructurales; poseen
tres pares de cromosomas del grupo A y cuatro pares de cromosomas del
grupo B. En T. retusum esta proporcién varia ligeramente, ya que sélo posee
dos pares del grupo A, cuatro del grupo B y uno del grupo C, diferencias
que se hacen mds marcadas en T. spumosum con dos pares del grupo A, tres
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del grupo B y dos del grupo C, mientras que T. squarrosum presenta dos
pares del grupo A, dos del grupo B y dos del grupo C. Por tanto, los cromo-
somas subterminales del grupo C estidn representados solamente en T. re-
tusum con un solo par y en T. spumosum y T. squarrosum donde existen dos
pares, siendo esta tiltima especie la dnica que posee cromosomas del grupo E
de dos constricciones {Cuadro III).

Especies 2n = 16

S A

=2 =2 =2 =2 = S8
A. (centrém. pos. med.) 3 pares 3 pares 2 pates 2 pares 2 pares
B. (centrém. pos. subm.) 4 » 4 » 4 » 3 » 2 »
C. (centrém. pos. subt.) —_ —_ 1 par 2 » 2 »
D. (cromos. SAT) 1 par 1 par 1 » 1 par 1 par
E. (cromos. con 2 const.) — — — —_— 1 »
LTCd ~ 204,5 1740 2125 229,0 2355

Cuapro ITI.—Tipos cromosémicos de los cinco taxones de Trifolium estudiados.

DISCUSION

En nuestros trabajos sobre Trifolium hemos conseguido establecer el ca-
riotipo de varias especies, no determinado anteriormente, mediante andlisis
de las caracteristicas numéricas y estructurales de los cromosomas. La infor-
macién citolégica obtenida puede suministrar algunos elementos para el estu-
dio de las tendencias evolutivas del género.

Segiin Hegi (1935), la seccién més primitiva del género Trifolium es
Amoria, en la cual estd comprendida la Subsect. Falcatula, donde se observan
los caracteres mds primitivos desde el punto de vista morfolégico, puesto
que las especies presentan bricteas florales y legumbres polispérmicas. Su
nimero bésico es 8, el cual se encuentra también en otra seccién primitiva,
Lupinaster, que posee ademds algunas especies poliploides.
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En el resto de las secciones del género Trifolium los niimeros bdsicos son
8 y, como excepcién, 7 en Chronosemium.

Asimismo parece que en las especies anuales autégamas del género Tri-
folium existen tendencias hacia la reduccién del nimero cromosémico y, por
el contrario, en las especies perennes alégamas se marca una direccién hacia
casos de poliploidfa.

Los datos citolégicos apoyan la hipétesis de que las tendencias evolutivas
del género Trifolium van en sentido de una reduccién del nimero cromosé-
mico en las especies mediterrdneas anuales mds avanzadas, cuyo ejemplo mds
representativo lo constituyen las encuadradas en la subseccién Probatostoma,
estudiadas anteriormente por nosotros (ANGULO & al., 1969, 1970), donde
figuran los ndmeros cromosémicos mds bajos de todo el género y se incluyen
las tres especies de Trifolium de diez cromosomas encontradas hasta ahora.
En cambio, las consideradas més «primitivas», pertenecientes a la Sect. Anzo-
ria, presentan nimeros diploides més elevados, 2n = 16, que al mismo tiem-
po son los mds comunes en Trifolium. Este hecho lo hemos podido compro-
bar, una vez mids, en el estudio citolégico de las tres especies pertenecientes
a la Sect. Amoria (T. glomeratum, T. suffocatum y T. retusum), las cuales pre-
sentan un nimero somitico 2n = 16 y cromosomas de andlogas caracters-
ticas estructurales que dan origen a cariotipos mds uniformes tipicos de las
especies primitivas. ’
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Limina I.—Placas metafisicas de los taxones diploides con 2n =
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