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SUMMARY

Sulla (Hedysarum coronarium L.) is a short-lived perennial legume native to the Mediterranean
basin, where it is extensively grown as a 2-year forage crop for grazing and/or hay or silage production.
Today there is a growing interest in sulla in traditional and in non-traditional areas (particularly in New
Zealand and Australia), due to its excellent adaptability to marginal and drought-prone environments;
versatility as a forage crop (e.g., used for grazing, hay and silage production, and grazing associated with
hay production); and good-quality forage with high protein content and moderate levels of condensed
tannins. Finding new crops to complement wheat and sunflower in dry Mediterranean crop system is one
of the main problems in the new sustainable agriculture. Therefore this paper aims to contribute to a
better understanding of sulla from different approaches in order to have a candidate species to include,
with rational criteria, as an alternative crop in Andalusian drylands. In particular, to achieve these
objectives the following studies have been carried out: characterization of the accessions of our breeding
collection, agronomic evaluation in different Mediterranean rainfed conditions, resistance evaluation to
the parasitic plant Orobanche crenata, determination of the concentration of condensed tannins,
determination of the molecular basis for gene expression studies and the development of new plant
materials, stable and with higher forage yields. The results showed a large degree of phenotypic
variability among Andalusian wild populations, great potential as a forage crop, a large degree of
variability of condensed tannin contents and a very promising future for the populations developed so
far. Moreover, a great consideration should be taken to the potential risk of Orobanche crenata infection
in the species according to the resistance results. Considering these achievements we conclude that sulla
may be an alternative crop in our dryland and in the future these studies should continue to produce

more productive and adapted materials to our environmental conditions.



RESUMEN

La zulla (Hedysarum coronarium L.) es una leguminosa perenne de vida corta, originaria de la
Cuenca Mediterrdnea. Su aprovechamiento principal es como cultivo forrajero de dos afos para el
pastoreo y/o para la produccién de heno o ensilado. Actualmente existe un gran interés en la zulla en
areas tradicionales y no tradicionales de su cultivo (particularmente en Nueva Zelanda y en Australia),
debido a su excelente adaptabilidad a ambientes marginales y secos, a su versatilidad como cultivo
forrajero (es usada para pastoreo y/o para produccion de heno o ensilado y para pastoreo asociado a
produccién de heno), y por producir un forraje de buena calidad, con alto contenido en proteina y con
niveles moderados, los deseables, de taninos condensados. Encontrar nuevos cultivos que complementen
al cereal, en rotaciones racionales en los sistemas de secano Mediterraneos es uno de los principales
retos en el nuevo contexto de sostenibilidad. En este trabajo se planteé como objetivo contribuir a un
mejor conocimiento de la zulla desde diferentes enfoques con objeto de disponer de otra especie a
incluir en las alternativas de cultivo en los secanos andaluces. En particular para lograr este objetivo se
llevaron a cabo diferentes estudios de agronomia y mejora genética en la especie: la caracterizacion de
las entradas que formaban parte de la coleccion de germoplasma, la evaluacion agronémica en diferentes
condiciones de secano mediterraneo, evaluacion de la resistencia a la planta parasita O. crenata,
determinacion de la concentracién de taninos condensados, determinacion de las bases moleculares para
estudios de expresion génica y el desarrollo de nuevos materiales vegetales, mas estables y con un
mayor rendimiento de forraje. Los resultados obtenidos mostraron un alto grado de variabilidad
fenotipica entre las poblaciones silvestres de Andalucia, su gran potencial como cultivo forrajero, un alto
grado de variabilidad en el contenido de taninos condensados y nuevos materiales vegetales de mejora
adaptados a las condiciones especificas andaluzas. Por otra parte se deberia de considerar el riesgo
potencial de infeccion de O. crenata en la especie segun los resultados obtenidos. Por lo expuesto
anteriormente, la zulla puede ser un cultivo alternativo para nuestras condiciones de secano, lo que debe

de animarnos a seguir estudiandola desde los diferentes enfoques posibles.
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1. INTRODUCCION GENERAL
1.1. Seguridad Alimentaria-Crisis Alimentaria

La FAO, en su Cumbre Mundial para la Alimentacion de 1996, celebrada en Roma,
manifestd que existe Seguridad Alimentaria cuando todas las personas tienen en todo momento
acceso fisico, social y econdmico a los alimentos suficientes, inocuos y nutritivos que satisfagan sus

necesidades energéticas diarias y preferencias alimentarias para llevar una vida sana y activa.

Cuando se produce un problema de Seguridad Alimentaria, se puede estar frente a un
problema de Crisis Alimentaria, con escasez de alimentos y la consecuente subida de sus precios,

incrementando los problemas de hambruna en los paises en vias de desarrollo.

Este aumento de los precios de los alimentos, de los productos primarios agrarios, puede
venir ocasionado por una serie de factores ligados a los propios medios de produccion, como malas
cosechas en determinados paises “graneros” por problemas meteoroldgicos o fitopatologicos, como
la grave sequia que esta afectando actualmente al Cuerno de Africa y que est4 llevando a mas de 11
millones de personas a una situacion de extrema necesidad, y/o a factores estructurales entre los que
se encuentran el aumento del consumo de los denominados paises emergentes (India, China, Brasil,
Asia Sudoriental), y a la nueva y potente demanda de las materias primas (alimentos) para la

produccion de biocombustibles, especialmente bioetanol (Chand, 2008).

En las Figuras 1 y 2 y Tabla 1, se muestran el significativo aumento de consumo de carne por
parte de la poblacion China, lo cual se traduce en un claro aumento de su demanda de productos
primarios para la alimentacion del ganado, demanda interna o externa, con las logicas repercusiones
en ambos casos; la evolucion de lo precios de los alimentos a escala mundial, segun datos del 2011;y

la evolucion de materias primas para la produccion de biocombustibles.
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Figura 1: Evolucién del consumo de carne en China del 1980 al 2007 (FAOSTAT)
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Figura 2: indice de la FAO para los precios de los alimentos.
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Tabla 1: Uso del maiz para la produccion de etanol en US (en millones de toneladas)

2002-03  2007-08  2008-09

1 Maiz usado para la produccién de etanol 27,1 81,6 108,9 #
2 (1) como % de la produccion de US 11,9 24.6 32,8
3 (1) como % de la produccion del mundo 4,5 11,6 15,4

Nota: Estimacion prevista segun el USDA (Departamento de Agricultura de Estados Unidos).

Recurso: http://www.fas.usda.gov/grain arc.asp.

Estas causas, unidas a la fuerte especulacion, ademas de todas aquellas que se quieran afiadir,
fueron las responsables de la drastica crisis alimentaria que se produjo en el afio 2008, crisis que
puede volver a producirse. Valores maximos de precios de productos basicos agricolas, incremento
en la demanda en el consumo de China, India y Brasil, mayor demanda de maiz en EEUU para la
produccion de bioetanol, subida del petréleo con la consecuente subida de los transportes (fletes de
barcos), malas cosechas de cereal en Australia, pueden desembocar en catastrofe mundial.

Por otra parte, no se debe obviar el aumento de la poblaciéon mundial, el cual se estima en mas
de 9 mil millones de personas para el 2050 (Figura 3), lo cual supone una mayor demanda de
alimentos. Demanda que se debe de satisfacer no de cualquier modo, sino mediante medios
productivos dentro de un marco de sostenibilidad social, econdémica y medioambiental, no es

imaginable de otra forma en el contexto actual y futuro.

Poblacion mundial (miles)
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Figura 3: Prevision del aumento de la poblacion mundial.
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1.2. Nuevos desafios-Nuevas Agriculturas.

En este nuevo paradigma, es necesario producir mas, en ambientes con indicios de tener climas
cada vez mas inestables y con fendmenos metereologicos cada vez mas extremos, mas barato y
dentro de sistemas mas respetuosos de los que tradicionalmente se han utilizado. Este es el nuevo

desafio de la Humanidad.

Diferentes estrategias de actuacion son posibles, y distintas disciplinas y campos deberan de

intervenir, ocupando la investigacion agraria un lugar critico.

Investigacion y desarrollo en materia de semillas e insumos, riego, fertilizantes, transferencia,
infraestructura rural, etc. deberan de potenciarse mas que nunca. Es cada vez mayor el nimero de
expertos y formuladores de politicas que coinciden en la importancia de aumentar las inversiones en
agricultura, en particular en la generacion de innovaciones a través de la inversidon en investigacion
(Braun et al., 2008). Inversiones encaminadas a nuevas formas de hacer agricultura que conserven y
mejoren los recursos naturales y el medio ambiente, permitan la viabilidad econémica de las
explotaciones agrarias contribuyendo al bienestar de los agricultores y ganaderos, empleados y
poblaciones rurales, consiguiendo abundantes alimentos para la poblacion y para el ganado, fibras y

combustibles (Reganold et al., 2011)

En este contexto, y en la blisqueda de soluciones locales, de bajos insumos, que aporten
diversidad a los sistemas agrarios, adaptadas al medio, competitivas se plantea este trabajo. En
concreto sobre una especie perteneciente a la familia de las leguminosas que puede ocupar un
importante lugar dentro de alternativas en sistemas de bajos insumos en condiciones de secano

andaluzas. Esta especie es Hedysarum coronarium L. conocida comunmente como zulla.

2. HEDYSARUM CORONARIUM L.
2.1. Origen y referencias historicas de la especie.

La zulla (Hedysarum coronarium L., syn. Sulla coronaria [L.] Medik.) es una planta de la familia
de las leguminosas, originaria de la Cuenca Occidental Mediterranea (Talamuci, 1998; Issolah et al.,
2006). Linneo la llam6 Zulla de Espana al considerarla oriunda de este pais, aunque seguramente no
era conocida en tiempos de los romanos, pues Columela no hace mencion de ella, atribuyéndose su
introduccion a los visigodos, conociéndose mds tarde en Sicilia y peninsula italiana y después del

siglo XIII, en Malta (Vidal y Vives, 1890).
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A mediados del siglo XIX se intenta de una forma organizada propagar su cultivo por medio del
Boletin Oficial del Ministerio de Fomento en 1853, consiguiéndose en zonas de Jerez y Menorca.
Hasta el afio 1870 su cultivo fue muy reducido, pero a partir de entonces se consiguid que se
extendiera paulatinamente hasta alcanzar toda la isla de Menorca, siendo la base de todo su

desarrollo ganadero tal y como se recoge en los trabajos de 1906 de Mir y Mir.

En la peninsula intentos por cultivar la zulla fuera de la provincia de Cadiz se realizaron a finales
del siglo XIX, probablemente coincidiendo con la recomendaciéon del Ministerio de Fomento, antes
citada. Desde finales del siglo XIX y principios del siglo XX la zulla quedo limitada a la provincia de

Cédiz y la isla de Menorca, aunque de forma casi testimonial en la provincia andaluza.

2.2. Taxonomia y morfologia.

El género Hedysarum pertenece a la familia Fabaceae (Leguminosae), incluida en el orden
Fabales, dentro de la clase Dicotiledoneas. Esta familia estd constituida por plantas herbaceas,
arbustivas y arboreas con hojas esparcidas y compuestas con estipulas: sus flores estan agrupadas en
inflorescencias racimosas, zigomorfas (a excepcion de la subfamilia Mimosoideae en las que son
actinomorfas) y de corola papiliondcea, con cinco pétalos, con prefloracion vexilar, esto es: el mayor,
llamado estandarte, es posterior y exterior, dos son laterales e interiores (alas) con respecto al

anterior, y otros dos inferiores totalmente internos que acoplados constituyen la quilla (Bueno, 1979).

Este género es un miembro de la tribu Hedysareae que comprende también a los géneros
Caragana, Halimodendron, Ebenus, Onobrychis (Sanchez-Monge, 2008) y se caracteriza por tener
las hojas imparipinnadas y las flores de color purpura, rosado, amarillo o blanco. Su legumbre es

lomentéacea, espinosa, inerme o tuberculada, glabra o pelosa.

El género Hedysarum L. esta formado aproximadamente por unas 100 especies distribuidas en
las zonas templadas del Hemisferio Norte. Las plantas de este género existen en varios habitat y esto
hace que muestren variaciones en distintas caracteristicas, como las relacionadas con sus vainas,
hecho que ha sido considerado como el caracter de diagnostico mas importante para separar taxones
infra-genéricos. Asi, Candolle (1825) lo dividio en dos secciones, Echinolobium y Leiolobium,
utilizando este caracter. Posteriormente, diversos autores se han ocupado de revisar esta clasificacion
(Basiner, 1845; Fedtschenko, 1902; Choi y Ohashi, 1996), destacando mas recientemente a Choi y
Ohashi (2003) que proponen un nuevo sistema infra-genérico para Hedysarum y le dan una nueva

denominacién a H. coronarium que pasa a ser denominada Sulla coronaria (L.) Medik.
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Tradicionalmente a H. coronarium se le ha asignado como niimero cromosomico 2n=16, pero
en 20006, Issolah et al. en poblaciones naturales de Argelia encontr6 dos nimeros cromosomicos,

2n=16 y 2n=18.

Con respecto a su morfologia se trata de una planta vivaz (bianual), bien de porte erguido,
alcanzando alturas cercanas o superiores al metro, o porte mas o menos rastrero en planta aislada. Se
caracteriza por tener tallos cilindricos y un sistema radicular muy potente, con la raiz principal
pivotante muy desarrollada (en plantas de un afio pueden alcanzar un diametro de 2 a 3 cm) y raices
secundarias mas superficiales. Esta es una caracteristica fundamental en el aspecto productivo, ya
que la gran cantidad de reservas acumuladas en la raiz permiten un rebrote rapido, lo que es
particularmente valioso en el comienzo del otofio, cuando las pratenses anuales estdn en sus primeras

fases de germinacion.

Las hojas son de insercion alterna imparipinnadas, de foliolos con peciolo corto de forma
ovalada, terminadas en uno normalmente de mayor tamafio que los demas. Los foliolos son blandos,
suaves y de color verde algo oscuro en el haz y algo vellosos y més claros en el envés. Las flores van
agrupadas en racimos siendo generalmente de color rojo purpura, aunque se ha descrito la existencia
de mutantes con flores de color blanco (Chriki et al., 1982) (Figura 4). La planta atin siendo bianual,
presenta floracion desde el primer afio, ocurriendo ésta en general en abril-mayo en condiciones

andaluzas.

Figura 4: Inflorescencias compactas de grandes flores purpura y mutantes de flores blancas de
Hedysarum coronarium L.
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El fruto es un tipico lomento compuesto por varias piezas articuladas, monosperma,
indehiscente, erizada de pequefias puntas (Figura 5). Gran parte de estas legumbres permanecen largo

tiempo sobre el tallo lo que facilita mucho la recoleccion.

Figura 5: Infrutescencia de Hedysarum coronarium L.

Las semillas tienen forma lenticular mas o menos redondeada, destacando la radicula saliente
en pico curvo, con un peso que oscila entre 2 y 8§ mg lo que supone como término medio unas

205.000-215.000 semillas por kg.

Las semillas recién formadas son de color amarillo o castafio claro (Figura 6.A). Las primeras,
que permanecen asi largo tiempo presentan un alto porcentaje de dureza (semillas con la cubierta
impermeable) y son capaces de sobrevivir varias campafias de cultivo especialmente en ambientes
caracterizados por lluvias imprevisibles en cantidad y distribucion, logrando la persistencia de la
leguminosa en condiciones silvestres (Taylor y Ewing, 1988; Sulas et al., 1999). Bajo condiciones de
domesticacion, €sta es una cualidad no deseable (generalmente), obligando al agricultor a aumentar
la dosis de siembra a valores exagerados, con objeto de asegurar una minima nascencia e
implantacion en el terreno. Por el contrario las de color castafio se vuelven prontamente oscuras y

presentan un alto porcentaje de germinacion (Figura 6.B).



Introduccién

Figura 6: (A) semillas de color crema tipicas de zulla 'y con un alto porcentaje de dureza. (B)
semillas de color marrén con alto porcentaje de germinacion.

3. AGRONOMIA DE LA ESPECIE.
3.1. Aspectos generales

H. coronarium L. es la unica especie de su género cultivada en la Cuenca Mediterranea
(Boussaid et al., 1995). Su cultivo se distribuye principalmente por, Espana, Portugal, Italia, Grecia,
Marruecos, Argelia y Tunez (Flores et al., 1997; Trifi-Farah et al., 2002). Su aprovechamiento es
como cultivo forrajero de dos afios para el pastoreo y/o para la produccion de heno [forraje que ha
sido conservado por desecacion natural hasta alcanzar un contenido en humedad inferior a un 20 %,
San Miguel, 2011] o ensilado [es un forraje que ha sido conservado por medio de un proceso de
fermentacion anaerobica, con elevado contenido en humedad y con un minimo de pérdidas de

materia seca y nutrientes en el proceso (San Miguel, 2011)].

Actualmente existe un creciente interés en la zulla en areas tradicionales y no tradicionales de
su cultivo (particularmente en Nueva Zelanda y en Australia), debido a su excelente adaptabilidad a
ambientes marginales y secos (Borreani et al., 2003; Annichiarico et al., 2008), a su versatilidad
como cultivo forrajero (es usada para pastoreo y/o para produccion de heno o ensilado y para
pastoreo asociado a produccion de heno), y por producir un forraje de buena calidad, con alto
contenido en proteina (Bullitta et al., 1996; Borreani et al., 2003) y con niveles moderados de taninos
condensados (Amato et al., 2005). Ademas, otros usos han sido descritos: planta protectora del suelo
(Watson, 1982), colonizadora y repobladora de tierras alteradas (Flores et al., 1997), planta de

aprovechamiento apicola etc.
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Sin embargo, en Espafa su cultivo parece estar en regresion ya que segun los datos del
MARM, la superficie cultivada en el afio 2008 (ultimos datos disponibles) fue de 1.060 ha, lo que
representa alrededor del 0,11% de la superficie forrajera. Como puede verse en la Figura 7, en un
periodo de 18 afios, se han producido considerables variaciones de superficie, alcanzandose un

maximo de superficie cultivada en 1996, con 5.300 ha.

Figura 7: Evolucién de la superficie cultivada (miles de hectareas) de Hedysarum coronarium L. durante
un periodo de 18 afios.
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Actualmente el total de su cultivo es en secano, destinandose el 94,7% de la produccion a
ensilado, 4,9 % para consumo en verde y solo el 0,4% para heno. La distribucién de la superficie

cultivada por provincias y comunidades autonomas se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2: Analisis provincial de la superficie de Hedysarum coronarium L., 2008 (MARM)

Superficie (ha)

Provincias y Comunidades
Auténomas

Cosechada

Pastada solamente

Secano | Regadio

Secano | Regadio

Baleares 1.023

Valladolid 13

Castillay Le6n 13

Cadiz 24
Huelva

Andalucia 24
Espafia 1.036 24

11
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3.2. Exigencias edafoclimaticas y ecoldgicas

H. coronarium es una planta bianual, tipica de zonas meridionales mediterraneas de inviernos
suaves, dotada de una limitada resistencia a los rigores invernales y a las heladas primaverales
(Ballatore, 1963). Le Houreou (1969) considera que es planta que necesita inviernos suaves y frescos
(medias de las minimas del mes de febrero superiores a 3°C), no estando adaptada al clima tropical,
ya que los excesivos calores detienen su desarrollo. Olives (1967) considera que el clima optimo es
el templado mediterraneo, desarrollandose en alturas inferiores a los 400 metros sobre el nivel del
mar. La limitada presencia en zonas de Menorca y Cadiz ha llevado a pensar que requiere especiales
condiciones de medio para su correcta vegetacion y desarrollo, considerando que necesita clima
costero y alta humedad ambiental. Sin embargo, la altitud o un frio moderado de invierno no parecen
ser demasiados condicionantes, ya que en Argelia la especie llega a los 1000 metros de altura
(Issolah y Khalfallah, 2007) y en Sicilia se alcanzan los 900 m. (Ruisi et al., 2010) con temperaturas

minimas de 3,3°C.

Respecto a sus necesidades de agua, la zulla es cultivada principalmente en condiciones de
secano, como planta que aprovecha las lluvias de otofio, invierno y primavera, de forma que le
favorecen las lluvias tempranas otonales a principios de septiembre y prolongan su ciclo las tardias
primaverales. Olives (1967) establece que sus necesidades de agua oscilan entre los 400 y 800 mm.
anuales, limites bastantes amplios, siendo en este aspecto factor importantisimo el tipo de suelo
respecto a su capacidad de retencion de agua. Para su optimo desarrollo necesita suelos arcillosos
calcareos, ricos y profundos, aunque se obtienen también buenos resultados de produccion de forraje
en terrenos pobres y compactos (Ballatore, 1963). A pesar de todo esto, en Menorca su cultivo se ha
extendido por toda la isla, siendo ésta un muestrario de formaciones geoldgicas, adaptandose
perfectamente a todos ellos. La opinidon de que necesita suelos calcareos ha sido generalizada, si bien
parece ser que la condicion indispensable es la presencia de calcio libre intercambiable (Romano,
1951). Moreno y Olea (1984) recomiendan para esta especie suelos de pH superiores a 6.5 y de

textura franca a arcillosa.

3.2.1. Rhizobium especifico de la especie

La idea general, hasta los afios 70, era que las principales limitaciones para la difusion de la

zulla eran de tipo edafico y climatico. Diversas experiencias han demostrado que es posible su
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cultivo fuera de las areas naturales donde vegeta, siempre que esté presente su Rhizobium especifico:

Rhizobium sullae.

Para que el cultivo de la zulla sea viable es necesario que haya en el suelo una densidad de
bacterias suficientes. No todos los Rhizobium nodulan con todas las leguminosas, es decir, existe una
gran especificidad entre la bacteria y la planta para formar la simbiosis efectiva, como es el caso de
la zulla (Cabrera y Ruiz-Argiieso, 1979; Ollero et al., 1989). Aclarada la alta especificidad del
Rhizobium de la zulla es condicion sine qua non, la preparacion de la semilla, previo a la siembra,
mediante la inoculacion, siempre que no se encuentren en el suelo. La inoculacién consiste en

suministrar al terreno las bacterias propias de la planta, sin cuya presencia su implantacion es dificil.

La primera descripcion de bacterias aisladas de nodulos de zulla se remonta a finales de 1800
(Mottareale, 1898). En 1976 en el Laboratorio de Microbiologia del INIA se fabricd el primer
inoculante especifico bajo la direccion del Dr. Santamaria. En afios sucesivos el inoculante fue
fabricado por el INIA en la planta de fabricacion de inoculantes para leguminosas de San José de La
Rinconada (Sevilla) a partir de las cepas inicialmente aisladas en el citado laboratorio. Hasta finales
de la década de los 80 el laboratorio de inoculantes del CIFA Las Torres-Tomejil, perteneciente a la
Direccion General de Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera de la Junta de Andalucia
preparaba a escala semi-industrial, biofertilizantes para las leguminosas grano y forrajeras que se
cultivaban en Andalucia o en otras regiones de Espana. El grupo de investigacion dirigido por el Dr.
Francisco Temprano Vera, formé una coleccion de estirpes de Rhizobium sullae, formada por 81

cepas (Rodriguez-Navarro et al., 2007).

El aislamiento del Rhizobium especifico de la zulla, fue considerado como la llave maestra que

abriria las puertas a nuevas zonas de cultivo de esta especie.

A lo largo de los afios, la comunidad cientifica ha realizado diferentes estudios sobre el
Rhizobium de H. coronarium, entre otros trabajos Rodriguez-Navarro et al. (1991) estudiaron la
supervivencia de especies de Rhizobium en inoculantes de turba y los efectos beneficiosos de la
inoculacion de semillas, Orgambide et al. (1996) examinaron la diversidad de los glicoconjugados y
lipidos celulares del Rhizobium “hedysari” IS123 y Squartini et al. (2002) describieron un nuevo

taxon, Rhizobium sullae sp. Nov.
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3.3. Formas de aprovechamientos

Como se indicéd anteriormente, el aprovechamiento de la zulla puede ser como cultivo forrajero
y/o para la produccion de heno o ensilado o como cultivo pratense (Figura 8). En cuanto a su manejo,
no existe un protocolo unico y rigido pues dependera de las diferentes formas de introduccion de su
cultivo en un determinado terreno. Olives (1967) sefiala que en ocasiones puede ser aprovechada
durante un solo afio, y en otras durante dos o tres, conociéndose casos de permanencia de la planta en

un mismo terreno durante periodos de diez y quince afios, mediante su auto-resiembra.

No existe una regla para establecer cudl es el tipo de aprovechamiento idéneo para el primer o
segundo afio del cultivo. Se ha sugerido que no es recomendable realizar un corte para heno o
ensilado el primer afio de cultivo ya que se debilitaria mucho si se cortara a finales de primavera y
ademas los rendimientos en materia seca serian considerablemente superiores en el segundo afio (De
Koning et al., 2008). Por otro lado, Bustamante et al. (2000) en la isla de Menorca recomienda un
unico corte el primer afio para ensilar. Con esto podemos deducir que los tipos de aprovechamientos
del cultivo dependeran de las condiciones edafoclimaticas y necesidades de la explotacion y del

sistema de alimentacion y requerimientos de los animales.

~ ( [Forra
Forraje verde

Siega |[< [ Heno

Ensilado

Formas de
aprovechamiento

Pastoreo (Grass-Fed)

N

Figura 8: Principales formas de aprovechamiento de H. coronarium
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Para el aprovechamiento mediante siega, es conveniente realizar el corte aproximadamente
quince dias después que empiece la floracion tanto para forraje, como para heno y ensilaje
(Anonimo, 1907). Las plantas deben de tener 50-60 cm (Olives, 1967) no siendo favorable hacerlo
mas tarde, especialmente si se hallan en floracion avanzada ya que los tallos serian muy gruesos y
con tendencia a lignificarse, produciéndose la pérdida de calidad y siendo menos digeribles por el
ganado. Se ha determinado que no es conveniente realizar la siega de la zulla durante las épocas de
mucho frio, y sobre todo, cuando sean posibles las heladas, las cuales perjudican enormemente los
pies de las plantas segadas, que terminan por morir si la helada ha sido importante. Olives (1967)
para las condiciones de Menorca, establece que la siega se debe de realizar a finales de invierno para
el consumo de materia verde y si la climatologia fuera buena en ese afio se podria hacer un segundo
aprovechamiento a finales de mayo para la obtencion de forraje o de semilla. En los casos que se

destine a ensilaje o henificacidn, la siega se haria en los meses de abril-mayo.

En base a los diferentes estados fenologicos del cultivo, Bustamante et al. (2005) sugieren que
el aprovechamiento del forraje mediante siega se deberia de realizar en el estado de botones florales
para conseguir un equilibrio entre cantidad y calidad del mismo. Y si el destino fuera su ensilado el
porcentaje de materia seca del forraje seria su factor limitante por lo que habria que retrasar su siega

al estado de floracion.

Es un cultivo de alto rendimiento con 14.000 kg/ha materia seca (MS) por campaia (Stringi et
al., 1997; Douglas et al., 1999) con producciones que oscilan entre 20.000-30.000 kg/ha en el corte
por siega efectuado en primavera, obteniéndose de 8.000 a 15.000 kg mas, en el segundo corte, o sea,
a finales de mayo (Olives, 1967). Estudios realizados por Bustamante et al. (2000) en el Centro de
Capacitacion y Experiencias Agrarias de Mahon (Menorca) mostraron producciones de 45.000 kg/ha
de forraje verde, con un contenido del 16% de MS para el primer afio y 50.000 kg/ha de forraje con
el 18 % de MS para el segundo afio del cultivo. En los dos afos del cultivo se hizo s6lo un
aprovechamiento en primavera para ensilar. Resultados similares fueron obtenidos por Amato et al.

(2007) y Ruisi et al. (2010) con 7.800 kg/ha y 8.000 kg/ha de MS en el primer aflo, respectivamente.

En Espaia, el ensilado de zulla es el aprovechamiento mas utilizado destindndose mas del 94 %
de la produccion total de verde (33.339 t) (MARM 2008). El nitrogeno de amonio como una fraccion
del nitrégeno total y la concentracion de los acidos lactico, propidnico y butirico son caracteristicos
de un ensilaje de buena calidad (INRA, 1978). El ensilaje con gran contenido de zulla (por ejemplo
el 75% y valores superiores) incrementa los niveles de acido lactico, lo que produce una reduccion

de la concentracion de amoniaco y un pH mas bajo obteniéndose un ensilaje de alta calidad. Estudios
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realizados por Bustamante et al. (2005), para estudiar ¢l valor nutritivo del ensilado de zulla en
zullares de secano cultivados en Menorca, muestran bajos contenidos de MS, un contenido de fibra
bruta elevado (35%) y de calidad fermentativa deficiente, la cual es evaluada a través del pH ( a
menor pH mayor calidad). Por otra parte los contenidos medios de proteinas obtenidos estuvieron
alrededor del 14 % (Bustamante et al., 2005). Estos autores sugieren un aumento de la MS mediante
la siembra en una misma parcela de zulla y cebada aumentando asi su calidad, conservacion y la

aceptacion por parte de los animales.

La henificacion de la zulla no presenta dificultades especiales y su heno tiene un gran valor
nutritivo y es muy apetecible para el ganado. La zulla bien henificada posee una riqueza proteinica
elevada, con un valor nutritivo muy préximo al del buen heno de alfalfa. En cuanto a rendimientos,
¢éstos variaran mucho segun la calidad del terreno y edad del zullar. Los mas elevados se pueden
obtener en suelos arcillo-calizos profundos con producciones de 13.000 a 15.000 kg de heno por
hectarea. Se considera que el peso del heno de zulla es igual a un tercio del forraje de origen (Olives,

1967).

Leto et al. (2002) realizaron un estudio en el que compararon el heno y ensilado de zulla. La
composicion de proteinas, cenizas y fraccion de fibra fue similar en ambos casos, encontrando

diferencias significativas en el % MS, 21,36 % para el ensilaje y 91,64 % para el heno de zulla.

Otro tipo de aprovechamiento es el pastoreo. En el afio de establecimiento de la zulla ya podria
ser ligeramente pastada asegurando un buen desarrollo de la raiz y el numero de plantas para el
segundo afio. El pastoreo rotacional es la mejor estrategia para praderas basadas en esta especie. El
periodo de descanso entre el pastoreo es mas largo que el requerido para la alfalfa y puede variar
desde 35 hasta 85 dias (rebrote de 30-40 cm de altura). Este depende del nivel de humedad, de la
duracion del dia y de la temperatura del suelo. La mayor riqueza en proteinas se encuentra, como es
sabido, en la hierba joven y por lo tanto debe de establecerse una adecuada rotacion del pastoreo,
siendo ideal la altura de 30-40 cm, lograndose con ello el maximo aprovechamiento de la riqueza

alimenticia de la zulla, no debiéndose pastar por debajo de 10 cm. ya que esto demoraria el rebrote.

Bustamate et al. (2005) en base a los resultados que obtuvo de la valoracion bromatologica de
zullares de mas de un afio en Menorca, establecio que el aprovechamiento a diente se deberia realizar
antes del estado de yemas florales (planta en fase inicial de abotonamiento) para poder obtener la

mayor calidad del mismo.
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3.4. Labores culturales
3.4.1. Fecha de siembra y dosis adecuada

Con respecto a las labores culturales, la eleccion de la fecha de siembra es un aspecto de
manejo muy importante, ya que se relaciona directamente con el rendimiento del cultivo. Esta ha
sido fijada por varios autores, estando condicionada por la climatologia de cada region. Algunos de
estos trabajos como el texto “La zulla: la reina de las forrajeras de secano”, publicado en 1907
estableci6 como época mas adecuada el otofio en los “paises calidos” y la primavera en los “menos
calidos” evitando en este ultimo caso la muerte de plantas jovenes a consecuencia de los frios
invernales. Posteriormente, Olives (1967) propuso los meses de octubre a diciembre, y estudios mas
recientes realizados por Bustamante et al. (2000) en la isla de Menorca establecieron como época de

siembra a principios de septiembre para aprovechar al méximo las lluvias de otofio.

El pequeiio tamafio de su semilla ha obligado tradicionalmente a realizar una buena
preparacion del suelo, persiguiendo dos objetivos principales: romper el subsuelo mediante una labor
profunda, para que las raices de las plantas puedan penetrar y preparar la parte superior del suelo

para que la tierra quede suficientemente desmenuzada para recibir la semilla.

Se debe sembrar de 1 a 2 cm de profundidad sobre la base de un suelo franco y sin duda no mas
de 3 cm ya que el establecimiento de plantas se reduce significativamente cuando se siembra por

debajo de esta profundidad (De Koning et al., 2008).

El peso de las semillas es variable, y esta variabilidad va a depender, entre otras cosas del
genotipo, del manejo y del afio agricola en que se desarrolld el cultivo, de la zona o lugar de
obtencion de la semilla y de la climatologia, por lo que la dosis de siembra (kg/ha) puede variar
dentro de unos margenes no muy amplios pero que tienen una gran importancia a causa del precio
actual de la semilla (alrededor de 8 euros/kg). Por otro lado, la cantidad de semilla empleada en la
siembra variard, segun se trate de semilla descascarillada o con vaina. Para semilla descascarillada,
las dosis recomendadas van desde los 5-10 kg/ha recomendados por De Koning et al. (2008), 10-15
kg/ha por Montes (1994) o de mas de 25 kg/ha por Bustamante et al. (2000) y Anénimo (1907).
Sulas y Ledda (2008) realizaron un estudio en el Norte de Cerdefia (Italia) para determinar los
efectos de diferentes dosis de siembra (10, 20 y 30 kg/ha) en la produccion de semilla y componentes
de la zulla e identificar la densidad de plantas 6ptima. Los resultados obtenidos mostraron que no

existian diferencias significativas entre las dosis de siembra utilizadas y confirmaron los obtenidos
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por Douglas y Foote (1985) en Nueva Zelanda que tampoco observaron diferencias, tan solo

pequefias ventajas al incrementar esta.

3.4.2. Fertilizacién del cultivo.

Varios estudios (Anénimo, 1907; Olives, 1967; Montes, 1994; Bustamante et al., 2000)
relacionados con el abonado coinciden en la necesidad del aporte de fertilizantes antes de la siembra.
Algunos autores han realizado investigaciones para determinar la respuesta de la zulla a los diferentes
tipos de fertilizantes. Karlovsky et al. (1971) y Ratera et al. (1976) estudiaron las necesidades de
fosforo, potasio y microelementos en zullares de tres afios, situados sobre un suelo arcilloso que no
habia sido fertilizado anteriormente, en la provincia de Cadiz. En contra de lo esperado, no obtuvieron
respuestas a estos elementos. Con respecto a las aportaciones de fosforo no se observaron diferencias
en la produccion de forraje y tampoco obtuvieron respuesta al abonado potésico, aunque esto fue

explicado por el alto contenido de potasio del suelo (464 p.p.m.).

Los ensayos que fueron realizados por Dr. Mir Mateo en el Centro de Capacitacion y
Experiencias Agrarias de Menorca, revelaron también una falta de respuesta al fosforo y al potasio,
para altos niveles de fertilizacion (dosis comprendidas entre 150 y 270 unidades de cada elemento).
Anastasi y Santonoceto (2000), en un estudio mds reciente evaluaron la respuesta a la fertilizacion
fosforica en el sur de Italia durante un periodo de dos afos (1991-1992). Se compararon tres
tratamientos de fertilizacion: 50, 100 y 150 kg/ha de P,Os y un control sin fertilizar, en una
combinacion factorial con tres tratamientos de dosis de siembra: 25, 50 y 75 kg/ha de semillas
respectivamente. En ese caso y en esas condiciones, los resultados obtenidos mostraron que el uso de
cantidades reducidas de fertilizantes fosforicos produjeron un incremento en el rendimiento de la
materia seca comparado con el control sin fertilizar, especialmente en el estado de floracion. Por otra
parte, no se encontraron incrementos en la productividad al suministrar cantidades mayores de este
tipo de fertilizantes. También obtuvieron una mayor produccion al final del ensayo con el uso de

cantidades superiores de semillas.

En cuanto a posibles respuestas de la zulla a la aplicacion de nitrégeno, no se conocen
resultados de ensayos realizados en el Sur de Espafia y la unica referencia conocida es la de Mir
Mateo en Menorca. La produccion de forraje verde por hectarea fue determinada para el primer afio y

el segundo afio del cultivo. Diferentes dosis de kg N/ha (0, 20 y 40) fueron aplicadas y se obtuvieron
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diferencias en la produccion forrajera, mostrando que la zulla tuvo una reaccion al aporte de

fertilizante nitrogenado (Gonzalez de Tanago et al., 1981).

3.4.3. Problemas de estreses bioticos.

La zulla es planta generalmente poco afectada por plagas y enfermedades, sefialando Pecchioni
en su obra “La Industria Agraria” que el Gnico enemigo de la zulla era el frio. En el texto “La zulla:
la reina de las leguminosas forrajeras”, se puso de manifiesto que podia ser dafiada por pardsitas e
insectos. Se enumeraban tres patologias principales como las ocasionadas por Uromyces
appendiculaturs, Erysiphe martii y Cercospora ariminensis y se hacia mencion del Oidium
leucoconium, de un cladosporium y una Phoma hedysari. Olives (1967) también hace referencia a
plagas de gorgojos, caracoles, babosas, Agrotis segettis y Prodenia litura. En Australia, donde la
zulla es ampliamente cultivada, la informacion referente a plagas y enfermedades ha sido limitada,
mencionando a Bruchophagus roddi, Helicoverpa species, Halotydeus destructor, Rhizoctonia
solana, Phoma blight y el oidio (De Konning et al., 2008), siendo este ultimo un problema muy

comun en Italia.

Sin embargo, recientes estudios han puesto de manifiesto que la zulla puede ser atacada por la
planta parasita Orobanche crenata Forsk. (jopo) (Figura 9), principal limitante de muchas de las

leguminosas de grano cultivadas tradicionalmente en el sur de Espafia (Cordoba et al., 2008).

Figura 9: Hedysarum coronarium L. afectada por la planta parasita Orobanche crenata Forsk.

(iopo).
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Orobanche pertenece a la familia Orobanchaceae que se caracteriza por estar constituido por
plantas sin clorofila. Es el género que contiene més especies dentro de la familia, parasitando tanto a
especies cultivadas como silvestres. Engloba mas de 100 especies, pero solamente cinco de ellas
afectan gravemente a cultivos: O. aegyptiaca, O. crenata, O. cumana, O. minor y O. ramosa (Garcia-
Torres, 1993; Parker y Riches, 1993).

Para el control del jopo se han desarrollado varias estrategias. Entre estas figuran, las culturales
[rotaciones de cultivos , adelantar o retrasar la fecha de siembra, la solarizacion, etc (Krishnamurthy
y Rao, 1976, Mauromicale et al., 2001; Pérez de Luque et al., 2004; Grenz et al., 2005)], las de tipo
quimico [aplicacion de herbicidas convencionales, estimuladores de la germinacion (Jacobsohn y
Kelman, 1980; Sauerborn et al., 1989; Jurado-Exposito et al., 1999; Galindo et al., 2002; Nadal et
al., 2005)], el control bioldgico [utilizacion de insectos, hongos (Thomas et al., 1999; Norambuena et
al.,, 2001)] y la mejora por resistencia, que es hasta el momento la mas econdmica, fiable, y
respetuosa con el medio ambiente de todas. Desafortunadamente, en general, la resistencia a O.
crenata es escasa y de naturaleza compleja en la familia de las leguminosas (Cubero y Herndndez,

1991), lo que dificulta los trabajos de mejora por resistencia a jopo en estos cultivos.

Diferentes niveles de resistencia a Orobanche spp. han sido descritos en meldn, berejena,
colza, tabaco, mostaza y tomate (Kasrawi y Abu-Irmaile, 1989). En habas se ha detectado un cierto
nivel de resistencia a O. crenata (Nassib et al., 1978; Cubero y Moreno, 1979), siendo dicho nivel
bastante alto en una linea egipcia. En este caso la resistencia parece estar asociada con la forma del

crecimiento de la raiz (Nassib et al., 1982) pero tal sugerencia no ha tenido confirmacion.

Teniendo en cuenta el problema que representa para muchas leguminosas esta planta parasita
seria necesario conocer la susceptibilidad-tolerancia-resistencia de la zulla a esta, previo a su
implantacion como alternativa de cultivo, pues podria ocurrir una situacion similar a la acontecida en
el guisante en Andalucia en el afio 1996. En 1995/96 la superficie cultivada de guisante fue
aproximadamente de 32.000 ha, disminuyendo a partir de esos afios a menos de 8.000 ha. Severos
ataques de jopo fueron los principales responsables de este descenso (Rubiales et al., 1999). Estos
serios contratiempos suponen un abandono del cultivo por los agricultores, situacion que es de dificil

cambio.
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4. CALIDAD NUTRITIVA

El término “calidad” ha sido definido como “propiedad o conjunto de propiedades inherentes a
una cosa, que permiten apreciarla como igual, mejor, o peor que las restantes de su especie” (Pérez,
2003). Sin embargo dicha valoracién en funcion de las propiedades inherentes no tiene cardcter
absoluto. Por ejemplo, un determinado genotipo de zulla con un porte erguido, tallos gruesos y
fuertes, y elevado potencial de rendimiento de materia seca y semilla seria evaluado por un agricultor
como de alta calidad si se destinara como alimento para el ganado, mientras que si se evaluase, por el
mismo agente, para proteger y cubrir el suelo, como cubierta vegetal, posiblemente no alcanzaria el
minimo valor admisible. Ademads, en funcion del agente que evaluase, de sus requerimientos, el
resultado de dicha evaluacion podria ser diferente. Por lo tanto, el concepto por si solo es ambiguo,
necesitandose en la mayoria de los casos una precision del uso-destino de la especie que estemos

estudiando.

La calidad del forraje se define de varias maneras, pero a menudo es mal comprendida.
Representa un concepto simple, pero que abarca una gran complejidad y aunque la calidad del forraje
es muy importante a menudo recibe menos consideracion de la que merece. Wesly Colbert (2009) la
define como la capacidad que tiene el forraje para cumplir los requerimientos nutricionales del

animal

Una alimentacion animal adecuada es esencial para obtener altas tasas de ganancia de peso,
suficiente produccion de leche, una eficiente reproduccion, y unos beneficios adecuados, por lo tanto

la calidad del forraje va a tener efectos directos en todos estos parametros.

La calidad va a ser muy variable entre y dentro de los cultivos forrajeros, y las necesidades
nutricionales varian entre y dentro de las especies y clases de animales, por lo tanto para obtener una
adecuada produccion de forraje de calidad en una situacidon dada, es necesario conocer los factores
que afectan la calidad de dicho forraje y después realizar un buen manejo de acuerdo a dichos
factores. Los analisis de forrajes para evaluar su contenido de nutrientes se pueden utilizar para
determinar si la calidad es adecuada y asi guiarnos hacia cudl seria la adecuada racion a suplementar
a los animales. En los ultimos afos, los avances en la mejora de plantas y animales, de nuevos
productos y el desarrollo de nuevos enfoques de manejo han hecho posible el aumento del
rendimiento de los animales. Sin embargo, para que esto se lleve a cabo, también debe haber un

enfoque adicional en la calidad del forraje.
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Ball et al. (2001) y Wesly Colbert (2009) establecieron que los factores que influyen en la

calidad del forraje eran los que se describen a continuacion:

» Palatabilidad. Se conoce con este nombre al grado de apetencia en virtud de la cual los
animales pueden cumplimentar sus funciones de mantenimiento y produccion. Integra varios
fenomenos que incluyen olor, sabor y textura ademas de efectos nutritivos y toxicos (Preston y

Leng, 1989; Provenza, 2007). Usualmente un forraje de alta calidad es altamente palatable.

» Consumo. Los animales deben consumir cantidades adecuadas de forraje para desarrollarse
bien. Normalmente, cuanto mayor es la calidad y la palatabilidad del forraje mas alto es el

consumeo.

» Digestibilidad. Es una importante medida del valor nutritivo del forraje e indica la cantidad de
un alimento que se degrada y absorbe mientras pasa a través del tracto digestivo del animal

(Sierra Posada, 2005). Se calcula mediante la siguiente férmula:

Cantidad de Cantidad de nutrientes
Coeficiente de nutriente consumido ~ ~ en las heces
digestibilidad de un _
nutriente

Cantidad de nutriente
consumido

La digestibilidad de los forrajes esta determinada por tres factores principalmente (el animal,
el forraje, y el consumo) los cuales tienen varios componentes que determinan en qué grado
estaran afectando. El animal por su estado fisiologico, y por sus hébitos alimenticios pueden
modificar de alguna manera la digestibilidad, ademas algunas poblaciones de microorganismos
pueden estar en unos animales y no en otros. El forraje y su composicion fisico-quimica,
sobretodo el contenido de pared celular y grado de lignificacion por madurez determinardan en
parte la digestibilidad del forraje (Norton, 1993; Dzowella et al., 1995), algunos otros
componentes inherentes al forraje como factores antinutricionales, especie, y la forma en que
fijan los compuestos carbonados, también el procesamiento y forma de almacenamiento van a
alterar la digestibilidad. La fertilidad del suelo también causa efectos en el crecimiento y
desarrollo del forraje haciendo mas fibroso el componente estructural de la planta. EI consumo

voluntario va a estar determinando la tasa de paso del forraje la cual afecta la digestibilidad ya
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que a mayor tiempo de permanencia en el tracto, mayor sera la probabilidad de degradacion por

parte de los microorganismos.

Contenido de nutrientes. Las plantas de forraje vivas contienen del 70 al 90 % de agua. Para
estandarizar los andlisis, el rendimiento del forraje y el contenido de nutrientes se expresan
normalmente en base a la materia seca. La materia seca del forraje se puede dividir en dos
categorias principales: (1) componentes celulares (las partes no estructurales de los tejidos de la
planta como proteinas, azucares y almidon); y (2) componentes estructurales de la pared celular

(celulosa, hemicelulosa y lignina)

Uno de estos nutrientes, en concreto, la proteina bruta (PB) es a menudo usada como criterio
para adjudicar el valor nutricional de los cultivos forrajeros. Las leguminosas en general, tienden
a conservar sus niveles de PB en altas concentraciones, mejor que las gramineas, ya que estas
ultimas disminuyen su valor nutritivo después de 3 meses de crecimiento y en cambio en las
leguminosas los niveles de proteina descienden con menor rapidez. Esto se debe en parte a la
habilidad de fijacion de N, atmosférico de la bacteria Rhizobium en simbiosis con la leguminosa

y la incorporacion del nitrogeno en el suelo a través del reciclaje de materia orgénica.

El contenido de proteina bruta es muy importante, pues se sabe que cuando este nivel es
inferior al 7% de la materia seca, la utilizacion del forraje (digestibilidad) a escala de rumen se
ve limitada a causa de una deficiencia de nitrogeno para el crecimiento bacterial. En cambio,
cuando los forrajes contienen niveles superiores al 7% se obtiene una respuesta aceptable en

produccion animal y en la utilizacion del forraje al nivel del rumen (Sierra Posada, 2005).

Esta importancia se traduce en el incremento o decremento del precio del forraje en funcion

de aumentar o disminuir su contenido proteico.
Factores antinutritivos o “no nutritivos”

La limitacion mayor del uso de los forrajes en la dieta animal y particularmente en las
leguminosas es la presencia de factores antinutricionales (FANs). Los FANs son compuestos
quimicos generados por las plantas, que influyen en la aceptabilidad animal (Ahn et al., 1997),
inhiben la digestion al afectar la actividad catalitica de algunas enzimas (Delgado, 1998),
producen efectos toxicos (Midjavila, 1990) y limitan la absorcion de los alimentos (Liener,

1997) contribuyendo por todo ello a un efecto negativo sobre los valores nutritivos.
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Su efecto nocivo ha sido ampliamente investigado, sin embargo recientes estudios
epidemiologicos han demostrado que muchos de estos compuestos pueden ser beneficiosos, en
determinadas cantidades, para los animales y para las personas. Esta es la razon por la que
actualmente se les denomina compuestos no-nutritivos o compuestos nutricionalmente activos
ya que aunque influyen sobre el valor nutritivo, estos compuestos no son siempre nocivos

(Muzquiz et al., 2006).

Desde antiguo se han clasificado en funcion de su estructura quimica: derivados de
proteinas o aminodacidos, glucosidos y varios. Otra clasificacion, se basa en funcion de que se
degraden o no tras aplicacion de tratamientos térmicos, clasificindose como termoldbiles
(inhibidores de la proteasa, ciandgenos, factores antivitaminas, taninos condensados entre otros)

o termoestables (alcaloides, saponinas, flaconas e isoflavonas, los glucésidos de pirimidina, etc).

Varios de estos compuestos pueden estar presentes en los forrajes pudiendo reducir el
rendimiento de los animales, causar enfermedades e incluso la muerte. La presencia o severidad
de estos elementos dependen de las especies de plantas presentes (incluyendo malas hierbas), de
la época del afo, de las condiciones ambientales y de la sensibilidad del animal. Los forrajes de

alta calidad no deben contener niveles perjudiciales de componentes antinutricionales.
= Taninos

En la segunda mitad del siglo XX y en los primeros afios del nuevo milenio es cuando se
han llevado a cabo la mayor cantidad de estudios con taninos, debido fundamentalmente a que
diversas lineas de investigacion relacionadas con la alimentacion animal y humana, la ciencia de
los materiales, la farmacologia, la cosmética y la medicina han descubierto, a partir de sus

propiedades singulares, numerosos usos y beneficios.

El interés creciente en la comprension de sus caracteristicas pro-nutricionales/toxicas ha
derivado de la busqueda de nuevos alimentos suplementarios para el ganado, fundamentalmente
en especies leguminosas como alternativas viables por su especifica composicion quimica y

elevado valor nutritivo

Las leguminosas forrajeras han sido consideradas como una promesa, particularmente
cuando contenian niveles moderados de compuestos secundarios como los taninos condensados

y los flavonoides (Barry y Mc Nabb, 1999; Aoki et al., 2000).
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Los taninos son compuestos fendlicos de peso molecular alto que oscilan entre 500-3000 Da
y que contienen un gran numero de grupos hidroxilo capaces de unirse a proteinas y a otras
macromoléculas, precipitandolas (Gupta y Haslam, 1979). Segun su estructura y reactividad
hacia los agentes hidroliticos se clasifican en tres grupos: (1) los hidrolizables que son polimeros
de acido galico o acido hexahidroxidifendlico, ésteres de glucosa y otros polifenoles que
rapidamente son degradados en grupos fendlicos mas pequeios, incapaces de reaccionar con las
proteinas del medio (Hagerman et al., 1992), (2) las proantocianidinas (taninos no-hidrolizables
o condensados) que son sintetizadas por la via metabolica de los flavonoides (Paterson, 1993) e
interactuan con las proteinas formando complejos y (3) los florotaninos que se han aislado de
diversas especies de algas pardas (Shin et al., 2006) y que derivan por la via de la malonil
coenzima-A que produce la unidad funcional (floroglucinol) para la sintesis de los florotaninos
(Samappito et al., 2002). El tipo y el contenido de los taninos y otros metabolitos secundarios,
estan influenciado por el genotipo de la planta (especie y la variedad), las caracteristicas
ambientales (radiacion solar y disponibilidad de agua), la velocidad de crecimiento, la madurez,

la condicién nutricional del suelo, la depredacion y las enfermedades, etc (Romero et al., 2000)

Rendimiento de los animales. Es la tltima prueba de la calidad del forraje especialmente
cuando los forrajes son consumidos solos y a libre eleccion. La calidad del forraje abarca “el
valor nutritivo” que es el potencial del forraje para el suministro de nutrientes, es decir, la
digestibilidad y contenido de nutrientes. El rendimiento de los animales pueden verse
influenciado por varios factores que pueden estar asociados a los animales o a las plantas y no
dar la debida consideracion a alguno de estos factores puede reducir el nivel de rendimiento de

un animal, que a su vez reduciria los ingresos potenciales

Un mejor conocimiento de la morfologia de desarrollo y cambios en la calidad de la zulla en

diferentes ambientes es necesario para optimizar su potencial para la produccion ganadera. Por este

motivo diferentes estudios a lo largo de los afos se han realizado para evaluar la calidad de su

forraje.

Uno de los factores mas importantes que definen el valor nutritivo del forraje como indicamos

anteriormente era la digestibilidad. Maymone et al. (1951) establecieron que la digestibilidad

aparente de la zulla al inicio de la floracion era superior a la alfalfa (Medicago spp.) y semejante al

trébol rosa (T. pratense L.), que es considerado de los mas digestibles.

Por otra parte, la zulla tiene un gran valor nutritivo (Terrill et al., 1992; Molle et al., 2003)

similar a la alfalfa, sin el riesgo de producir meteorismo (enfermedad de los rumiantes debida a la
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acumulacion excesiva de gases en la panza y reticulo). Su valor nutritivo disminuird en primavera si
no es cortada o pastada, sin embargo, si ha sido pastoreada durante el invierno, el valor nutritivo que
tendrd en primavera sera relativamente alto debido al aumento de la proporcion hojas/tallos. El valor
de los pastos de zulla cuando el pastoreo se realiza a mediados de la primavera, es mucho mayor que
el de los pastos de hierba/trébol, proporcionando un mayor volumen y valor nutritivo durante un
periodo de tiempo mayor. Pastos formados por zulla en el sur de Australia produjeron 6,4 t’ha de MS
total, a finales de octubre del 2009, produciendo al mismo tiempo pastos de cebada/trébol 4,9 t/ha de
MS. El valor nutritivo de los componentes de la zulla fue relativamente alto (proteina cruda 16,5%,
digestibilidad 68%, fibra neutro detergente 42,8% y 10,1 de energia metabolizante MJ/kg/DM)
comparados con los pastos de cebada/trébol (proteina cruda 14,6%, digestibilidad 61,5%, fibra
neutro detergente 55,6% y 9 de energia metabolizante MJ/kg/DM) (De Koning et al., 2008).

Bustamante et al. (2003) estudiaron la evolucion del valor nutritivo de la zulla en sus diferentes
estados fenologicos, durante su primer y segundo afio de cultivo en secano, en diferentes predios de
Menorca. Los resultados que obtuvieron mostraban que el contenido de MS se incrementaba al
aumentar el grado de madurez de la planta, siendo estos valores superiores el segundo afio al tener
las plantas mas tallos y estar mas lignificados. Los contenidos de fibra bruta (FB), fibra acido
detergente (FAD) y fibra neutro detergente (FND) también aumentaron con el grado de madurez, y
siguieron siendo mayores en el segundo afio de cultivo. Por el contrario el contenido de PB
disminuy6 al aumentar el grado de madurez, siendo muy rapido al pasar de hojas (24% PB) a yemas
florales (17% PB), y luego disminuyd, aunque de forma mas lenta, hasta el estado de fructificacion.
Los valores fueron muy similares hasta el estado de botones florales para los dos afios, siendo

inferiores a partir de este estado fenologico en el primer afo.

Resultados similares fueron obtenidos por Borreani et al. (2003) mostrando el alto valor nutritivo

en términos de proteina bruta y digestibilidad de la materia organica de la zulla.

En relacion al contenido de nutrientes, habria que destacar que la zulla tiene una alta
concentracion de carbohidratos solubles (18-25% MS) (Burke et al., 2004) y por otra parte contiene
taninos condensados (factores antinutricionales) que son la mayor limitacion del uso de los forrajes

en la dieta animal.

H. coronarium es una leguminosa cuyos efectos beneficiosos, entre otros aspectos, han sido
atribuidos a sus niveles moderados de taninos condensados (TC). En ambientes mediterraneos, el

contenido de TC en la zulla muestran una gran variabilidad, de 8 a 50 g/kg MS, dependiendo de la
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etapa fisiologica, del ambiente y del genotipo, existiendo ademas una significativa interaccion

genotipo x ambiente (Anuraga et al., 1993; Springer et al., 2002; Amato et al., 2005).

Cuando los forrajes contienen altos niveles de TC (6-10 % de la MS), estos pueden formar
fuertes complejos con las proteinas de la dieta, deprimir el consumo voluntario de alimentos, la
palatabilidad, la utilizacion de nutrientes y la productividad de los rumiantes (Otero y Graciela,
2004). En cambio, si contienen niveles moderados de TC como es el caso de la zulla (2-4 % de la
MS) previenen el meteorismo, reducen la degradacion de la proteina del forraje en el rumen e
incrementan el paso de ésta y algunos aminoacidos esenciales al intestino delgado (Min et al., 2003;
Waghorn y McNabb, 2003) mejorando asi la utilizaciéon de la proteina y el rendimiento de los

animales.

Por otra parte, la ingesta de TC a partir de plantas taniferas parece proporcionar una solucion
parcial al control de los parasitos gastrointestinales de los rumiantes en pastoreo, a través de sus

efectos en el ciclo de vida de estos parasitos (Hoste et al., 2006).

La infeccion por nematodos que causa considerables pérdidas de productividad y reduce los
beneficios de los rumiantes de pastoreo ha sido tradicionalmente controlada a través de tratamientos
quimicos antihelminticos. En los ultimos afios, el aumento de la preocupacion social por los residuos
de medicamentos en los productos animales, la resistencia desarrollada por las poblaciones de
nematodos a los farmacos antihelminticos (Jackson et al., 2000) y la tendencia hacia una agricultura
sostenible y ecoldgica ha llevado a reducir o excluir el uso de estos fairmacos. Por consiguiente,
métodos alternativos para el control de los nematodos han sido explorados y propuestos (Waller y
Thamsborg, 2004; Ramirez-Restrepo y Barry, 2005), entre los cuales esté el uso de plantas bioactivas
con propiedades antihelmiticas. De esta manera se ha demostrado que el consumo de forraje de zulla
que contiene TC, asi como otras leguminosas con niveles moderados de estos compuestos, reducen
los parasitos gastrointestinales en ganado lanar (Niezen et al., 1995, 2002). En la Figura 10, Niezen
et al. (1995) muestran las diferencias encontradas en el nimero de huevos de parasitos contados por
gramo de heces en corderos (hpg) en funciéon de los diferentes recursos forrajeros consumidos.
Cuando el recurso forrajero fue zulla, el hpg disminuy6 y se mantuvo bajo hasta la finalizacion del
ensayo, presumiblemente debido a un efecto de resistencia de los animales afectados a la infeccion
de los parasitos. El total de parasitos que se encontraron dentro de las seis semanas posteriores a la
infeccion fue menor en los que se encontraban pastoreando zulla (siendo los valores de 8.016 y

19.268 para zulla y alfalfa respectivamente).
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Figura 10: Conteo de numero de huevos de parasitos contados por gramo de heces (hpg) en corderos
parasitados no tratados farmacoldgicamente pastoreando alfalfa o zulla (Nieven et al., 1995). Donde
hpg es el nUmero de huevos de parasitos contados por gramo de heces en corderos

Esta caracteristica afiade un nuevo valor a la especie, aportando mas ventajas para su uso
como planta cultivada de futuro, abriendo nuevas lineas de investigacion que posibiliten un mayor
aprovechamiento de sus cualidades. En este contexto el papel que desde la mejora genética se puede

realizar es de gran importancia.

5. MEJORA GENETICA.

El objetivo y fin principal de la Mejora es obtener los mejores genotipos para un determinado
medio y segun el aprovechamiento para el que se van a destinar de acuerdo con las necesidades del
hombre (Lacadena, 1970). El éxito en conseguir este objetivo esta condicionado principalmente por dos
factores: 1) la existencia de la suficiente variacion genética y 2) ser capaces de manipularla para
conseguir nuevos y estables cultivares (Sanchez-Monge, 1993). En este contexto, la labor del
Mejorador consiste en modificar la estructura genética del material de partida siguiendo para ello los

procesos o métodos adecuados (Cubero, 2003).

La variabilidad genética necesaria, la materia prima para la realizacion del proceso de mejora y
permitir el progreso de la Agricultura (o Agriculturas) se encuentra en lo que la FAO en 1989 defini6
como Recursos Genéticos “material hereditario con valor econdmico, cientifico o social contenido en

las especies”. Posteriormente, el Convenio Internacional sobre la Diversidad Bioldgica, presentado para
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su firma en la Cumbre de Rio en junio de 1992, redefini6 el término denominando los Recursos

Genéticos a los materiales genéticos de valor real o potencial.

Esta amplia definicion, en especies, se restringe por parte de los mejoradores en el término de
Recursos Fitogenéticos, el cual comprende la diversidad genética correspondiente al mundo vegetal
que se considera poseedora de un valor para el presente y para el futuro. Estos estan constituidos por
variedades de especies cultivadas, tanto tradicionales como comerciales; especies silvestres o
asilvestradas afines a las cultivadas o con un valor actual o potencial, y materiales obtenidos en trabajos

de mejora genética (Esquinas-Alcédzar, 1993).

Por lo tanto, al considerar la necesidad de desarrollar mejores genotipos de Hedysarum
coronarium, para fines y ambientes determinados, y para aprovechamientos especificos, a la hora de
disenar la Mejora Genética de la especie, se tendra que tener en cuenta la existencia de la variabilidad
genética suficiente. Serd necesario disponer de los Recursos Fitogenéticos, es decir, de variedades
cultivadas comerciales y tradicionales, de especies silvestres o asilvestradas, con materiales de mejora,

y todo material que el mejorador considere de interés como materia prima para su trabajo.

Por otro lado, ademas de las materias primas, la mejora genética tiene sus propias
metodologias y herramientas para la consecucion de sus objetivos. Un aspecto muy importante, a la
hora de elegir unos u otros métodos, es el modo de reproduccion de la especie (en especies de
reproduccion sexual), ya que éste junto con las fuerzas de seleccion existentes determinara la estructura
genética de las poblaciones que desarrollemos. En este sentido los mejoradores establecen dos grandes
grupos, las especies predominantemente autdgamas y las predominantemente aldogamas siendo
conscientes que los limites no son rigidos, pues el sistema reproductivo es el caracter adaptativo por
excelencia (Cubero, 2003). La diferencia mas importante entre estos dos grupos, entre sus poblaciones,

es la debida a la influencia de la consanguinidad y la exogamia (Allard, 1967).

En las poblaciones de plantas (predominantemente) alégamas, la exogamia se ve favorecida
por diversos mecanismos, alcanzando dichas poblaciones niveles de heterocigosis superiores a las de
las plantas autdgamas (Brown et al., 1989). Por ello, a la hora de elegir un método de mejora para este
tipo de plantas, una caracteristica que se tendrd que conservar serd la heterocigosis, por lo que se
tendrdn que buscar las mejores combinaciones entre las lineas que produzcan un efecto favorable de

heterosis.

Al ser H. coronarium una especie descrita como predominantemente aldgama, autocompatible y

autofértil (Louati-Namouchi et al., 2000) con polinizaciéon entomologa (Ricciardelli D Albore y
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Quaranta, 1994; Satta et al., 1999), los métodos de mejora tendran que ser los propios para este tipo de
plantas. En este sentido y como se indicaba en parrafos anteriores, sera clave el conservar la heterosis,

buscando las mejores combinaciones que produzcan este efecto favorable.

Los cruzamientos entre distintas lineas han sido utilizados tradicionalmente con el fin de

combinar en una misma variedad caracteres de varios origenes (caracteres que aporten algin interés).

Sin embargo, ninguna referencia ha sido encontrada sobre la realizacion de cruzamientos
dirigidos o hibridaciones, y por lo tanto de su utilizacion en los distintos programas de mejora de la
especie. En intentos realizados en nuestro equipo hasta la fecha tampoco se ha tenido éxito en la

realizacion de cruzamientos entre un parental donante de polen y otro receptor.

Si existen referencias, y resultados de obtencion de materiales utilizando la metodologia
descrita de “Variedades Sintéticas” (Lloyd, 2006; Boller et al., 2010). En este método se utiliza un
numero determinado de poblaciones que se “mezclan” en condiciones de polinizacion abierta en
presencia de polinizadores con objeto de formar una nueva poblacién que muestre un nivel de heterosis
mayor que el inicial en las poblaciones respectivas, traduciéndose en un aumento de las caracteristicas
buscadas (produccion, calidad, resistencia, tolerancia.. etc). De esta forma han sido desarrolladas

variedades como: Grimaldi (Boller et al., 2010), Moonbi y Wilpena (Lloyd, 2006)

El éxito en las lineas a desarrollar, ademas logicamente de una buena seleccion de las lineas
constitutivas, de los parentales, vendra determinado por el lugar donde se realice la “multiplicacion” y
“seleccion” de la nueva poblacion, ya que en cada ambiente las fuerzas de seleccion podran actuar de

una manera u otra.

El comportamiento de los genotipos en diferentes ambientes, su respuesta, es lo que se
conoce como interaccion genotipo ambiente (G x E); dicha interaccion se acentia cuando los ambientes
de seleccion y destino son diferentes, siendo este el problema fundamental de la mejora genética de
plantas (Fernadez et al., 2003). Una de las formas de vencer las barreras de la interaccion G x E, es
seleccionar directamente en los ambientes de destino, lo cual permite que los nuevos cultivares se

adapten mejor al ambiente biofisico (Cecarelli y Grando, 2000).

Abordados los materiales y los métodos sera necesario establecer para qué caracter o caracteres
mejorar. Tradicionalmente el aumento de la productividad ha sido el fin perseguido de la mejora de
plantas, al que se le ha unido la obtencion de resistencia a plagas y enfermedades o la mejora de
caracteristicas agrondmicas. Se ha estimado que en los tltimos 50 afios, la mitad de los aumentos de

cosecha en los cultivos més importantes para la humanidad son atribuibles a la introduccion de nuevas
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variedades obtenidas por mejora genética (Hayward et al., 1993), frente a la situacion anterior en que la
mayoria de los aumentos de cosecha se atribuian a los fertilizantes, el riego y los tratamientos

fitosanitarios.

En Australia, donde ha tenido un gran impulso la mejora de H. coronarium, los ultimos
trabajos estan siendo dirigidos a la obtencién de cultivares de semilla blanda que no necesitan

descascarillado y por lo tanto contribuirian a reducir el coste de la semilla (Moore et al., 2006).

En cuanto a las herramientas, el desarrollo que la Biotecnologia ha tenido en los ultimos 15-
20 afos ha permitido en lineas generales desarrollos mas eficientes en los programas de mejora de

plantas, integrando técnicas moleculares que ayudan en la dificil tarea de la seleccion.

Estas nuevas herramientas han permitido el descubrimiento de genes a gran escala y el
analisis de su expresion a nivel global, lo cual brinda la posibilidad de identificar, caracterizar y utilizar

genes de valor para la mejora vegetal.

Existen métodos de estudio de la funcién de los genes que se basan en ver las consecuencias
que produce en un organismo la falta o el exceso de su actividad. Otros estudios abordan la obtencion

de informacion sobre la funcion de un gen intentando averiguar cuando y donde se expresan.

En este sentido, los analisis de expresion génica se consideran una valiosa herramienta para
entender los procesos bioldgicos de las plantas, incrementando nuestro conocimiento de las sefiales y
rutas metabolicas que subyacen a los procesos de desarrollo y celulares. Estrictamente, el término
expresion génica abarca desde la activacion del gen hasta que la proteina se ha localizado en el lugar
adecuado y realiza su funcién, de tal manera que dicha proteina contribuye a la expresion del fenotipo

celular (Hernandez et al., 1995)

Los organismos regulan la expresion de sus genes de modo que en cualquier momento sélo se
estan expresando los genes que son necesarios. Los organismos superiores ademas regulan la expresion
de sus genes de forma espacial, en cada tejido o tipo celular sélo se expresan los genes necesarios para
la funcién de esos tipos celulares. De este modo, el estudio de las condiciones en las que se expresa un
gen y el tipo celular en el que lo hace puede proporcionar gran cantidad de informacion sobre su

funcion.

Estos estudios permiten identificar el gen o los genes claves en las rutas metabolicas y mediante
la ingenieria genética, reorientar una o mas reacciones de éstas, con el fin de producir compuestos

nuevos en un organismo, mejorar la produccion de los ya existentes, o mediar en la degradacion de
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¢éstos. Otras aplicaciones de este tipo de estudios es el detectar organismos genéticamente modificados
(Demeke y Ratnayaka, 2008) o en tejidos enfermos determinar los genes que estan implicados en el

desarrollo y progreso de enfermedades (Luchi et al., 2001)
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Obijetivos

Este trabajo de Tesis Doctoral se encuadra dentro de la linea prioritaria “Sostenibilidad y
Eficiencia en Sistemas Agrarios” y en concreto en la actuacion encaminada a la “Mejora genética y
agronémica de la resistencia a enfermedades y a parasitos y de la calidad nutritiva de cultivos extensivos
de secano” del Instituto de Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera (IFAPA).

Dicho trabajo pretende contribuir a la supervivencia econémica, social y medioambiental de
estos sistemas agrarios, aportando un mayor conocimiento en Hedysarum coronarium L. desde distintas

aproximaciones.

En particular se quisieron abordar las siguientes cuestiones:

» Ampliacién de la coleccion de trabajo de H. coronarium en el nimero de sus entradas, estudio de

las caracteristicas de interés agronémico de alta heredabilidad y su importancia para la toma de

decisiones en la mejora genética de la especie.

> Estudio de la respuesta agronomica de H. coronarium en distintas condiciones de secano

mediterraneas. Para ello se plantearon a su vez los objetivos concretos:

» ldentificar ecotipos de mayor respuesta en rendimiento de forraje y calidad en las condiciones

ensayadas para el manejo tradicional.

» Evaluar el comportamiento productivo del cultivo de H. coronarium sometido a diferentes

regimenes de aprovechamiento (fecha de siega) en dos ambientes contrastantes

» Disponer de informacién en relacion a la susceptibilidad de H. coronarium a O. crenata.

» Determinar la variabilidad de la concentracion de taninos condensados en genotipos de H.

coronarium que forman nuestra coleccion de trabajo.
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» Establecer las bases moleculares para estudios de expresion génica en H. coronarium.

> Desarrollo de nuevos materiales vegetales de H. coronarium, estables y de mejores rendimientos

de forraje, desarrollados especificamente para zonas productoras potenciales de Andalucia.
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Recursos Fitogenéticos de Hedysarum coronarium L.

1. INTRODUCCION

La importancia de los Recursos Fitogenéticos (RRFF) y su conservacion para la mejora
genética vegetal es manifiesta. La variabilidad es condicion necesaria en la mejora de cualquier
especie. La mejora no es magia, de donde no hay dificilmente se podrd obtener nada. Ni con los
métodos mas novedosos y potentes, el caso de la ingenieria genética, si no contamos con los
materiales donadores de los genes de interés, no sera posible obtener el resultado esperado en
cada caso: una nueva variedad con una resistencia especifica, un mayor contenido en un
componente, mayores rendimientos etc. De ahi el interés de los mejoradores en disponer de los
Recursos Fitogenéticos adecuados que permitan una rapida respuesta a los nuevos problemas que
se presentan en los cultivos principales, asi como explorar el desarrollo de nuevos cultivos que
ayudaran a la mejora de la oferta (Nuez y Ruiz, 1999).

Uno de los primeros pasos en la mejora de una especie, es la constitucion de una coleccion de
trabajo (Gepts, 2000). Coleccion en la que el equipo de mejora busca reunir la mayor variabilidad
para los caracteres objeto de su mejora, sirviéndose y aprovechidndose de ella, de los genes que
engloban, para su inclusion en el ideotipo de planta perseguida.

En nuestro caso, y previo a los trabajos de mejora propiamente dichos en Hedysarum
coronarium L. se plante6 la formacién de una coleccion de trabajo y se solicité en 2004 un
proyecto a la convocatoria de la Accion Estratégica de RRFF del INIA (convocatoria 2004). Este
proyecto (RF2004-00029-00-00) tenia como principales objetivos: la prospeccion y recoleccion
de genotipos autoctonos de H. coronarium, su caracterizacion, conservacion, documentacion y
envio al CRF de duplicados. Tras ser aprobado este proyecto, se comenzaron las actuaciones
pertinentes para alcanzar los objetivos planteados, integrandose los trabajos de caracterizacion
dentro de los objetivos planteados en esta Tesis Doctoral; asi como otras actividades en materia
de RRFF de H. coronarium contempladas en proyectos consecutivos (RF2009-00009-00-00).

En este capitulo se recogen los métodos y actuaciones para alcanzar el objetivo primero
presentado en esta Tesis: “Ampliacion de la coleccion de trabajo de H. coronarium en el numero
de sus entradas, estudio de las caracteristicas de interés agrondémico de alta heredabilidad y su
importancia para la toma de decisiones en la mejora genética de la especie.”

Este objetivo, para facilitar su consecucion se desgloso en tres:

= Prospeccion y recoleccion
= (Caracterizacion
» Analisis y estudio de la variabilidad para la toma de decisiones en la mejora genética

de la especie
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Prospeccion y recoleccion.

Para abordar el disefio de la prospeccion de germoplasma en Andalucia, se comenzd con
trabajos de gabinete y para el caso del material autoctono de la provincia de Cadiz se partio de
los trabajos del Dr. Gutiérrez Mas (1982), quien en un ambicioso estudio clasifico en tres zonas
la provincia de Cadiz, respecto a la presencia actual o potencial de H. coronarium. La zona I
(donde se da con gran profusion), la IT (donde podria existir) y la III (donde aparentemente faltan
condiciones de suelo para su desarrollo). En la Figura 1 se muestran las tres zonas descritas por

dicho autor.

[Thriane

Zona |: mayor presencia
Zona Il: presencia intermedia

Zona I11: escasa presencia

Figura 1: Distribucion de Hedysarum coronarium en la provincia de Cadiz
(Gutiérrez-Mas, 1982)

Muestras de 32 poblaciones naturales de H. coronarium en las zonas anteriormente descritas
de Cadiz, fueron recolectadas en mayo durante los afios 2004-2008, principalmente en bordes de
carreteras, tierras agricolas abandonadas y pastos naturales. En los afios 2009 y 2010 se continuo
con los trabajos de prospeccion y recoleccion de nuevas entradas extendiéndose a zonas de la
provincia de Cadiz que anteriormente no habian sido prospectadas. La colecta de germoplasma se
realiz6 considerando la época de fructificacion de la especie.

A la hora de disefiar la estrategia para “colectar” germoplasma se fij6 como criterio principal

el recoger la maxima cantidad de variabilidad genética 1til de la especie. Se tuvo que definir
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tanto el nimero de plantas a colectar por sitio como el nimero de sitios a muestrear. En los casos
en los que se tiene poca o ninguna informacion sobre la distribucion de la variacion en la
naturaleza, cuestion clave para abordar los puntos anteriormente expuestos, se recomiendan
recoger 50-100 individuos por sitio y tantos sitios como sean posibles (Marshall y Brown, 1975).

En nuestro trabajo se opté por colectar 50 individuos de cada poblacion, cosechando la
maxima cantidad de semilla por individuo, ya que al tratarse de una especie predominantemente
alogama (Tyler et al., 1987; Baatout et al., 1991; Boussaid et al., 1995) es de esperar que la
estructura de las poblaciones sea la propia de las especies con dicho modo de reproduccion,
mostrando un alto grado de heterocigosis. Las vainas de todos los individuos de cada poblacion
fueron mezcladas y después trilladas en el laboratorio. La mezcla de semillas se considerd
representativa de la poblacion natural muestreada.

En lo referente al nimero de “zonas” de muestreo, evitamos lugares muy cercanos por
suponer contaminacion por flujo génico (tanto desde polen como de plantas), estableciendo una
distancia minima de 10 km.

Las coordenadas de origen de las entradas (latitud y longitud) fueron georeferenciadas
mediante un GPS.

En una primera expedicion realizada el 5 y 6 de mayo del 2009, aprovechando la fecha de
floracion de la especie objeto del proyecto, se localizaron las poblaciones marcando su posicion
con ayuda del GPS. Cuando las vainas ya estaban perfectamente desarrolladas y sus granos
fisiol6gicamente maduros, se realiz6 la segunda expediciéon el 10 de junio de ese mismo afio,
recolectando asi las entradas pertenecientes a las poblaciones marcadas en la expedicion anterior.

Una vez el material recolectado, se procedi6 al trillado de sus vainas (trilladora estacionaria
Wintersteiger LD 350), y a la limpieza y acondicionamiento de las semillas para su

almacenamiento en condiciones de baja temperatura en camara fria.

2.2. Caracterizacion

Otro de los objetivos de nuestro trabajo fue la caracterizacion preliminar del material
recolectado. Para estimar esta variabilidad se utilizaron descriptores morfoldgicos. Estos se usan
para clasificar los seres vivos mediante un sistema binario, con el fin de caracterizar y describir la
variabilidad. Lo que se describe es el fenotipo y este depende del componente genético,
ambiental y la interaccidon genotipo por ambiente. Los descriptores mds usados son los que tienen
herencia mendeliana o estdn controlados por pocos pares de genes, por lo tanto las variables
seran de alta heredabilidad, facilmente detectables por el ojo y se expresaran en todos los

ambientes.
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La caracterizacion de H. coronarium se llevo a cabo durante la campana 2007-08, en la finca
experimental del Instituto de Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera (IFAPA) Centro

“Alameda del Obispo”. En la Tabla 1 se presentan las entradas caracterizadas con los datos de

pasaporte disponibles.

Tabla 1. Poblaciones de zulla (Hedysarum coronarium L.) recolectadas durante los afios 2004-2008.

Poblacion Latitud Longitud Altitud Ubicacion Afio de
(m) recoleccion
1 N 37°23°55,5"" | W 05°35'33,1”" 80 Finca Tomejil (Carmona) 2004/05
3 N 36°58729,7"" | W 05°51°37,1"”" 69 Villamartin-Céadiz (Cruce de las Cabezas) 2004/05
4 N 36°52°43,8"" | W 05°48°08,9"" 47 A393 km 14. Espera-Arcos 2004/05
5 N 36°48°42,1"" | W 05°48°54,9"" 107 Paterna-Medina Sidonea 2004/05
6 N 36°28°30,1"" | W 05°55711,8"" 118 Paterna-Medina Sidonea 2004/05
7 N 36°26°55,6"" | W 05°55713,9” 170 Salida Medina Sidonea hacia Barbate 2004/05
8 N 36°16°14,6” | W 05°56°15,1"" 5 Medina Sidonea-Vejer 2004/05
9 N 36°39°39,7" | W 06°21°32,7"" 32 A491 km 11 2004/05
10 N 36°36°53,3" | W 06°15°59,6"" 30 A491. Base de Rota-Puerto Sta. Maria 2004/05
12 N 36°27°22" W 05°57°42,5”" 70 Cafiada Real 2004/05
13 N 36°27°53,7 W 05°53°58,6™" 128 | A381 Medina Sidonea-Jerez 2004/05
14 N 36°36'8,9" | W 06°02°56,7"" 65 A381 km 7 2004/05
15 N 36°41°23,8"" | W 06°09°15,6”" 7 Variante Jerez, frente Hospital. 2004/05
16 N 36°43°46,3"" | W 06°09°06,6"" 24 Rancho de la Merced, Canal de las ochenta 2006/07
17 N 36°12°40,2"" | W 05°32°37,9"" 26 Carretera direccion los Barrios 2006/07
18 N 36°11°37,5" | W 05°32°53,6"" 51 Camino forestal direccion a Fascina. 2006/07
23 N 36°0542,0"" | W 05°46°22,5"" 39 Por lo alto de las ruinas romanas-Bolonia 2006/07
24 N 36°08°57,5"" | W 05°49'56"" 0 Cuneta direccion Zarzuela-Zahara. 2006/07
25 N 36°08°49"" W 05°5127,3"" 18 Poblacién costa zona militar 2006/07
27 N 36°3822,8"" | W 05°26745,6”" 357 | A-373, margen izquierdo. 2006/07
29 N 36°32°04,0"" | W 05°35°10,7"" 497 | Ca-3331, margen izquierdo. 2006/07
30 N 36°22°38"" W 05°39°06,2"" 35 Via de servicio Los Barrios-Jerez. 2007/08
31 N 36°27°00,1" | W 05°44°53,7"" 63 Via de servicio Parque Alcalda de los 2007/08
Gazules
32 N 36°29°06,5"" | W 05°45°52,9" 101 Alcala de los Gazules-San José del Valle. 2007/08
33 N 36°51°15,2"" | W06°10°00,1"" 15 Carretera llegando a Trebujena. 2007/08
34 N36°71'83" | WO06°1537" 24 Rancho de la Merced 2007/08
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A la hora de elegir los “descriptotes” a utilizar, al no existir catalogo de éstos propuesto por el
IPGRI para la especie en cuestion, se utilizaron aquellos de los existentes para leguminosas
forrajeras en sentido amplio, que mejor se adaptaban a nuestra especie. Al margen de dichos
descriptores “adoptados”, existe en la bibliografia informacion relativa a los caracteres que
mayor proporcion de la variabilidad han explicado cuando se han estudiado colecciones de
germoplasma de H. coronarium (Monotti y Porceddu, 1976; Figier et al., 1978; Flores et al.,
1997; Ruisi et al., 2010), siendo la fecha de floracion, el nimero de tallos por planta y la longitud
del tallo principal los que mayor efecto discriminante tuvieron entre los ecotipos estudiados.

Semillas de 26 poblaciones naturales de Cadiz y 3 variedades comerciales (Carmen, Grimaldi
y Del Pais) fueron sembradas en “jiffy pots” (4x5 cm) el 10 de enero del 2008 usando 15 semillas
escarificadas de cada entrada. Después de 10 semanas, 5 plantas seleccionadas al azar de cada
entrada fueron trasplantadas al campo en jaulas de aislamiento sin polinizadores y el disefio
experimental utilizado fue un disefio de clasificacion simple. Los caracteres fenoldgicos y
morfologicos que se registraron durante el primer ciclo del cultivo fueron: inicio fecha de la
floracion (IF) y fin fecha de la floracion (FF) (medidos como numero de dias, ambos datos se
tomaron desde su trasplante al campo), altura de la planta en cm (A), longitud del tallo principal
en cm (LTP), nimero de entrenudos del tallo principal (E), area foliar de un foliolo ubicado en la
mitad de la hoja, situada en el centro del tallo principal, medido en cm? (longitud por anchura del
foliolo) (AF), numero de foliolos de la hoja situada en el centro del tallo principal (F), grosor del
tallo principal en cm (GTP) y nimero de inflorescencias (I). Los caracteres A, LTP, E, AF, F,
GTP y I fueron medidos al inicio de la floracion. Un descriptor cualitativo fue el medido como
frecuencia de plantas con un determinado habito de crecimiento (roseta, postrado o

erecto/erguido).

2.3. Andlisis y estudio de la variabilidad
El disefio experimental de clasificacion simple que utilizamos trata de comparar varios grupos
y para hacer esta comparacion se usa una variable de respuesta cuantitativa “Y”’que es medida en

cada uno de los grupos. Los datos deben ser recolectados de la siguiente manera:
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Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo K
Yll Y21 Y31 Ykl
Y12 Y22 Y32 cees Yk2
Y13 Y23 Y33 cees Yk3
Ylnl anz Y3n3 cees Yknk

Donde el grupo 1 tiene n; observaciones, el grupo 2 tiene n, observaciones y asi
sucesivamente.

La comparacion de los grupos se reduce a determinar si hay igualdad de medias poblacionales
de la variable respuesta en todos los grupos. Es decir:

Ho= p1= po= ps=.....= ux versus

H,= Al menos un grupo tiene distinta media poblacional

2.3.1. Estadistica descriptiva.
Se han obtenido los valores medios con sus errores estandar para los caracteres objeto de

estudio y para el total de las entradas estudiadas.

2.3.2. Analisis de la varianza
Se realiz6 un andlisis de la varianza (ANOVA) de una via para cada una de las caracteristicas
incluidas en este estudio. Para la comparacion multiple de medias se utilizo el test de Tukey (o=

0,05).

2.3.3. Correlacion lineal
Con el fin de conocer las relaciones entre los caracteres estudiados, hemos utilizado el

coeficiente de correlacion de Pearson (r):

r=Qw /Oy

Hay que tener presente que la correlacion entre dos variables pueden deberse a su relacion comun

con otras variables (Snedecor y Cochran, 1982).
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2.3.4. Analisis de componentes principales.

El origen de las componentes principales estd en la publicacion de un articulo de K. Pearson
en 1901, aunque algunos autores lo asocian a los primeros desarrollos de la ley normal n-
dimensional realizados por Bravais y Skols en la segunda mitad del siglo XIX.

La técnica del andlisis de componentes principales puede considerarse desde diversas
perspectivas, segiin en que sentido ponga su énfasis el investigador. En primer lugar, puede
considerarse como una técnica con finalidad descriptiva que permite tratar matrices de grandes
dimensiones. Podemos entenderla también como una técnica exploratoria, en sentido que,
explorar los datos, sin imponer restriccion alguna sobre ellos, serda el primer paso para
entenderlos (Batista y Martinez, 1989)

Su finalidad es la de simplificar la estructura de los datos sin obedecer a un modelo fijado a
priori, para poder explicar en pocas componentes la mayor parte de la informaciéon que contienen
las variables (Cuadras, 1981). Estas nuevas variables se determinaran mediante combinacién
lineal de las variables originales. Las nuevas variables obtenidas se denominardn componentes y
no estardn correlacionadas entre si. La varianza de cada componente recibe el nombre de
autovalor o valor propio. El sumatorio de las varianzas de las componentes principales o
autovectores coincide con la varianza total de la matriz de datos original. De aqui se desprende el
hecho de que la variabilidad contenida en la matriz es idéntica a la matriz de las observaciones, X,
sin embargo el valor de la varianza de la primera componente es mayor que la de la segunda y asi
consecutivamente, la segunda con la tercera, la tercera con la cuarta.,......... De aqui que con las
dos o tres primeras componentes se consiga un valor acumulado que puede constituir hasta el 90
0 95 % de la varianza total de partida (Reyes, 1994), pudiendo ser usadas para representar a los
datos originales (Everitt, 1978).

Partimos de p componentes observables en n individuos. Consideramos a los individuos
como puntos en un espacio de p dimensiones y le ajustamos por el método de minimos cuadrados
la recta:

Xi—Mmi  Xo—M2  Xp—MmMp

h I Ip

Se puede hacer que la recta pase por el origen y m; = 0 (i=1-p); por ser 1 cosenos directores:

=1

T -0

>
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El término general de la matriz de datos es Xjj (1= 1—> p; j=1— n); tipificando y
multiplicando la matriz de datos tipificados por su traspuesta obtiene la matriz de coeficientes de
correlacion (multiplicada por 1/n).

Se demuestra que los valores li que hacen minimas las distancias de los puntos xij a la recta

de regresion se pueden obtener de las ecuaciones:

1 M, Ty
R=|r, 1 )
Fo T 1

o de otra forma:

siendo A un multiplicador indeterminado del que podemos obtener p valores. Se demuestra

asimismo que nunca puede ser negativo y que Zﬂ,i = p. Como cada valor de A lleva asociado un

vector propio, y estos vectores son octogonales entre si, hemos obtenido unas nuevas variables en

funcion de las antiguas:

Demostrandose que var Z; =,

Definidos los individuos en los nuevos ejes se halla la correlacion entre los valores peso y las
coordenadas en cada nuevo eje sucesivamente. En los nuevos ejes mas correlacionados con peso,
se observaran las variables originales que madas influyan. Las nuevas variables tendran las
siguientes caracteristicas:

1) son combinaciones lineales de las variables iniciales
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2) la media de las componentes es nula

3) lavarianza de las componentes es igual al valor propio asociado a cada componente

4) las componentes principales son variables no correlacionadas dos a dos.

3. RESULTADOS

3.1. Prospeccion y recoleccion.

Como resultado de este punto, fueron recolectadas 14 nuevas entradas de H. coronarium. Este

material, tras su desgrane, limpieza y preparacion fue conservado en condiciones de baja

temperatura (8 °C) en cadmara fria (camara de RRFF del IFAPA Centro “Alameda del Obispo” de

Cordoba).

Los datos de pasaporte de las entradas se recogen en la Tabla 2 y su origen geografico se ha

reflejado en la Figura 2.

Tabla 2. Coordenadas y datos de pasaporte de las nuevas poblaciones de zulla colectadas en el

2009/10.
Poblacién |  Latitud Longitud | Altitud Ubicacién Afo de
(m) recoleccion

38 N 36°47°922"" | W05°34°020"" 330 |Ca-523A, Km 9. Prado del Rey 2009/10

39 N 36°45°086"" | W05°30°546"" 285 |A 373 Km 18. Ubrique-El Bosque. El 2009/10
Bosque

40 N 36°39°758"" | W05°26°959"" 320 | A 373 Km 32-39. Ubrique-Alcala de Los 2009/10
Gazules. Ubrique

41 N 36°37°202"" | W05°27°225" 590 | A 373. Ubrique-Cortes. Puerto “Mojon de 2009/10
La Vivora”. Ubrique

42 N 36°37°327"" | W05°23°698"" 705 | A 373 Km 46. Ubrique-Cortes. Cortes de 2009/10
la Frontera

43 N 36°36'912"" | W05°20°041"" 510 | A 373 Km 57. Cortes-Algeciras. Cortes de 2009/10
la Frontera

44 N 36°28°158"" | W05°24°439"" 60 | A 405 Km 14-19. San Pablo de Buceite- 2009/10
Jimena. San Pablo de Buceite

45 N 36°13°848"" | W05°24°255"" 60 |Ca 9203 Km 3-4. Castellar-San Roque. 2009/10
San Roque

46 N 36°11°430"" | W05°25'873"" 15 | N 340 Los Barrios. Palmones 2009/10

47 N 36°03252"" | W05°33"150"" 320 | N 340 Km 89. Algeciras-Tarifa. Tarifa 2009/10

48 N 36°17°008"" | W05°57°637"" 60 |A 396 Km 28. Vejer-Medina Sidonia. 2009/10
Vejer de la Frontera

49 N 36°24°456"" | W05°44°799"" 85 | A 2228 Km 26-30. Benalup-Alcala de los 2009/10
Gazules. Alcala de los Gazules

50 N 36°26°457"" | W05°43°236"" 65 | A 381. Alcala de los Gazules-Arcos de la| 2009/10
Frontera. Alcala de los Gazules

51 N 36°29°949"" | W05°46°159"" 80 |Ca 5200 Km 1. Alcala de los Gazules 2009/10
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Figura 2: Mapa de distribucién de las 14 nuevas poblaciones de Hedysarum coronarium L. colectadas
durante los afios 2009-2010

3.2. Caracterizacion del material

En la Tabla 3 se muestran los valores medios y los errores estandar obtenidos para los siete
descriptores morfoldgicos estudiados y para el inicio y fin de floracion de cada una de nuestras
entradas. También se exponen los valores medios de cada pardmetro estudiado junto con el
coeficiente de variacion, obtenidos del andlisis de la varianza, para el total de las entradas.
Dichos analisis caracterizan los materiales, utilizando como descriptores los caracteres estudiados
mostrando los intervalos de los valores en los que se encuentran. Diferencias estadisticamente
significativas entre poblaciones han resultado para todas las variables analizadas. Los valores
medios de cada descriptor, mostraron coeficientes de variacion que iban desde 3,8 % hasta 35,21
%. Las variables que presentaron menor coeficiente de variacion fueron inicio, fin de floracion y
nimero de foliolos con un 13,1 %, 3,8 % y 13,62 % respectivamente, siendo el area foliar (35,21

%) la que presento el valor mas alto.
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Tabla 3. Valores mediostes y coeficiente de variacion para inicio, fin de floracién (dias), altura (cm), longitud del tallo principal (cm), namero de
entrenudos, area foliar (cm?), nimero de foliolos, grosor del tallo principal (cm) e inflorescencias de las entradas de la coleccién de trabajo de Hedysarum
coronarium L.

Poblacién Inicio Floracion Fin Floracion Altura Longitud Tallo Principal Erl:ltl:grllirc?os Area foliar  Numero Foliolos Grosor Tallo Principal Inﬂ’(\)lltjer;]ceerr?cias
Hc-1 78,2+1,7ab 122+0a 52+6,5ab 89,2+5,6ab 16,240,6a 6,7+0,9abc 9,740,2abcd 2,440,1ab 46,243,3ab
Hc-3 53,5+1,4cde 108+0 ab 32,7+2,6bcdefg 43,245.3b 6+0e 5+0,9abc 8+0,4bcd 1,740,1abc 25,242 5abc
Hc-4 61,2+5,2 abcde 108+0b 22,5+1.5defg 41,5+3.8b 6,7+0,4de 3,240,4¢ 8,2+1bcd 1,610,1bc 15,7+6,7¢
Hc-5 61,2£5,2abcde  116,2+3,4 ab 29,7+2cdefg 56,7+8,4ab 7,5+0,5cde 5,3tlabc 8,2+0,6bcd 2+0,2abc 23,742, 3abc
Hc-6 72,5+2,5abcd 122+0a 28,244 2cdefg 63,7+4,8ab 9+0,4bcde 4,7+1,1abc 9,5+0,5abcd 1,8+0,1abc 25,742, 1abc
Hc-7 66,7£9,4 abcde  144+2,9 ab 24+4defg 64,2+16,5ab 9,2+2hcde 5,1+1,1abc 8,2+0,6bcd 1,740,1abc 17,5+4,6bc
Hc-8 69,7+4,2abcde 122+0a 31,5+4cdefg 79,5+4,7ab 10,5+0,6abcde 4,4+0,5abc 8,5+0,5abcd 2+0,1abc 38,7+6,5abc
Hc-9 66,5+3,5 abcde  188,5+3,5 ab 2140,7efg 452+7,7b 7,5+0,8cde 3,240,4c 7,7+0,2cd 1,5+0c 29,6+4,3abc
Hc-10 54,7+4,2bcde 122+0a 23+6,1defgy 43,7+2,3b 6,710,4de 4,4+0,9abc 8,7+0,4abcd 1,940,1abc 22,5+1,5abc
Hc-12 46+2,3e 115+4ab 14,2+1,49 42,742,6b 5,7+0,7e 3,2%0,6¢ 8,5+0,5abcd 1,7+0,1abc 30,243 ,6abc
Hc-13 70+0abcde 119,7+2,2ab 2642,9defg 77+9,9ab 9+0,8bcde 5,50,7abc 8,5+0,5abcd 2+0,1abc 32,5+2,3abc
Hc-14 63,7+6,9 abcde  116,2+3,4 ab 28,5+4,3cdefg 76,5+19,9ab 9,5+2,3bcde 4+0,9bc 9,2+0,4abcd 1,9+0,1abc 34,6+5,8abc
Hc-15 66,2+5,4 abcde  117,5£2,5 ab 21,242, 1defg 56+7,3ab 8,5+1,1bcde 3,5+0,4¢ 9,5+0,5abcd 1,7+0abc 35,543 ,3abc
Hc-16 65+7,2 abcde 115+4 ab 29,7+3cdefg 76,7+10,1ab 10+1,7abcde 4,2+0,5abc 9,240, 7abcd 2+0,2abc 33,3£10,2abc
Hc-17 72,5£2,5abcd  112,7+3,3 ab 27,242, 2defg 56,2+7ab 9,7+0,7abcde 4,8+0,7abc 7,240,4d 1,7+0,1abc 36,748, 7abc
Hc-18 61,2+5,2 abcde 122+0a 17,5+1,8fg 48.2+8 4b 7,740,9bcde 3+0,6¢ 7,7+0,2cd 1,6+0,1bc 28+4.8abc
Hc-23 69+4,9 abcde  119,7+2,2 ab 24,5+2,7defg 63,549,3ab 9,240,7bcde 3+0,4c 8,5+0,9abcd 1,740,1abc 29+3,6abc
Hc-24 79,7+£5,1a 108+0b 34,7+2abcdef 67,2+5,4ab 10,5+1abcde 7,5%1,6abc 9+1,2abcd 2,1+0,2abc 25+8abc
Hc-25 76,7+4,1abc 114+2,9 ab 3547, 4abcdef 84.,5+10,9ab 13+1,5abcd 5,4+0,5abc 10,7+0,4abc 2,5+0,1a 43+11,8abc
Hc-27 67+5 abcde 110,5¢1,4 ab 25+3,3defg 39,7+5b 6,2+1,3e 4,5+0,7abc 7,7+0,6¢d 1,6+0,1bc 18,6+1,4abc
Hc-29 65,6+2,6 abcde  113,8+2,2 ab 18,8+1,2fg 63,2+11,4ab 9,6+1,2bcde 3,540,5¢ 10,2+0,6abcd 1,8+0abc 34,7+7abc
Hc-30 67,76 abcde 108+0b 40,5+3abcd 41,5+5,9b 9,5+0,6bcde 4,940,3abc 9+0,5abcd 1,9+0,1abc 23,5+8,5abc
Hc-31 59,5£3,5abcde  112,7+3,3 ab 24,542 4defg 73,2+10,4ab 9+0,7bcde 3,7£0,3bc 8,7+0,7abcd 1,8+0,1abc 31,7+5abc
Hc-32 52+2,3de 111,5+3,5 ab 17,242,119 40,243,1b 7+1de 3,5+0,4¢C 8,7+0,7abcd 1,8+0,1abc 11,3+1.8¢c
Hc-33 63,7+3,6 abcde 113+0 ab 24,242, 1defg 6618.,3ab 8,5+0,2bcde 5+0,7abc 9,7+0,2abcd 1,9+0,labc 24,6+12,6abc
Hc-34 74,7+4,1abcd 122+0a 3542, 6abcdef 68,7+9,7ab 11,5+1abcde 7,3+1,1abc 10,5+0,2abcd 2,3+0,1abc 35,5+2,8abc
Carmen cv. 78,2+2,8ab 122+0a 52,7+0,8a 100,7+14,5a 14,242, 1ab 8,9+1,6a 11,740.8a 2,5+0,3a 42+6,1abc
Grimaldi cv. 77,5+2,5abc 122+0a 39,7+5abcde 76,5+8,5ab 11,7+1,3abcde 6,4+0,1abc 10,5+0,5abcd 2,3+0,1abc 47+1ab
Del Paij cv. 78,2+2,8ab 122+0a 47,242 9abc 99,2+7,58 14+1,3abc 6,3+1,1abc 9,7+0,6abcd 2,4+0,2ab 48,5+4 4a
Mediazes 67,2+1 116,5+0,5 29,7+1 63,9+2,1 9,5+0,2 4,9+0,2 9,1+0,1 1,940 31,2412
C.V. (%) 13,1 38 23,67 28,82 57 2528 35,21 13,62 15,76 34,51
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3.3. Relaciones entre los caracteres estudiados.

La Tabla 4 presenta el coeficiente de correlacion para cada par de variables estudiadas. Un
coeficiente de correlacion r es un niimero entre —1 y +1, que mide la fuerza de la relacion lineal
entre dos variables. Cuanto mas cercana sea la correlacion a —1 6 +1, mas fuerte sera la relacion.
Para determinar si dos variables estaban o no relacionadas entre si, se calculd P-valor para cada
coeficiente de correlacion, el cual prueba la significancia estadistica de las correlaciones
estimadas. P-valores por debajo de 0,05 indica correlaciones significativamente diferentes de
cero, con un nivel de confianza del 95 %.

Se destacan las relaciones entre caracteres siguientes:

1. Se observa una alta correlacion positiva entre numero de entrenudos del tallo principal y
longitud del tallo principal con un valor de 0,87, seguido de grosor del tallo principal y altura con
valores de 0,85 y 0,83 respectivamente.

2. Correlacion también positiva entre area foliar y altura con un valor de 0,82, seguido de grosor
del tallo principal (0,79); plantas con mayor altura y un tallo principal mas grueso presentaran
una mayor area foliar.

3. La altura de la planta presenta una correlacion alta con numero de entrenudos y area foliar,
con valores muy similares de 0,83 y 0,82 respectivamente.

4. Correlacion entre numero de foliolos y grosor del tallo principal; a mayor grosor del tallo
principal las hojas estaran compuestas por un mayor numero de foliolos.

5. El grosor del tallo principal tuvo una alta correlacion con el numero de entrenudos del tallo
principal con un valor de 0,8565 y con longitud del tallo principal.

6. Correlacion positiva entre inicio de floracion y nimero de entrenudos, seguido de la altura y
de la longitud del tallo principal, con valores de 0,82, 0,71 y 0,69 respectivamente.

7. El numero de inflorescencias resultd correlacionado con el nimero de entrenudos (0,78) y
con la longitud del tallo principal (0,77); a mayor longitud del tallo principal la planta tendra un
mayor numero de inflorescencias y nimero de entrenudos.

Con respecto al descriptor fin de floracién no se encontraron correlaciones “altas” como en

los demas caracteres estudiados.
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Tabla 4. Andlisis de correlaciones de los caracteres estudiados.

E AF A FF F GTP IF | LTP
E
P-valor
AF 0,6902
P-valor 0,0000
A 0,8319 0,8281
P-valor 0,0000 0,0000
FF 0,4409 0,2185 0,2612
P-valor 0,0167 0,2547 0,1711
F 0,6882 0,5909 0,5701 0,3391
P-valor 0,0000 0,0007 0,0012 0,0720
GTP  0,8565 0,7986 0,8088 0,3612 0,7938
P-valor 0,0000 0,0000 0,0000 0,0542 0,0000
IF 0,8218 0,6835 0,7135 0,3341 0,4982 0,6375
P-valor 0,0000 0,0000 0,0000 0,0765 0,0060 0,0002
I 0,7825 0,4325 0,6063 0,5665 0,5594 0,6848 0,6077
P-valor 0,0000 0,0191 0,0005 0,0014 0,0016 0,0000 0,0005
LTP 0,8741 0,6179 0,6903 0,4982 0,6657 0,8161 0,6967 0,7798
P-valor 0,0000 0,0004 0,0000 0,0060 0,0001 0,0000 0,0000 0,0000

Nota: numero de entrenudos (E), area foliar (AF), altura (A), fin de floracion (FF), nimero de foliolos
(F), grosor del tallo principal (GTP), inicio de floracion (IF), nimero de inflorescencias (I) y longitud
del tallo principal (LTP). P-valores debajo de 0,05 indican correlaciones significativamente diferentes

de 0, con un nivel de confianza del 95 %

El caracter morfologico cualitativo estudiado es el que se muestra en la Tabla 5. Los

resultados mostraban que casi la mitad de las entradas presentaban un hdbito de crecimiento

postrado, seguido de roseta y el 20 % correspondia a un porte erguido.
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Tabla 5. Frecuencia del tipo de porte (%) que presentan las distintas poblaciones de zulla

Habito de crecimiento

Poblacion Erecto
Roseta Postrado
/Erguido
Hc-1 0 40 60
Hc-3 20 60 20
Hc-4 60 20 20
Hc-5 20 60 20
Hc-6 20 80 0
Hc-7 80 20 0
Hc-8 40 40 20
Hc-9 20 20 60
Hc-10 40 60 0
Hc-12 100 0 0
Hc-13 0 100 0
Hc-14 0 100 0
Hc-15 100 0 0
Hc-16 20 60 20
Hc-17 40 40 20
Hc-18 80 20 0
Hc-23 80 0 20
Hc-24 0 80 20
Hc-25 0 100 0
Hc-27 0 100 0
Hc-29 100 0 0
Hc-30 0 20 80
Hc-31 80 20 0
Hc-32 100 0 0
Hc-33 20 80 0
Hc-34 0 40 60
Carmen cv. 0 0 100
Grimaldi cv. 0 80 20
Del Pais cv. 0 60 40
Media 35,1 44,8 20
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3.4. Factores determinantes de la variabilidad

Se realizo el andlisis de componentes principales (ACP) incluyendo todas las variables
estudiadas en el total de las entradas de la coleccion de estudio. El propdsito del andlisis fue
obtener un numero reducido de combinaciones lineales de las nueve variables en juego que
explicaran la mayor variabilidad posible. En este caso, dos componentes se han extraido puesto
que dos componentes tuvieron autovalores mayores o iguales que 1 (Tabla 6). Con las dos

primeras componentes se explicaba practicamente el 80 % de la variacion total existente.

Tabla 6. Autovalores, porcentaje del componente y porcentaje acumulado en el analisis de
componentes principales de los caracteres cuantitativos.

Varianza total explicada

Autovalores iniciales

Componente Autovalor %0 dela %
varianza Acumulado

1 6,15 68,41 68,41
2 1,04 11,56 79,97
3 0,58 6,44 86,42
4 0,43 4,85 91,28
5 0,30 3,39 94,67
6 0,19 2,20 96,87
7 0,14 1,65 98,53
8 0,08 0,97 99,51
9 0,04 0,49 100,00

La primera componente (CPl), explica mas de la mitad de la variacion total y esta
positivamente influenciada por los caracteres nimero de entrenudos del tallo principal (E), grosor
del tallo principal (GTP) y longitud del tallo principal (LTP) (Tabla 7).

La segunda componente explica més del 10 % de la variacion y muestra una alta correlacion
también positiva con los caracteres fin de floracion (FF) y numero de inflorescencias (I) y una

correlacion negativa con el area foliar (AF) (Tabla 7).
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Tabla 7: Vectores propios de la matriz de correlacion basados en los caracteres morfoldgicos de
H. coronarium

Matriz de componentes (a)

Componente
1 2
NUmero Entrenudos 0.384 0.008
Area foliar (cm) 0.324 -0.413
Altura (cm) 0.349 -0.292
Fin Floracion 0.203 0.741
Numero Foliolos 0.312 -0.033
Grosor Tallo Principal (cm) 0.372 -0.132
Inicio Floracion 0.329 -0.106
Numero Inflorescencias 0.326 0.374
Longitud Tallo Principal (cm) 0.363 0.152

Nota: Método de extraccion: Anélisis de componentes principales.
a, dos componentes extraidos

En la Figura 3 se muestra la distribucion de las entradas de H. coronarium en el biplot de las
dos primeras CPs, los vectores de las variables originales y su contribucion (representado por la
longitud del vector) a las CPs.

Se observa la gran dispersion de los datos, lo que indica una amplia variabilidad genética en
esta coleccion de germoplasma estudiado. De acuerdo con la posicion de las entradas en el plano
comprendido por ambos ejes se formaron tres grupos. A medida que nos desplazamos hacia la
derecha en el eje horizontal (CP1) se incrementa el rendimiento del forraje ya que los caracteres
de tipo vegetativo como GTP, LTP y numero de entrenudos aumentan, mientras que en los
valores positivos de la CP2 se encuentran las plantas con mayor ciclo de floracion y con un
mayor niumero de inflorescencias.

En el grupo I se localizan las entradas Hc-1, Hc-25, Hc-34, Carmen cv., Grimaldi cv. y Del
Pais cv. con las mayores contribuciones en la componente 1, las cuales se destacan por los mas
altos valores en el grosor y longitud del tallo principal y con un mayor nimero de entrenudos.

En el grupo II se retinen las accesiones Hc-5, Hc-6, He-7, He-8, He-13, He-14, He-15, He-16,
Hc-17, Hc-23, Hc-29 y Hc-31 por presentar valores intermedios para las componentes del
rendimiento y las de tipo reproductivo. Separados de este grupo pero también con valores
intermedios para la componente 1 y con contribuciones negativas para la componente 2 se

encuentran las entradas Hc-24 y Hc-30.
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Por ultimo, en el grupo III se agrupan las entradas Hc-3, Hc-4, Hc-9, Hc-10, He-12, He-18,
Hc-27 y Hc-32, con las menores contribuciones en la componente 1. A su vez lo dividimos en
dos subgrupos en funcion del ciclo de floracion. El subgrupo I con un ciclo de floracién amplio y

subgrupo II con un ciclo de floracion reducido.

N W A

Componente 2

Componente 1

Figura 3: Distribucion grafica de los genotipos de H. coronarium segun el analisis de componentes
principales basado en las variables cuantitativas analizadas. Las lineas que se cruzan en el (0,0)
representan las variables originales (FF, fin de floracion; I, nUmero de inflorescencias; LTP,
longitud del tallo principal; E, nimero de entrenudos; F, nimero de foliolos; IF, inicio de floracion;
GTP, grosor del tallo principal; A, altura y AF, area foliar). La longitud de cada vector es
proporcional a su contribucion en las CPs. Los puntos se corresponden con las entradas estudiadas.

4. DISCUSION

Uno de los primeros pasos en un programa de mejora de plantas, una vez definido el ideotipo
buscado de planta y el principal caracter o caracteres a reunir, debe consistir en la caracterizacion
y evaluacion del germoplasma disponible, para conocer si disponemos o no de la materia prima
necesaria.

En este capitulo presentamos un estudio preliminar de la variabilidad presente en nuestra
coleccion de trabajo. Como estrategia a la hora de plantear la caracterizacion de la coleccion,
tuvimos que optar por incluir mas entradas en nuestro estudio o menos entradas con un disefo
con repeticiones. En nuestro caso adoptamos la primera opcion debido a que los caracteres objeto

de estudio presentaban, segun la bibliografia, una alta heredabilidad, ademas de que en nuestros
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objetivos se perseguia obtener una idea general de la variabilidad presente en nuestros materiales.
Por lo tanto, utilizamos un disefio experimental de clasificacién simple, para aumentar en lo
maximo posible el nimero de entradas a caracterizar (IPGRI, 2001)

El comportamiento de las entradas estudiadas respecto a una serie de caracteres muestra la
existencia de una amplia variabilidad.

El inicio de floracion, expresado como niimero de dias desde el trasplante al desarrollo de la
primera flor, estuvo entorno a los 33 dias. Ruisi et al. (2010) obtuvieron un rango de 15 dias para
esta caracteristica fenoldgica en un estudio llevado a cabo en Sicilia en 36 poblaciones naturales
de zulla. Issolah y Khalfallah (2007) determinaron un rango de 16 dias en Argelia en 14
poblaciones naturales y Flores et al. (1997) encontraron un rango de 23 dias estudiando 62
entradas principalmente espafiolas. Como se pone de manifiesto, el rango obtenido para inicio de
floraciéon en nuestras poblaciones es el mas amplio, sugiriendo que disponemos de mas
variabilidad, a priori que los otros autores para este caracter. Los cultivares Carmen y Del Pais
fueron las entradas mas tardias para floracion indicando que esta caracteristica fenoldgica pudo
ser considerada por los mejoradores, como en el caso del Grimaldi cv. (Bonciarelli y Monotti,
1976). Junto a éstas, las entradas Hc-1, Hc-24 y Hc-25 también tuvieron una floracion tardia,
siendo materiales adaptados a nuestras condiciones ambientales y con potencial para ser
seleccionadas bajo este enfoque, tratindose de unos de los caracteres mas importantes en la
mejora genética de la especie (Gutiérrez, 1990). Por otra parte, las entradas precoces en floracion
podrian estar mas adaptadas a ambientes litorales, ya que en zonas continentales las heladas
podrian producir dafios a este tipo de cultivo.

El estado 6ptimo de desarrollo en el que la zulla se cosecha para heno es cuando esta en plena
floracion (Leto et al., 2002) y en la region mediterranea la floracion tardia sin duda representa
una ventaja, ya que maximiza el rendimiento al aumentar el periodo de crecimiento y establece el
periodo de corte a finales de la primavera reduciendo el riesgo de lluvia durante el proceso de
secado sobre el terreno. Por lo expuesto anteriormente podemos sefialar que el desarrollo de
cultivares de floracion tardia podria ser uno de los caracteres para ser considerado en futuros
programas de mejora de la especie. La entrada Hc-9 es la que present6 el ciclo de floracion mas
largo de 122 dias, seguida de la Hc-7 pudiendo ser consideradas como entradas aptas para formar
parte de praderas naturales, ya que van a asegurar la regeneracion natural de éstas. Este proceso
seria mas acentuado en este tipo de materiales debido a que su ciclo reproductivo es mas largo y
por lo tanto producirian mas cantidad de semilla, aumentando asi su descendencia y asegurando

la reposicion vegetal de la pradera.
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En cuanto a la arquitectura de planta, algunas poblaciones naturales presentaron un habito de
crecimiento postrado, mientras que otras exhibian un crecimiento erecto o en roseta similar que
los cultivares comerciales incluidos en este estudio. Esta variabilidad representa una fuente de
diversidad intrapoblacional que se podria aprovechar para seleccionar poblaciones de zulla para
diferentes usos (produccion de heno, pasto, como protectora del suelo, ornamental, etc.)

Se ha observado la existencia de un gran nimero de correlaciones positivas, siendo una de las
mas alta la encontrada entre numero de entrenudos del tallo principal y longitud del tallo
principal y grosor del tallo principal. También se ha constatado la alta correlacion existente entre
altura y area foliar. De cara a los posibles criterios de mejora, si se seleccionaran las entradas por
su altura, las mas altas serian las de mayor 4rea foliar, cardcter muy importante para su uso como
forrajera, pero también incluiriamos las plantas con mayor grosor del tallo principal siendo esto
una desventaja ya que el proceso de deshidratacion necesitaria mas tiempo y cantidad de energia
para su secado, factores importantes en el proceso industrial.

El andlisis multivariante ha sido usado tradicionalmente como herramienta para medir la
diversidad en las colecciones de germoplasma, asi como para evaluar la contribucion relativa de
los diversos caracteres en la variabilidad total en colecciones de cultivos (Baatout, 1995;
Marquez-Ortiz et al., 1996). En este trabajo se ha utilizado el analisis multivariante para agrupar
las entradas de H. coronarium y cuantificar la importancia de los caracteres de diversas plantas
en la agrupacion de las entradas. Como ha sido expuesto anteriormente, las dos primeras
componentes explicaban aproximadamente el 80 % de la variacion total existente. Resultados
similares fueron obtenidos por Flores et al. (1997) en la localidad de Tabajete (Jerez de la
Frontera), quienes también con so6lo dos componentes logran explicar hasta el 67 %. La primera
componente (42 %) estaba asociada positivamente con altura del tallo principal, grosor del tallo
principal y decreciendo en importancia con nimero de entrenudos del tallo principal, area foliar y
longitud de la rama del tallo principal. La segunda componente estaba fuertemente asociada s6lo
con longitud del tallo principal (25 % del total de la variacion).

A la vista de los resultados obtenidos en ambos estudios, para la caracterizacion de los
Recursos Fitogenéticos de zulla, es conveniente incluir como descriptores el grosor del tallo
principal y la longitud de este, alcanzando con so6lo estos dos descriptores mas del 50 % de la
variabilidad existente.

El analisis de la Figura 4, la cual representa la dispersion de las entradas en el plano de las
componentes principales 1 y 2, muestra que las entradas incluidas en el grupo I estan
caracterizadas por un mayor rendimiento por presentar caracteristicas vegetativas mayores. Las

variedades comerciales estan agrupadas en este sector junto con algunas entradas procedentes de
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Cadiz (Hc-1, Hc-25 y He-34). Debido a las particularidades que presentan estas ltimas podrian
ser seleccionadas para un uso forrajero por tener un mayor porte, definido como tamafio de la
planta. Una hipdtesis que también se podria plantear de estos resultados seria que estas entradas
procedieran de variedades comerciales y asi presentaran caracteres parecidos, siendo incluidas en
el mismo grupo. El segundo grupo se formo por presentar caracteristicas intermedias, pudiendo
ser seleccionadas para forraje o pasto. Y por ultimo, el grupo III seria el seleccionado para formar
parte de los pastos, ya que el porte de estas entradas es menor, posiblemente debido a que
formaban parte de praderas. En este caso la selecciéon genética ha llevado a plantas de porte
menor y de hébito de crecimiento mas rastrero, adaptadas a un tipo de aprovechamiento
pascicola. En el grupo se aprecia una diferencia entre entradas con ciclos de floracion amplios y
reducidos. Esta caracteristica ha podido verse influenciada por el lugar de procedencia de las
entradas. Para ambientes litorales, la seleccion de poblaciones convendria realizarla sobre
aquellas plantas que presentaran un periodo de floracion mas amplio, porque en estas condiciones

su ciclo de crecimiento se ampliaria y se podria maximizar sus rendimientos en forraje verde.
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Figura 4: Distribucion de los genotipos de H. coronarium segun el analisis de componentes principales basado en las variables cuantitativas analizadas.
Las lineas que se cruzan en el (0,0) representan las variables originales (FF, fin de floracién; I, nimero de inflorescencias; LTP, longitud del tallo
principal; E, nimero de entrenudos; F, nimero de foliolos; IF, inicio de floracion; GTP, grosor del tallo principal; A, altura'y AF, &rea foliar). Grupo
I: entradas Hc-1, Hc-25, Hc-34, Carmen cv., Grimaldi cv. y Del Pais cv., Grupo Il: Hc-5, He-6, He-7, He-8, He-13, He-14, He-15, He-16, He-17, He-
23,Hc-24, Hc-29, He-30 y He-31 'y Grupo 11z He-3, He-4, He-9, He-10, He-12, He-18, He-27 y He-32.
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Bajo el prisma de un mejorador vegetal, disponer de variabilidad en una especie de tanto
potencial como es la zulla, supone un abrir de puertas en su mejora, practicamente inexistente
hasta este momento, con el fin Ultimo de su mayor aprovechamiento y necesaria integracion en
sistemas de secano.

Por lo tanto no sélo se ha colectado un material con serios problemas de erosion genética, el
cual va a ser preservado en el CRF (INIA) y en la colecciébn de trabajo para su uso por
generaciones futuras, sino que sera la materia prima para el incipiente Programa de mejora de la

especie.
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1. INTRODUCCION

El MARM (2009, ultimos datos disponibles) ofrece en su Anuario de Estadistica, los valores
medios de rendimiento de distintas especies cultivadas para su aprovechamiento como forraje en
Espana. Sorprenden los rendimientos de Hedysarum coronarium L. en condiciones de secano (Figura
1) que son muy superiores a otras leguminosas forrajeras cultivadas. Sin embargo, y a pesar de
dichos “rendimientos” actualmente soélo se cultiva en Baleares y Castilla y Ledn, 1.023 y 13 ha,
respectivamente, encontrandose de forma espontanea como ya se expuso en el Capitulo I, en la

provincia de Cadiz.
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Figura 1: Rendimientos medios para Espafia de leguminosas forrajeras (afio 2004, ultimo afio
disponible) (Fuente: MARM)

Debido al gran potencial que tiene como forrajera adaptada a condiciones de secano, seria de
gran interés evaluar su respuesta agrondmica en diferentes ambientes potenciales de cultivo, con
objeto de contar con otra especie a incluir, con criterios racionales, en las alternativas de cultivo de
nuestros secanos.

Por lo anteriormente expuesto, se propuso el objetivo de “Estudiar la respuesta agrondmica de

H. coronarium en distintas condiciones de secano mediterraneas”
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Para ello se plantearon dos estrategias: la primera, correspondiente al primer ensayo fue
identificar los ecotipos de mayor respuesta en rendimiento de forraje y calidad en las condiciones
ensayadas para el manejo tradicional, y la segunda estrategia correspondiente al segundo ensayo,
evaluar el comportamiento productivo del cultivo de H. coronarium sometido a diferentes regimenes

de aprovechamiento (fecha de siega) en dos ambientes contrastantes.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Caracteristicas edafoclimaticas de los ambientes experimentales.

El primero de estos ensayos se desarrolld durante dos afos (2009/10 y 2010/11) y se establecid
el 25 de noviembre del 2009, en la finca experimental del IFAPA Centro “Rancho de la Merced”
situado en Jerez de la Frontera en la provincia de Cédiz, sobre suelo franco arcilloso y en
condiciones de secano. Las precipitaciones y temperaturas medias mensuales de ambas campanas
agricolas se recogen en la Figura 2.

El segundo experimento se realiz6 durante un afio (2009/10) y fue establecido en otofio del 2009,
también en condiciones de secano y en dos ambientes contrastantes: (1) en la finca experimental
anteriormente indicada, y (2) en un area montafiosa de Palermo (Sicilia), sobre un suelo de orden
Inceptisol (con débil desarrollo de horizontes). El lugar de estudio era de clima mediterraneo
semiarido (segun la definicion de Emberger, 1955) y el total de precipitaciones en ese afio fueron 800
mm anuales, concentrandose en el periodo de septiembre-octubre (254 mm) y enero-febrero (274.8

mm) (Figura 3).
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Figura 2: Distribucion de las precipitaciones y T¢ media mensual durante los dos afios del
ensayo 2009/10 y 2010/11 en la finca experimental del IFAPA Centro “Rancho de la Merced”.
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Figura 3: Distribucion de las precipitaciones y T? media mensual desde septiembre a julio en la
campanfa agricola 2009/10 en un area montafiosa de Palermo (Sicilia)
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2.2. Material vegetal y evaluacion agronomica de los dos ensayos realizados.

En el primer ensayo, el material vegetal utilizado para la evaluacion agrondémica fueron siete
ecotipos de zulla que formaban parte de nuestra coleccion de trabajo (Hc-6, Hc-9, He-11, He-13, He-
14, Hc-15 y Hc-26). En la Tabla 1, del Capitulo I (pagina 50), se muestran sus datos de pasaporte.
Estos ecotipos fueron multiplicados y caracterizados en la campafia 2005/06 en la finca experimental
del IFAPA Centro ”Las Torres-Tomejil”, presentando un gran potencial como cultivos forrajeros,
razén por la cual fueron incluidos en este estudio. También se incluy6 la linea de mejora en fase de
desarrollo “Cérdoba” del programa de mejora iniciado en esta Tesis y dos variedades comerciales,
Carmen cv. y Del Pais cv. que fueron usadas como controles.

La preparacion del suelo consistié en una labranza convencional (arado y pase de vibrocultor).
La densidad de siembra fue de 500 semillas descascarilladas/m® (aproximadamente 25 kg/ha) y el
disefio experimental fue de bloques al azar con tres repeticiones (Figura 4). Las dimensiones de las
parcelas elementales fueron de 8x3 m, estando formadas por 14 surcos separados entre si 0,2 m.
Después de la siembra se dio un pase de rulo para conseguir un mejor contacto entre el suelo y las

semillas. No se hizo ningtn tipo de fertilizacion del suelo.
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Figura 4: Disefio de bloques al azar con tres repeticiones utilizado para la evaluacion agronémica de
diferentes ecotipos de zulla en Jerez.

En el afio de implantacion del ensayo (2009/10), para cada entrada, se determino el 26 de abril
del 2010 la produccién de forraje verde (materia fresca), el rendimiento de la materia seca (RMS) y
el contenido de proteina sobre la materia seca (PMS). La produccion de forraje verde se evalud por la
siega de un 4rea de 2,4 m” situada al azar sobre los surcos centrales de la parcela. Para obtener la
produccion de MS fue necesario obtener tres datos importantes: el peso fresco de la muestra, que
correspondio al total del material vegetativo que se obtuvo del corte de 2,4 m’ el peso fresco de la
submuestra, la cual se extrajo al azar de la muestra mencionada anteriormente, y el peso seco de la
submuestra.

El peso de la muestra en fresco se efectud inmediatamente después de haber cortado el material
en el campo, utilizando una balanza portatil. A continuacion, de esta muestra se obtuvo una
submuestra de forraje verde de zulla que se pesd y coloco en una estufa de secado a 50 °C durante
una semana. Una vez seca se volvio a pesar y se determind el contenido en proteina bruta (nitrégeno
total) por el método establecido en el Real Decreto 2257/1994. Dicho anélisis fue realizado por el

Laboratorio Regional Agrario de Cordoba de la Junta de Andalucia.
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Al comienzo del otofio (4/11/2010) se efectué un conteo del numero de plantas en cada parcela,
distinguiéndose las procedentes de rebrotes de cepas del afio anterior, de las nuevas plantas
procedentes de semilla, para evaluar la capacidad de rebrote y de implantacion de cada ecotipo de
zulla. La superficie de muestreo fue limitada a un marco de 0,25 m®.

En el segundo afio del cultivo (2010/11), la siega tuvo lugar el 25 de febrero del 2011 y se
realiz6 idéntico tratamiento, es decir, se determino la produccion de forraje verde, el rendimiento de
la materia seca y el contenido de proteina en la MS. La metodologia seguida fue similar a la realizada
el primer afio.

El material vegetal del segundo ensayo realizado en dos ambientes contrastantes, Jerez
(Andalucia) y Palermo (Sicilia), estuvo formado por un ecotipo de nuestra coleccion de trabajo (Hc-
11), la linea “Coérdoba”, un agroecotipo siciliano “Gangi” y las variedades S. Omero, Carmen y
Grimaldi. La preparacion del suelo, al igual que en el caso anterior consistid en una labranza
convencional. La siembra se realizo el 25 de noviembre del 2009 y la dosis fue de 400 semillas/m®
(aproximadamente 20 kg/ha) distribuidas en tres filas de tres metros de longitud y separadas entre si
0,2 m. El disefio experimental fue de parcelas divididas con tres repeticiones (Figura 5), siendo el
tamafio de las subparcelas de 2,25 m®.

A cada uno de los genotipos estudiados en este ensayo, se evalu6 su produccion de forraje verde
(materia fresca) y el rendimiento de la materia seca (RMS). Los tratamientos aplicados A, B, Cy D
consistieron en distintas fechas de siega y se realizaron como se indica a continuacion:

» Tratamiento A: la siega se realizo a los 177 dias desde la siembra.

» Tratamiento B: a los 199 dias desde la siembra.

* Tratamiento C: a los 212 dias desde la siembra

=  Tratamiento D: a los 223 dias desde la siembra.
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La superficie de la muestra para evaluar el forraje verde correspondia a un area aproximada de
2,25 mz, es decir, el tamafio de la subparcela. De este material se tomd una muestra al azar de forraje

de zulla y se sec6 a 50 °C para determinar el contenido de MS.
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Figura 5: Disefio experimental de parcelas divididas para evaluar la fecha de siega en el cultivo H.
coronarium, establecido en dos ambientes: Jerez (Andalucia) y Palermo (Sicilia).

2.3. Analisis estadisticos

Con los datos obtenidos del primer ensayo se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) segin
el disefio preestablecido (bloques al azar), para la produccion de forraje verde, RMS y el contenido
de proteina sobre la MS. Las diferencias entre los ecotipos/variedades se establecieron mediante el
analisis de comparacion de medias, empleando el test de Tukey a nivel de significacion P<0,05.

Por otra parte, con el fin de conocer las relaciones entre algunos de los parametros evaluados

utilizamos el coeficiente de correlacion de Pearson (r):

r=0Qxy) /xRy
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En el ensayo segundo, se hizo un analisis de la varianza combinado (ANOVA) segtn el
disefio utilizado (split-splot), para la produccion de forraje verde y rendimiento de la materia seca,
considerando tres factores (ambiente, tratamiento y genotipo) y la interaccion entre ellos.

Las interacciones genotipo X ambiente y tratamiento x ambiente fueron significativas y los
datos se analizaron de forma separada para los dos ambientes de este estudio. Se realizé un analisis
de la varianza para cada parametro estudiado, donde tratamiento fue el principal factor y genotipo
fue el subfactor. La comparaciéon de medias como en el primer ensayo se hizo utilizando el test de

Tukey a nivel de significacion P<0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Identificacion de ecotipos de mayor respuesta en rendimiento de forraje y calidad en las
condiciones ensayadas para el manejo tradicional.

Los resultados obtenidos (Tabla 1) muestran los parametros referentes a la calidad de cada
genotipo y los datos de produccion de los mismos en kg/ha, correspondiendo estos datos a la media
de las tres repeticiones. También se presentan los valores medios de los pardmetros anteriormente
indicados del total de genotipos evaluados. Igualmente se hace constar la minima diferencia
significativa (MDS) entre variedades, al 5%, lo cual supone que, para que una variedad sea
significativamente superior a otra, la diferencia entre ambas tiene que ser superior al valor de la
MDS. Es decir, que dos variedades distintas en rendimientos, pero cuyas diferencias de produccion
sean inferiores a la MDS, son estadisticamente similares y su diferencia en rendimiento es debida al
azar. Se da también el dato del coeficiente de variacion (C.V.), que es una medida o estimacion de la
variabilidad del mismo. Coeficientes bajos indican una variabilidad pequefia o aceptable;
coeficientes altos, una variabilidad alta y no hacen los resultados fiables.

En nuestro estudio, para el primer ciclo del cultivo, los ecotipos de H. coronarium
presentaron diferencias significativas (P<0,05) para la produccion de forraje verde, RMS y contenido
de proteina sobre MS. Los coeficientes de variacion 9,05; 11,12 y 8,76 respectivamente, fueron
relativamente bajos en todos los casos, indicindonos que nuestros resultados eran fiables. La
produccion media anual de forraje verde estuvo en torno a 29.040 kg/ha, lo que dio lugar a 3.082
kg/ha de materia seca y alrededor de 700 kg/ha de proteina (Tabla 1). Cuando se compararon las
medias de la produccion de forraje verde de los diferentes ecotipos, los resultados obtenidos

mostraron que la variedad “Del Pais” fue de las que obtuvieron un mayor rendimiento. Para RMS,
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esta variedad volvio a estar en el grupo que obtuvo mas rendimiento junto con la Hc-14, Hc-9, Hc-
15, Hc-26, He-11, He-6, Cordoba y Carmen cv. y para el contenido en proteina sobre MS, la Hc-14
fue la que mostrd una mayor cantidad (843,25 kg/ha). En todos los casos, la Hc-13 fue la que gener6

menor kg/ha de forraje verde, RMS y contenido de proteina (428,89 kg/ha).

Tabla 1: Media anual de produccion de Hedysarum coronarium, durante su primer ciclo de cultivo.

) . Produccion de Rendimento de Proteina sobre
Variedad /ecotipo

forraje verde kg/ha Materia Seca kg/ha Materia Seca kg/ha

Hc-14 35.665 ab 3.782,6a 843,25a
Hc-9 33.866 abc 3.728,5a 832,95ab
Hc-15 27917 cd 3.113,1a 764,68abc
Hc-26 29.753 abed 3.063,7a 729,25abc
Hc-11 25908 d 3.058,1a 655,95bc
Hc-6 27353 cd 2.834,2a 660,07bc
Hc-13 13.942 ¢ 1.529,5b 428,89d
Cordoba 30.278 abed 3.092,3a 639,48¢
Del Pais cv. 37.321a 3.764,8a 796,17abc
Carmen cv. 28.394 bed 2.855,9a 731,39abc
Media (kg/ha) 29.040 3.082,3 708,21
CV.% 9,05 11,12 8,76
MDS (5%) 7.693,6 1.002,5 181,58

Nota: Las poblaciones con distintas letras son estadisticamente diferentes para P<0,05 (Test de
Tukey’s). C.V.: coeficiente de variacion y MDS: minima diferencia significativa.

Los resultados de los conteos del numero de plantas de cada parcela se muestran en la Tabla
2, y se observa que las entradas presentaron diferencias significativas para el nimero de plantas
nacidas de semilla pero no para el numero de plantas del afio anterior que rebrotaron y los
coeficientes de variacion obtenidos fueron 15,3 y 28,3 respectivamente. Cuando se hizo la
comparacion de medias entre los diferentes genotipos, los resultados mostraron que la Hc-26
presentaba el mayor nimero de plantas nacidas de semillas y el “Del Pais” cv. el menor, siendo
estadisticamente diferentes. Por otra parte, para el nimero de plantas de rebrote, el analisis determino

que no existian diferencias significativas.
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Tabla 2: Numero de plantas nacidas de semilla y plantas del afio anterior rebrotadas de

Hedysarum coronarium L.

Variedad /ecotipo

Rebrotes de cepa Plantas de semilla

Hc-14 7,6 306,14bcd
Hc-9 9,6 243,67cde
Hc-15 10,3 140,6ef
Hc-26 9,6 443a
Hc-11 5,5 192,6def
Hc-6 9,6 340abc
Hc-13 9 416,9ab
Cordoba 9 316,1abed
Del Pais cv. 6 106,1f
Carmen cv. 6,7 370,4abc
Media 8,3 287.,5
CV.% 28,3 15,3
MDS (5%) 6,9 129

Nota: Las poblaciones con distintas letras son estadisticamente diferentes para P<0,05 (Test de
Tukey’s). La superficie muestreada correspondia a un area de 0,25 m” .C.V. coeficiente de

variacion; MDS: minima diferencia significativa.

Por ultimo se hizo un andlisis de correlacion entre los parametros, produccion de forraje

verde del primer ciclo del cultivo, nimero de plantas de semilla y de rebrote. En la Tabla 3 se

muestran los coeficientes de correlacion entre las variables evaluadas, presentando valores muy

proximos a 1 y por lo tanto una alta correlacion entre ellos. La correlacion mas alta fue entre nimero

de plantas de rebrote y produccion de forraje verde, con un valor de 0,91. También se observo una

alta correlacion practicamente similar a la anterior, entre nimero de plantas de semilla y plantas de

rebrote. Los P-valores obtenidos presentaban valores por debajo de 0,05 indicandonos un nivel de

confianza del 95%.
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Tabla 3: Correlaciones entre los diferentes parametros evaluados.

Rebrotes de cepa  Plantas de semilla

Plantas de semilla 0,90
P-Valor 0,00
Produccidn forraje
verde (kg/ha) 0,91 0,86
P-Valor 0,00 0,00

Nota: P-valores debajo de 0,05 indican correlaciones significativamente diferentes de 0, con un
nivel de confianza del 95 %

Los resultados obtenidos en el segundo afio del cultivo (Tabla 4) no muestran diferencias
estadisticamente significativas (P>0,05) entre las diferentes variedades/ecotipos de zulla para la
produccion de forraje verde y RMS. Los C.V. fueron de 13,39 para el analisis del RMS y de 11,75
para la produccion de forraje verde. La produccion media anual de forraje verde y el RMS en este
segundo afio fueron algo superiores al afio anterior, estando entorno a 37.500 kg/ha y 3.800 kg/ha
respectivamente. Sin embargo, para el contenido de proteina sobre MS, el andlisis establecio
diferencias significativas entre genotipos, presentando este pardmetro un C.V. de 8,59 (Tabla 4). La
media anual del contenido de proteina sobre MS fue un 16 % superior al afio anterior. Todos los
ecotipos, excepto en Hc-14 y Hc-9, mostraron un mayor contenido de proteina en este segundo afio
de cultivo. En ese afio la Hc-6 fue la que obtuvo una mayor cantidad de proteina seguida de la linea

Cordoba, presentando de nuevo la Hc-13 el menor valor (699,2 kg proteina sobre MS/ha)
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Tabla 4: Media anual de produccién de Hedysarum coronarium, durante su segundo ciclo de cultivo.

Rendimento de

Variedad /ecotipo Pr(-)ducci()n de Materia Seca Prot.eina sobre
forraje verde kg/ha Materia Seca kg/ha
kg/ha
Hc-14 35.348 3.548,8 760,4bc
Hc-9 33.173 3.398,3 798,6bc
Hc-15 36.907 3.768,7 824,21abc
Hc-26 37.661 3.884,0 808,12abc
Hc-11 40.827 3.963,8 788,21bc
Hc-6 41.863 4.173,4 1015,4a
Hc-13 33.863 3.398,0 699,2¢c
Cordoba 44.782 4.578,0 934,12ab
Del Pais cv. 36.470 3.861,3 870,3abc
Carmen cv. 34.478 3.622,0 759,0bc
Media 37.537 3.819,6 821,22
CV.% 11,75 13,39 8,59
MDS (5%) 12.908 1.496,5 208,07

Nota: C.V.: coeficiente de variacién y MDS: minima diferencia significativa.

En este segundo afio, también se hizo un analisis de correlacion, entre la produccion de
forraje verde del segundo afio y el numero de plantas de semilla y de rebrote. En la Tabla 5 se
observan los coeficientes de correlacion, mostrando claramente una fuerte correlacion entre todos los
parametros analizados. En este afo la correlacion mas alta y similar a la obtenida en el primer afio
fue entre plantas rebrotadas de cepa y produccion de forraje verde, aunque las otras correlaciones

fueron practicamente similares a la anterior.
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Tabla 5: Correlaciones entre los diferentes parametros evaluados en el segundo ciclo del cultivo.

Rebrotes de cepa  Plantas de semilla

Plantas de semilla 0,90

P-Valor 0,00
Produccidn forraje
verde (kg/ha) 0,95 0,92
P-Valor 0,00 0,00

Nota: P-valores debajo de 0,05 indican correlaciones significativamente diferentes de 0, con un
nivel de confianza del 95 %

3.2. Evaluacion del comportamiento productivo del cultivo de H. coronarium sometido a

diferentes regimenes de aprovechamiento (fecha de siega) en dos ambientes contrastantes.
Los resultados obtenidos del analisis de la varianza combinado para los pardmetros evaluados
mostraron diferencias significativas (P< 0,001 y P<0,05) para todas las fuentes de variacion y todos

los tipos de interacciones excepto para Bloque que present6 P>0,05 (Tabla 6 y Tabla 7).

Tablas 6: Resultados del analisis de la varianza conjunto de la produccion de forraje verde

Fuente de variacién Grados de libertad Suma de cuadrados*10® Cuadrados medios*10°®

Bloques (B) 2 9,37 4,68ns
Ambientes (A) 1 11.080 11.080%***
Tratamientos (T) 3 3514 1.171%**
AXT 3 789,9 263,3***
Error BXAXT 14 250,9 17,92
Genotipos (G) 5 2274 454 ,8***
AxG 5 648,3 129,6%**
TxG 15 700,5 46,7+
AXTXG 15 355,5 23,7*
Error BXAXTXG 80 848,6 10,6
Total 143 20.480

CV (BXAXT) 16,74

CV (BXAXTXG) 12,88

Nota: *, **, ***_Sjgnificativo al 0,05, 0,01 y 0,001 de probabilidad. Ns: No significativo
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Tabla 7: Resultados del andlisis de la varianza conjunto para el rendimiento de la materia seca (RMS)

Fuente de variacién Grados de libertad Suma de cuadrados*10* Cuadrados medios*10°

Bloques (B) 2 6,00 3,00ns
Ambientes (A) 1 40.110 40.110***
Tratamientos (T) 3 34.160 11.380***
AXT 3 1.150 383,55*
Error BXAXT 14 1.226 87,61
Genotipos (G) 5 9.536 1.907***
AxG 5 2.827 565,48***
TxG 15 2.766 184,43ns
AXTXG 15 2.812 187,45ns
Error BXAXTXG 80 6.088 76,09
Total 143 100.600

CV (BXAXT) 17,05

CV (BXAXTxG) 15,89

Nota: *, **, ***_ Significativo al 0,05, 0,01 y 0,001 de probabilidad. Ns: No significativo

La interaccion genotipo x ambiente al ser significativa, indicaba que no serian los valores
medios de produccion de cada genotipo utilizables para recomendaciones generales, pues dicha
interaccion estaria mostrando una respuesta diferenciada de cada genotipo segin el ambiente. Por
este motivo, los datos tuvieron que ser analizados de forma separada para cada una de las dos
localidades de estudio. En la Figura 6 y 7 se muestran los tipos de interacciones para la produccion
de forraje verde y RMS. Todos los genotipos presentaron un incremento en su rendimiento al pasar
de Palermo a Jerez, pero no todos aumentaron de la misma forma. En ambos casos, el tipo de
interaccion fue cualitativa, porque los genotipos cambiaron el orden de jerarquia o ranking al
cambiar el ambiente, lo que introducia un grado de incertidumbre en la medicion de la superioridad
de algunos genotipos (De Lacy et al., 1996). Para la produccion de forraje verde, s6lo un genotipo
presentd un comportamiento estable (S. Omero), mostrando los restantes una respuesta diferenciada
segin el ambiente. En cambio, para el RMS, S. Omero, Gangi y Hc-11 fueron los que se
comportaron de forma estable y la linea Cérdoba y los cultivares Carmen y Grimaldi de forma
diferenciada.

Los genotipos que obtuvieron una mayor produccion de forraje verde para la localidad de
Jerez, fueron Carmen, Grimaldi y Coérdoba siendo estadisticamente similares y para el RMS solo

Grimaldi formo el grupo de mayor rendimiento, seguido de Carmen, Cérdoba y S. Omero que para
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este parametro fueron estadisticamente diferentes al anterior. Por otro lado, para los dos pardmetros
evaluados, los genotipos que formaron los grupos de menor produccion fueron He-11 y Gangi.

En la localidad de Palermo, el grupo establecido para los genotipos que obtuvieron una mayor
produccion de forraje verde, fue similar al de Jerez pero en este caso se incluy¢ el cultivar S. Omero.
En cambio para el RMS la linea Cérdoba destac6 por una mayor produccién, siendo Carmen,
Grimaldi y S. Omero diferentes estadisticamente al anterior. Los genotipos de menor produccion de

forraje verde y RMS resultaron ser los mismos que los identificados en la localidad de Jerez.
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Figura 6: Comportamiento de los genotipos de H. coronarium y valores medios de forraje verde (kg/ha)
en los dos ambientes estudiados.
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Figura 7: Comportamiento de los genotipos de H. coronarium y valores medios del rendimiento
de materia seca (RMS) (kg/ha) en los dos ambientes estudiados.
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La interaccion tratamientos x ambiente resultd altamente significativa y también fue de tipo
cualitativo porque los diferentes tratamientos (fechas de siega) cambiaron su orden de jerarquia a
través de los ambientes (Figura 8 y 9). En la produccion de forraje verde, los tratamientos B 'y D
tuvieron un comportamiento estable al pasar de Palermo a Jerez y los demdas se comportaron de
forma diferente en los dos ambientes. Para el rendimiento de materia seca (RMS) los tratamientos A
y D fueron los que mostraron una respuesta estable, comportdndose de forma diferenciada los
restantes.

El tratamiento que obtuvo una mayor produccion de forraje verde para la localidad de Jerez
fue el B, seguido del A y C que fueron estadisticamente diferentes al anterior y el tratamiento D fue
el de menor produccion. En cambio, para el RMS los tratamientos D, B y C obtuvieron un mayor
rendimiento y fueron estadisticamente similares, mostrando el tratamiento A la menor produccion.

En la localidad de Palermo los tratamientos que obtuvieron una mayor produccion de forraje
verde fueron algo diferentes a los identificados en la localidad de Jerez. Los tratamientos B y C
fueron los de mayor producciéon y el A y D los de menor. Para el RMS sélo el tratamiento D form¢ el

grupo de mayor rendimiento y el A el de menor.
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Figura 8: Medias de la produccidn de forraje verde (kg/ha) de Palermo y Jerez en cada
tratamiento del cultivo.
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Figura 9: Medias del RMS (kg/ha) de Palermo y Jerez en cada tratamiento del cultivo.

El andlisis de la varianza realizado por separado para la localidad de Jerez y Palermo, mostré
la existencia de diferencias significativas (P<0,001) entre genotipos y tratamientos para la
produccion de forraje verde y RMS. También se aprecian diferencias estadisticamente significativas
en la interaccidon genotipo x tratamiento para las dos parametros evaluados (Tablas 8-11), indicando
una respuesta diferente de cada genotipo segun el tratamiento. Por ello, se calculd la produccion

media de cada genotipo para las diferentes fechas de siega.

Tablas 8: Resultados del analisis de la varianza para la produccion de forraje verde considerando la
localidad de Jerez

Fuente de variacion  Grados de libertad  Suma de cuadrados*10”7 Cuadrados medios*10°

Bloques (B) 2 9,81 49,05*
Tratamientos (T) 3 301,9 1.006***
Error BXT 6 4,39 7,31
Genotipos (G) 5 253,3 50,65***
TxG 15 72,08 48,06**
Error BXTxG 40 68,15 17,04
Total 71 709,6

CV (BxT) 7,94

CV (BXTXG) 12,12
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Tabla 9: Resultados del anélisis de la varianza para el rendimiento de la materia seca (RMS)
considerando la localidad de Jerez

Fuente de variacion  Grados de libertad Suma de cuadrados*10® Cuadrados medios*10®

Bloques (B) 2 2,72 13,62ns
Tratamientos (T) 3 224 746,8***
Error BXT 6 2,74 4,56124
Genotipos (G) 5 104,3 208, 7***
TxG 15 45,86 30,57*
Error BXTxG 40 55,36 13,84
Total 71 435,1

CV (BxT) 20,93

CV (BXTXG) 9,72

Tablas 10: Resultados del andlisis de la varianza para la produccién de forraje verde considerando la
localidad de Palermo

Fuente de variacion Grados de libertad Suma de cuadrados*10” Cuadrados medios*10®

Bloques (B) 2 5,49 27,43ns
Tratamientos (T) 3 128,5 428,2%**
Error BXT 6 6,35 10,57
Genotipos (G) 5 38,99 77,9%
TxG 15 33,52 22,35%**
Error BXTxG 40 16,71 4,18
Total 71 229,5

CV (BXT) 19,7

CV (BXTXG) 12,38
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Tabla 11: Resultados de analisis de la varianza para el rendimiento de la materia seca (RMS)
considerando la localidad de Palermo

Fuente de variacion Grados de libertad Suma de cuadrados*10® Cuadrados medios*10®

Bloques (B) 2 3,03 15,13ns
Tratamientos (T) 3 129 430,3***
Error BXT 6 3,84 6,40
Genotipos (G) 5 19,26 38,52%%*
TxG 15 9,92 6,61***
Error BXTxG 40 5,52 1,38
Total 71 170,6

CV (BXT) 20,93

CV (BXTXG) 9,72

Las Figuras del 10 al 13 muestran las interacciones genotipo X tratamiento para la produccion
de forraje verde (kg/ha) y RMS (kg/ha) en los dos ambientes incluidos en este estudio, siendo en
todos los casos de tipo cualitativo.

En la localidad de Jerez, se observa un aumento de la produccion de forraje verde del
tratamiento A al B, en todos los genotipos excepto en el Hc-11 que disminuyo. También todos se
comportaron de forma estable menos el Grimaldi cv. y Hc-11, que mostraron una respuesta
diferenciada. Todos los genotipos diminuyeron sus rendimientos del tratamiento B al C, mostrando
Grimaldi como en el caso anterior una respuesta diferente y del tratamiento C al D también se obtuvo
una disminucidn de la produccion, pero de forma menos acusada siendo en este caso el genotipo
Cordoba el que mostré un comportamiento diferente. El RMS también aument6 del tratamiento A al
B, y todos los genotipos tuvieron una respuesta diferenciada, excepto el agroecotipo Gangi. Del
tratamiento B al C el rendimiento fue practicamente similar en todos, excepto en la linea Cérdoba
que disminuy6 y los genotipos Carmen, S. Omero y Gangi se mostraron de forma estable. Del
tratamiento C al D algunos genotipos tuvieron su mayor RMS, otros mantuvieron la misma
produccion y algunos la disminuyeron, mostraron todos una respuesta estable, excepto Cordoba y
Gangi.

Por otra parte, los genotipos que tuvieron una mayor y menor produccion de forraje verde por
cada tratamiento son los mostrados a continuacion:

» Tratamiento A: Grimaldi mayor produccién y Gangi menor.
» Tratamiento B: Carmen mayor produccion y Hc-11 y Gangi menor

* Tratamiento C: Grimaldi mayor produccioén y Gangi menor
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» Tratamiento D: Grimaldi y Carmen mayor produccién y Gangi menor

Y para el RMS, fueron los siguientes:
» Tratamiento A: Grimaldi, Carmen y Hc-11 mayor produccion y Gangi menor.
» Tratamiento B: Cérdoba mayor produccion y Gangi menor
* Tratamiento C: Grimaldi y Carmen mayor produccion y Gangi menor

Tratamiento D: Grimaldi mayor produccion y Gangi menor
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Figura 10: Comportamiento de los genotipos de H. coronarium y valores medios de la produccion de
forraje verde (kg/ha) para los distintos tratamientos en la localidad de Jerez.
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Figura 11: Comportamiento de los genotipos de H. coronarium y valores medios del RMS (kg/ha) para
los distintos tratamientos en la localidad de Jerez.
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En la localidad de Palermo, del tratamiento A al B se obtuvo un aumento de la produccion de
forraje verde en todos los genotipos y la linea Coérdoba tuvo una respuesta estable, siendo en todos
los demas de forma diferenciada. Posteriormente, se observd una menor produccion en todos los
genotipos, excepto en S. Omero que aumentd. Grimaldi, Gangi y Hc-11 se comportaron
establemente, y los demas de forma diferenciada. Del tratamiento C al D disminuyd, de forma mas
acentuada la produccion, mostrando S. Omero, Grimaldi y Hc-11 una respuesta estable. Por otra
parte, también se observo un aumento del RMS del tratamiento A al B, teniendo todos los genotipos
una respuesta estable excepto S. Omero y Hc-11. Del tratamiento B al C continué aumentando la
produccion y en este caso todos los genotipos tuvieron una respuesta diferenciada. Por ultimo, del
tratamiento C al D, el RMS se mantuvo constante en algunos genotipos y en otros no, como en Hc-
11 que disminuy6 su produccion y en Gangi aumentd, mostrando en ambos casos un comportamiento
diferenciado.

Los genotipos que tuvieron una mayor y menor produccion de forraje verde por cada
tratamiento fueron:

* Tratamiento A: Cérdoba mayor produccion y Gangi menor.
» Tratamiento B: Cérdoba mayor produccion y Hc-11 menor
* Tratamiento C: S. Omero mayor produccion y Hc-11 menor

» Tratamiento D: S. Omero mayor produccion y Hc-11 menor

Para el RMS se obtuvieron resultados similares, pero en el tratamiento A el cultivar Carmen

mostr6 una produccion similar a la linea Cérdoba.
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Figura 12: Comportamiento de los genotipos de H. coronarium y valores medios de la produccion de
forraje verde (kg/ha) para los distintos tratamientos en la localidad de Palermo.
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Figura 13: Comportamiento de los genotipos de H. coronarium y valores medios del RMS (kg/ha) para
los distintos tratamientos en la localidad de Palermo.

4. DISCUSION

Los primeros trabajos en los cuales se estudia con método experimental en Andalucia el
potencial agrondémico de este cultivo corresponden a los realizados por Karlovsky et al. (1971) y
Ratera et al. (1976). En sus trabajos se exponen los resultados obtenidos en ensayos realizados en la
provincia de Cadiz (Tarifa), con rendimientos medios de 6.500 kg/ha de MS en zullares de tres afios.

Anteriores a estos trabajos, distintos ensayos demostrativos recogidos en la obra “La zulla: la
reina de las forrajeras de secano” ya ponian de manifiesto su alto potencial productivo (Anénimo,
1907).

En nuestro estudio, los valores medios obtenidos para la producciéon de forraje verde
estuvieron en torno a los 29.000 kg/ha y 3.000 kg/ha para el RMS, siendo estos rendimientos
menores a los indicados anteriormente, posiblemente por corresponder al primer ciclo del cultivo.
Resultados similares fueron obtenidos por Ruisi et al. (2010) evaluando la produccion de 36
poblaciones naturales de Sicilia y Annicchiarico et al. (2008), con valores medios de 4.000 kg/ha de
MS. Por otra parte, Montes (1994) en un ensayo realizado en Jerez, obtuvo en el primer afio del
cultivo, una produccion de 18.500 kg/ha de forraje verde y 2.771 kg MS/ha. El RMS resulté ser
similar al obtenido en nuestro estudio, pero la produccion de forraje verde fue muy inferior en torno
a los 10.500 kg/ha, hecho posiblemente debido a una fecha de siega mas tardia. La media de proteina

sobre MS estuvo entorno a los 700 kg/ha, siendo similar a la obtenida por Ruisi et al. (2010).
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En el segundo afio del cultivo, los pardmetros evaluados aumentaron, pasando a obtener
37.537 kg/ha de forraje verde, 3.819,6 kg/ha de RMS y 821,22 kg/ha de PMS, produciéndose un
aumento aproximadamente del 22,5, 24 y 16 % respectivamente, con respecto al primer afio. Montes
(1994) obtuvo unos rendimientos de 28.487 kg de forraje verde/ha y 6.352 kg MS/ha para dos cortes
que comparados con los obtenidos en nuestro ensayo, el RMS fue el 66% superior y la produccion de
forraje verde fue inferior y similar a la obtenida en nuestro primer afo. El mayor rendimiento de MS
pudo estar condicionado por un mayor niimero de cortes (2). Lombardi et al. (2000) evaluando dos
cultivares italianos y dos ecotipos en la Toscana (Italia) obtuvieron resultados similares a los
nuestros, mostrando una media de 3.500 kg de MS/ha.

Al comparar los rendimientos de los diferentes genotipos se obtuvieron diferencias
significativas en todos los pardmetros evaluados en el primer afio del cultivo. Cuando observamos
que un genotipo resulta de mayor rendimiento comparado con los demds para la produccion de
forraje verde, no podemos olvidar su rendimiento de materia seca por hectarea y su produccion de
proteina por hectarea, puesto que son los parametros que determinan el precio del forraje, es decir
nos van a pagar por kg de MS y por kg de proteina. A la vista de nuestros resultados el “Del Pais” cv.
fue estadisticamente superior para la producciéon de forraje verde, sin embargo para RMS compartié
liderazgo con otras lineas, mostrando una respuesta similar para el contenido en proteina.
Basandonos en esto, el ecotipo Hc-14 fue el de mayor rendimiento tanto para MS como para
contenido en proteina y aunque no obtuvo la mayor produccion de forraje verde, si ocupd una de las
primeras posiciones. Por lo tanto, este genotipo fue el que presentd un mayor potencial forrajero el
afio de establecimiento del cultivo. En el otro extremo estaria el cultivar Hc-13 que para todos los
parametros determinados fue el de menor produccion y calidad.

En el segundo ciclo del cultivo el andlisis no establecio diferencias entre los genotipos, siendo
estadisticamente todos similares para la produccion de forraje verde y RMS. Sin embargo, cuando se
observan las producciones de cada uno, los genotipos mantienen las mismas tendencias, es decir, los
de mayor rendimiento en el primer afio siguieron siendo uno de los mejores en el segundo afio, y asi
para los de menor produccion, como fue el caso de Hc-13. Por otra parte, en este segundo afio se
obtuvieron CV superiores al afio anterior, indicando un error experimental superior y resultados
menos fiables. Ademads, la MDS también fue muy elevada de 12.908 kg/ha para la produccion de
forraje verde y de 1.496,5 kg/ha para el RMS. Todo esto sugiere la necesidad de reducir este CV para
mejorar la precision de nuestro experimento, siendo una de las alternativas aumentar el numero de
repeticiones. Ciertas especies tienen naturalmente mas variabilidad que otras y, para la misma
precision, se necesitan menos repeticiones en especies con menor variabilidad que en las de mayor

(Steel y Torrie, 1988).
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Otra manera de controlar el error experimental, seria mediante unidades experimentales de
mayor tamafio puesto que presentan menos variacion que las pequefias. Sin embargo, un aumento en
el tamafo de la unidad experimental trae a menudo como consecuencia una reduccion en el namero
de repeticiones que pueden tenerse, debido a lo limitado del material experimental del que se suele
disponer en un experimento dado. Generalmente es mas util lograr una repeticion adecuada de
parcelas pequefias que de parcelas grandes (Steel y Torrie, 1988). En nuestro caso, H. coronarium
presenta una gran variabilidad intra e interpoblacional y segin los resultados obtenidos se podria
sugerir para este cultivo el uso de disefos experimentales que incluyeran mas de tres repeticiones
como en el caso de otra leguminosa, Vigna unguiculata (caupi) que segun Escobar et al. (1990) el
numero de repeticiones necesarias para lograr un coeficiente de variacion aceptable y una precision
razonable se estima en 4.

Para el contenido de proteina sobre MS el andlisis si establecid diferencias estadisticamente
significativas entre los genotipos en el segundo afio del cultivo. El C.V. obtenido fue practicamente
similar al del primer afio y la M.D.S. fue elevada como en los otros dos parametros evaluados. El
ecotipo Hc-13 tuvo un comportamiento similar en los dos afios, siendo el de menor contenido de
proteina. En cambio, los genotipos que en el primer afio mostraron un mayor contenido de proteina
(Hc-14 y Hc-9), disminuyeron en el segundo afio, pasando Hc-6 y Coérdoba a obtener los mayores
valores junto a la mayor produccion de forraje verde y RMS.

Por otra parte, los resultados obtenidos para comprobar la homogeneidad inicial de cada
genotipo, mostraron diferencias estadisticamente significativas para las plantas nacidas de semilla y
las plantas procedentes de rebrote. Observando los diferentes genotipos podemos deducir que no
supone una ventaja frente a estos caracteres usar materiales comerciales como parentales, puesto que
tanto un caso como en otro encontramos ecotipos con rendimientos superiores.

Las correlaciones entre los parametros evaluados resultaron ser muy elevadas, hecho que era
de esperar, puesto que al existir mas nimero de plantas nacidas de semilla y procedentes de rebrotes
en un area determinada, mayor es la produccién de forraje.

Aunque del andlisis de los resultados del cultivo de la zulla, correspondiente a dos campanas
agricolas, no permite establecer conclusiones determinantes, parece desprenderse de nuestro estudio,
que algunas de las lineas evaluadas podran ser recomendadas y aprovechadas directamente por sus
producciones en la localidad de Jerez, como la Hc-14 y Hc-9 para el primer afio del cultivo y la Hc-6
y Cdérdoba para el segundo afio. Por otra parte, habra lineas que no seran adecuadas para ser incluidas
en futuros programas de mejora como parentales donadores de “alto rendimiento”, como es el caso

de la Hc-13, y otras que a priori se deberan incluir como futuros parentales.
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En el segundo ensayo evaluamos la produccion de forraje verde y RMS en varios genotipos
de H. coronarium sometidos a diferentes regimenes de aprovechamiento (fechas de siega) en dos
ambientes contrastantes. En este estudio el objetivo fue identificar la fecha de siega adecuada para

obtener un mayor rendimiento.

Los resultados mostraron diferencias significativas para ambientes, genotipos, tratamientos y
la interaccion entre ellos. La alta significaciéon encontrada en la interaccion G x E, pone de
manifiesto que los ambientes tuvieron un efecto sobre los genotipos y que estos respondieron de
manera diferente en ellos. Esto demuestra que las condiciones ambientales generadas en cada
localidad, son determinantes para las producciones y por lo tanto se recomendaran unas lineas u otras
dependiendo de la localidad. Para el rendimiento de forraje verde, en ambas localidades el cultivar
Carmen fue el de mayor rendimiento. Sin embargo, en la localidad de Jerez éste fue estadisticamente
similar al Grimaldi cv. y a la linea Coérdoba y en la localidad de Palermo a los genotipos
anteriormente indicados y a S. Omero cv. En la evaluacion del RMS, la linea Cérdoba junto con las
variedades comerciales volvio a ser uno de los mejores genotipos en ambas localidades. En los
ultimos afos, se esta reconociendo la importancia que tiene la adaptacion especifica de las variedades
(Almekinders, 2001; Ortiz, 2003). Cecarelli y Grando (2000), han puesto de manifiesto que
seleccionar directamente en los ambientes de destino permite que los nuevos cultivares se adapten
mejor al ambiente biofisico. Este nuevo enfoque de la mejora genética de cultivos, nos lleva a
recomendar a la linea Cordoba como uno de los mejores genotipos para ser cultivados en Jerez, por
ser uno de los que tuvo mayor rendimiento y ademas por su mejor adaptacion a esta localidad puesto
que fue seleccionada para esta. De estos resultados también se puede deducir su buen
comportamiento forrajero en la localidad de Palermo, pudiendo ser considerada uno de los genotipos

a incluir en esta localidad.

La interaccion T x E también resulté ser significativa, indicandonos que el régimen de
aprovechamiento (fecha de siega) recomendado para obtener el mayor rendimiento sera diferente en
Jerez y Palermo. En ambas localidades el corte realizado a mediados de mayo (tratamiento B) fue
con el que se obtuvo una mayor produccion de forraje verde y por lo tanto el sugerido, aunque en
Palermo el tratamiento C fue estadisticamente similar al B, y también podria ser una opcion para esta

localidad.

Bustamante et al. (2003) determinaron que el contenido de MS en zulla se incrementaba al
aumentar el grado de madurez. Nuestros resultados también mostraron un aumento del RMS a

medida que la fecha de siega fue mas tardia en ambas localidades. En Jerez, aunque el corte realizado
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a mediados de junio (tratamiento D) fue con el que se obtuvo un mayor rendimiento y por lo tanto el
idoneo para esta localidad, los tratamientos B y C resultaron ser estadisticamente similares al
anterior, siendo otras dos alternativas. En Palermo, se obtuvieron unos resultados parecidos, siendo el
tratamiento D el recomendado para este ambiente. Para ambas localidades, el corte realizado a
finales de abril (tratamiento A) no seria el recomendado porque fue con el que se obtuvo un menor

rendimiento.

A su vez en cada localidad, se determino la existencia de interaccién genotipo tratamiento
sugiriéndonos estos resultados que segun el genotipo que utilicemos tendremos que aplicar un
régimen de aprovechamiento u otro para maximizar sus rendimientos. Por esto, se deberd de

recomendar una fecha de siega para cada genotipo.

En Jerez, para obtener la mayor produccion de forraje verde, el régimen de aprovechamiento
recomendado para todos los genotipos incluidos en este estudio fue el tratamiento B, excepto para la
linea Cérdoba donde la fecha de siega idonea seria a mediados de abril (tratamiento A). El régimen
de aprovechamiento sugerido para obtener los mayores RMS en los cultivares Carmen y Grimaldi y
en la linea Cordoba seria a mediados de junio (tratamiento D), para la variedad S. Omero se podrian
establecer los tratamientos B o C, para el agroecotipo Gangi el tratamiento B y por Gltimo para Hc-
11 el tratamiento C. Las diferentes respuestas de los genotipos a los regimenes de aprovechamiento
podrian ser debido a ciclos de floracion mas largos o cortos. Por ejemplo, el Carmen cv. y Grimaldi
cv. como se mostrd en el Capitulo I de esta Tesis fueron unos de los genotipos mas tardios en
floracion, teniendo un periodo de crecimiento mayor y estableciendo su periodo de aprovechamiento

apto a finales de la primavera.

En Palermo, todos genotipos tuvieron una respuesta similar para la produccion de forraje
verde, excepto el S. Omero cv. El tratamiento recomendado fue el B ya que obtuvieron su mayor
rendimiento, menos para S. Omero CV. que tuvo una mayor produccion en el corte realizado a finales
de mayo (tratamiento C). Para obtener el mayor RMS los resultados mostraron que la fecha de siega
idonea seria a mediados de junio (tratamiento D) para los genotipos Cordoba, Gangi, Grimaldi y S.

Omero y a finales de mayo (tratamiento C) para Carmen cv. y Hc-11.

Aunque del andlisis de los resultados de so6lo un afio no cabe aventurar conclusiones
concretas, con este estudio aportamos una valiosa informacion sobre qué genotipos podrian
responder mejor a las condiciones ambientales ensayadas y el régimen de aprovechamiento idoneo

para cada localidad y cada genotipo estudiado.
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CAPiTULo 11

Estudios preliminares de la susceptibilidad de Hedysarum
coronarium L. a Orobanche crenata Forsk







Susceptibilidad de H. coronarium a O. crenata

1. INTRODUCCION

En el Capitulo II se puso de manifiesto el potencial productivo que Hedysarum coronarium L.
(zulla) tiene como cultivo forrajero en condiciones de secano andaluz.

Pero lo mismo que sucede con otras leguminosas, podria ser atacada por la planta parésita
Orobanche crenata (jopo) que representa una de las mayores limitaciones al cultivo de leguminosas en
distintas zonas del area Mediterranea.

En condiciones de campo se constatd y se informé a la comunidad cientifica (Cordoba et al., 2008)
que H. coronarium podria ser una especie hospedante de O. crenata y se planteo la cuestion si este tipo
de infeccion podria convertirse en un limitante para su cultivo, como lo ha sido en habas (Cubero y
Moreno, 1979), guisantes (Rubiales et al., 2003), arbejones (Nadal et al., 2007) y almortas (Sillero et al.,
2005).

Por ello, se planteé un estudio preliminar para evaluar la susceptiblidad a O. crenata en H.
coronarium. Para llevar a cabo este objetivo se realizaron dos ensayos: en el primer ensayo, se evaluaron
7 genotipos de H. coronarium, y en el segundo se incluyeron algunos genotipos del ensayo anterior y
otros diferentes, entre ellos Hc-3 y Hc-26 que fueron utilizados para desarrollar un programa de mejora
en la especie. Debido a la baja induccion de la germinacion de semillas de jopo por las raices de zulla, se
realizd un tercer ensayo para descartar la posibilidad de que ésta germinacion fuera espontanea, y por lo

tanto, independiente de la planta hospedadora.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal

Para el primer ensayo se emplearon 7 entradas de H. coronarium procedentes de nuestra
coleccion de trabajo y una linea control de Vicia narbonensis de alta susceptibilidad conocida (Vn-270).
Estos genotipos se seleccionaron a partir de un trabajo anterior (datos no publicados) con objeto de
estudiar la validez de la metodologia desarrollada por Pérez de Luque et al. (2004) para estudiar la
susceptibilidad/resistencia a O. crenata.

En un segundo experimento se incluyeron las entradas Hc-25, Hc-30, Hc-31, He-33 y He-34 y
Hc-3 y Hc-26, por presentar valores mayores de germinacion (mayor proporcion de semillas blandas).

Ademas, el estudiar su comportamiento ante esta planta pardsita fue de interés ya que estos genotipos
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fueron seleccionados como veremos en el Capitulo VI, como parentales para el desarrollo de una nueva
poblacion.

Por 1ltimo, para el tercer experimento se utilizé la entrada Hc-25, por ser una de las que indujo
mayor germinacion de semillas de jopo en los ensayos anteriores

Las semillas de O. crenata utilizadas en los ensayos fueron recogidas en la Finca Alameda del

Obispo de Cordoba en el afio 2006 sobre jopos desarrollados en plantas de Vicia faba.

2.2. Prueba de viabilidad de las semillas de jopo

Antes de comenzar los ensayos de germinacion se estim6 el porcentaje de viabilidad de las
semillas de jopo mediante la prueba de tetrazolio (Smith, 1951; Aalders y Pieters, 1985; Lopez y Garcia,
2000). Dicho test consistio en afiadir una soluciéon de TTC (2, 3, 5-cloruro de trifeniltetrazolio) al 1 % a
aproximadamente 70 mg de semillas de jopo hasta cubrirlas. Las semillas se mantuvieron 72 horas a
37°C en oscuridad. Transcurrido este tiempo, la solucion de TTC se extrajo con una jeringa y las
semillas se sumergieron durante 10 minutos en una solucion de hipoclorito sédico al 10 % para
decolorar la cubierta seminal. Una vez decoloradas, las semillas se lavaron tres veces con agua destilada.
Finalmente, se observaron bajo microscopio binocular y se determind el numero de semillas viables

caracterizadas por presentar un color rojo-anaranjado.

2.3. Desinfeccidn de las semillas de H. coronarium y O. crenata

Las semillas de zulla fueron esterilizadas en 3,5 % de hipoclorito sédico durante 10 minutos y
luego lavadas tres veces con agua destilada estéril. Por otra parte, la desinfeccion de las semillas de O.
crenata se realizo con una solucion de hipoclorito sodico al 3,5 % con Tween20 al 0,1 %. Para un mejor
manejo de éstas se introdujeron en bolsitas para infusiones. Las bolsas, con las semillas en su interior se
sumergieron en esta solucion durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo las semillas fueron aclaradas

tres veces con agua destilada estéril (Gonzalez-Verdejo et al., 2005).

2.4. Acondicionamiento de las semillas de jopo.

Antes de la inoculacion, éstas fueron sometidas a un periodo de acondicionamiento en el cual
absorben agua y adquieren asi la hidratacion necesaria para su germinacion. Para ello se tomaron 8 mg
de semillas (aproximadamente 2.500 semillas) previamente desinfectadas y se depositaron en placas

petri de 12x12 cm cubiertas con un papel de fibra de vidrio GF/A (Whatman) autoclavado, del mismo
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tamafio que la placa y se les afiadio agua. El papel de fibra de vidrio previene la proliferacion de
microorganismos. Las placas petri se sellaron con parafilm, se cubrieron con papel de aluminio y se

mantuvieron a 20-25 °C durante 10 dias.

2.5. Metodologia

El ensayo se hizo de acuerdo a la metodologia descrita por Pérez de Luque et al. (2004). Las
semillas de zulla fueron pregerminadas durante 17 dias, en placas petri con papel de filtro humedecido y
en oscuridad, a 20-25 °C. Cuando la raiz alcanz6 un tamafio de 4-5 cm, se colocaron en las placas petri
con perlita y papel de fibra de vidrio, sobre el que se habian extendido las semillas de O. crenata. A las
placas se les realizo un orificio en la parte superior para permitir el crecimiento libre de la parte aérea de
la planta y se envolvieron en papel de aluminio para evitar que la luz incidiera sobre las raices y semillas
de jopo. Se regaron con solucion nutritiva Hoagland y se almacenaron verticalmente en una camara de
cultivo a 21 °C con 16 h de fotoperiodo. Se colocaron cinco placas independientes para cada genotipo de
H. coronarium.

Las observaciones realizadas comenzaron a los 21 dias tras la inoculacidn, contando el nimero de
semillas de jopo germinadas que establecieron contacto con la raiz y determinando la longitud de la raiz
(cm). A los 28 dias se repitid la misma observacion y los nodulos formados se determinaron a los 44
dias. Los parametros que se obtuvieron a partir de las mediciones fueron los siguientes:

- Porcentaje de germinacion: en cada placa se realizd un conteo de 300 semillas de jopo situadas a
menos de 3 mm de la raiz de la planta de zulla, anotando el nimero de semillas germinadas. Este dato se
expres6 después en tanto por ciento.

- Longitud de la raiz: se llev6 a cabo una estimacion por el método desarrollado por Tennat (1975).

- Nodulos por cm de raiz: el total de nédulos por planta se dividié por la longitud de la raiz en cm.

El segundo experimento se realizo siguiendo el mismo procedimiento anteriormente descrito, pero
con ligeras modificaciones.

En este nuevo ensayo se utilizaron 6 placas independientes de cada linea, para tener un mayor
numero de repeticiones y obtener unos datos mas consistentes. Las semillas se escarificaron para
favorecer la germinacion y posteriormente se desinfectaron con hipoclorito sddico al 3,5 %. A los 4 dias
de la germinacion se llevaron a contenedores con sustrato de perlita y alli se mantuvieron hasta que

fueron colocadas en las placas petri, previamente inoculadas con las semillas acondicionadas de jopo. La
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determinacion de la germinacion y de la nodulacion se realizé en los mismos tiempos descritos que en el
ensayo anterior.

En los dos experimentos anteriores, la induccion de la germinacion de las semillas de jopo por las
raices de zulla fue muy baja. Para descartar la posibilidad de que esta germinacion fuera espontdnea, y
por lo tanto, independiente de la planta hospedadora, se plante6 un tercer experimento. Para ello, se
colocaron 6 placas diferentes para cada una de las siguientes situaciones: (1) placas con plantas de zulla
inoculadas, (2) placas con semillas de jopo en ausencia de la planta hospedadora y (3) placas con plantas
de zulla inoculadas a las que se les afiadi6 un estimulante artificial de la germinacion GR24 (34 uM). La
solucion de GR24 se hizo segun el procedimiento descrito por Van Hezewijk et al. (1993). En todos los
casos se hizo un conteo de 300 semillas de jopo, anotando el numero de semillas germinadas a los 15y
28 dias.

Se realizaron analisis de la varianza y las medias se compararon con la prueba de Tukey (p<0,05).
Antes de realizar el andlisis de la varianza se comprob6 la normalizacion y la homogenizacion de las
variables. Los datos de porcentaje se transformaron por la férmula de arcoseno (Little y Hills, 1989),

donde x es el porcentaje de germinacion:

Y =arcsen,/(x/100)

3. RESULTADOS

La viabilidad de las semillas de O. crenata se determind mediante el test de tetrazolio, el cual detecta
la actividad respiratoria en los tejidos vivos mediante la transformacion de las sales de tetrazolium en
formazan que confiere un color rojizo. Los resultados obtenidos del test de viabilidad mostraron valores
superiores al 90 %.

En todos los parametros estudiados se encontraron diferencias genotipicas (Tabla 1). En cuanto a la
induccion de la germinacion de semillas de O. crenata, las entradas Hc-29, Hc-30 y He-34 no indujeron
germinacion, mientras que Hc-33 mostrdé el méximo valor con una media del 3 %. Al considerar la
germinacion a los 28 dias después de la inoculacion, los valores aumentaron en casi todos los casos,

salvo Hc-30, Hc-31 y Hc-34 que mantuvieron los mismos valores. De nuevo la Hc-30 y Hc-34 no
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indujeron la germinacion de semillas de jopo, mientras Hc-25, Hc-33 y Carmen presentaron los mayores
valores de 4,6, 4 y 5,5 % respectivamente.

Solamente una proporcion muy baja (2,7-10 %) de las semillas germinadas lograron establecerse con
éxito en la raiz del huésped y formar un nodulo, siendo Hc-33 la linea que presentd un mayor valor de
este indice (10 %), seguida de la variedad Carmen (2,7 %). El sistema de placas petri empleado fue
satisfactorio, con un total de 55 instalaciones de jopo en el testigo susceptible de V. narbonensis. Todas
las lineas presentaron un niimero significativamente mas bajo de nddulos que el testigo, correspondiendo
los menores valores a Hc-25, Hc-29, He-30, He-31 y He-34, que no mostraron ningun tipo de infeccion.
Resultados similares fueron obtenidos al considerar el nimero de nédulos por unidad de longitud de
raiz. La longitud de las raices de las plantas de zulla se situ6 entre los 8 y 18 cm, siendo

significativamente inferiores a la obtenida en V. narbonensis (181,4 cm).

Figura 1: Fases del proceso de infeccién de Orobanche crenata en Hedysarum coronarium. (A)
Semillas germinadas de O. crenata. (B) Semillas germinadas de O. crenata en las primeras fases de
infeccién. (C) Fases iniciales de formacion del nédulo. (D) Engrosamiento de tubérculos de O.
crenata.
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Tabla 1. Descomposicion de los mecanismos de resistencia a Orobanche crenata en diferentes entradas de
Hedysarum coronarium L.

% de semillas

) N° Nodulos ~ N°Nodulos
N o ] germinadas Long. de raiz
Poblacion % Germinacion semillas totales por por cm de
gue forman (cm) i
. planta raiz
nodulos
21 dias 28 dias 44 dias 21dias
Vn-270 15£0,3 (a)  34,242.5(a)  39,742,5 (a) 55 (a) 181,4+29,8 (a) 0,17 (a)
Hc-25 1,1£1,1 (b) 4,6+0,3 (b) 0(c) 0 (b) 8,2+0,4 (b) 0 (b)
Hc-29 0 (b) 0,5+0,5 (d) 0 (c) 0 (b) 10,9£3,1 (b) 0 (b)
Hc-30 0 (b) 0 (d) 0(c) 0 (b) 11,3£1,15 (b) 0 (b)
Hc-31 0,3+0 (b) 0,3+0 (cd) 0 (c) 0 (b) 9,4+0 (b) 0 (b)
Hc-33 3£1 (b) 4+1,6 (bc) 104+4.2 (b) 1 (b) 16,4+3,1 (b) 0,04 (b)
Hc-34 0 (b) 0 (d) 0(c) 0 (b) 16,1£5,9 (b) 0 (b)
Carmen cv. 0,6+0,6 (b) 5,5+0,5 (b) 2,7+ 2,7(b) 0,5 (b) 1843,1 (b) 0,01 (b)

Nota: Las entradas con distinta letra son estadisticamente diferentes para P<0.05 (Test de Tukey’s)

En el segundo ensayo, también todas las entradas de zulla estudiadas presentaron unos porcentajes
de germinacion de semillas de O. crenata significativamente inferiores a los del testigo V. narbonensis
(31,1 %) (Tabla 2). Algunas entradas incluidas en el ensayo anterior mostraron una mayor germinacion
de semillas de jopo, siendo la Hc-25 la que presentd el maximo con una media de 2,6 %, seguida de la
variedad Carmen con valores de 1,6 %. La Hc-30 indujo el mismo numero de semillas germinadas, pero
la Hc-31 no presentd germinacion. De las nuevas entradas evaluadas la Hc-3 fue una de las que indujo
mayor germinacion, obteniendo la Hc-26 valores del 0 %. Los datos estimados a los 28 dias después de
la inoculacidén, mostraron un aumento del porcentaje de semillas germinadas en todas las entradas
evaluadas, excepto Hc-3 que mantuvo constante sus valores. En este caso la induccion de la germinacion
de semillas de jopo fue menor que en el ensayo anterior, excepto el testigo que presentd valores
similares (38,3 %). Del total de las semillas que germinaron, de nuevo sélo una baja proporcion fueron
capaces de formar un nodulo, aunque existieron diferencias muy marcadas a este respecto entre
genotipos. La Hc-25 y la variedad Carmen aunque estadisticamente fueron similares a las demas

entradas de H. coronarium, exhibieron un mayor nimero de instalaciones de jopo, siendo en este ensayo
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la media menor (0,1 % en ambos casos). Para el testigo los nddulos formados fueron similares a los
obtenidos en el ensayo primero y también significativamente diferentes a los genotipos de H.
coronarium. En este experimento, las plantas de zulla mostraron un rango mas amplio de longitud de

raiz (12,4- 25,4 cm), siendo en este caso el rango de V. narbonensis menor.

Tabla 2. Descomposicion de los mecanismos de resistencia a Orobanche crenata en diferentes ecotipos de
Hedysarum coronarium L.

% semillas
) N° Nodulos i )
) o ] germinadas Long. de raiz N° Nodulos
Poblacidn % Germinacion semillas totales por
gue forman (cm) por cm de raiz
i planta
nddulos
21 dias 28 dias 44 dias 44 dias 21dias
Vn-270 3L,1£7,1 (a) 38,340 (a) 18,6+ 0 (a) 56 (a) 116,22+0 (a) 0,37 (a)
Hc-3 1,3£1 (b) 1,3%1 (b) - - - -
Hc-25 2,6+ 1,6 (b) 3,1£2,1 (b) 0,1£0,1 (b) 0,5 (b) 19,1+6,6 (b) 0,01 (b)
Hc-26 0 (b) 0 (b) 0 (b) 0 (b) 14,4+4,7 (b) 0 (b)
Hc-30 0 (b) 0 (b) 0 (b) 0 (b) 12,4431 (b) 0 (b)
Hc-31 0 (b) 0,1£0,1 (b) 0,1£0,1 (b) 0,5 (b) 21,3+3,4 (b) 0,01 (b)
Hc-33 0,3£0,3 (b) 0,6+0,3 (b) 0 (b) 0 (b) 22,1+4,0 (b) 0 (b)
Hc-34 0,620 (b) 3,5+0,8 (b) 0 (b) 0 (b) 25,443.6 (b) 0 (b)
Carmen cv. 1,6+1,3 (b) 2,8+1,8 (b) 0 (b) 0 (b) 29,3+6,4 (b) 0 (b)

Nota: Las entradas con distinta letra son estadisticamente diferentes para P<0.05 (Test de Tukey’s)

Como los resultados obtenidos mostraron niveles de germinacion de semillas de jopo bajos,

planteamos otro ensayo para evaluar si esta germinacion era debida a una germinacion espontanea de las

semillas de O. crenata, o bien era inducida por las plantas de zulla.

Los resultados obtenidos mostraron que no existia germinacion de semillas de jopo cuando éstas

estaban solamente hidratadas (Tabla 3). Por el contrario, cuando estaba presente la planta se obtuvo un
3,5 % de germinacion de semillas de O. crenata, y de éstas la proporcion de semillas que fueron capaces
de formar nodulos fue del 13,9 %. En las placas control, las semillas en presencia de GR24 presentaron

una germinacion de aproximadamente el 20 %.
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Tabla 3: Germinacion de semillas de Orobanche crenata en presencia de agua (1), de la raiz de la
planta hospedadora (2) y de la raiz de la planta hospedadora con GR24 como control (3).

% semillas N° n6dulos
Situaciones % Germinacién semillas  germinadas que totales por
forman nédulos planta
15 dias 28 dias 44 dias 44 dias
1 0 0 - -
2 0 3,5+1,2 13,9+£8,9 1,7+1
3 19,5244,1  21,7+4,1 16,1£10,8 7,744 4

Nota: Los valores fueron estimados tras la inoculacion.

4. DISCUSION

En este estudio se pone de manifiesto que la induccion de la germinacion de semillas de O. crenata
por los diferentes genotipos de H. coronarium fue muy baja (menos del 6 %) comparado con el testigo
evaluado que presentd valores del 34-38 % [resultados similares para el control V. narbonensis fueron
obtenidos por Nadal et al. (2007)] (Tabla 1 y 2).

Aunque se obtuvieron bajos porcentajes de germinacion, ésta no fue espontanea, sino que se debi6 a
una sefal exdgena inducida por la planta hospedadora (Tabla 3). La menor germinacion puede deberse a
una menor secrecion de estimulantes por las plantas (estrigolactonas) que tiene como consecuencia una
baja concentracion de los mismos en las cercanias de la raiz y por lo tanto una menor germinacion de las
semillas de jopo. Las estrigolactonas son metabolitos secundarios, recientemente clasificadas como una
nueva clase de hormonas de las plantas con funciones enddgenas (Gémez-Roldan et al., 2008; Umehara
et al., 2008) y de senalizacion externa, siendo los estimulantes de la germinacion de las plantas parasitas
de los géneros Striga y Orobanche spp. (Cook et al., 1966; Bouwmeester et al., 2003). Por otra parte, los
porcentaje de semillas germinadas que fueron capaces de formar nddulos también fueron reducidos con
valores medios del 0-10 % comparados con el testigo.

También hay que tener en cuenta que las distintas pruebas en las que se ha evaluado la germinacion
se han realizado en estado de plantula o pequeia planta, con tamafios de raices muy reducidos si los

comparamos con las raices que el cultivo alcanza en segundo afio, mas de un metro. Esto nos puede
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sugerir que dichos valores de germinacién pueden ir a mas en cultivo en campo, y en especial en el
segundo afio de cultivo.

Resultados contrarios a los obtenidos en este estudio fueron presentados por Ferndndez-Aparicio et
al. 2009. Estos autores no encontraron germinacion de semillas de jopo en H. coronarium;
probablemente por la evaluacion de un sélo genotipo de esta especie, en concreto del cultivar Grimaldi,
el cual puede compartir respuesta con las entradas Hc-26 y Hc-30 que tampoco indujeron germinacion .

De estos resultados se podria sugerir que el ataque de esta planta parasita a la especie H. coronarium
no es muy agresivo, si comparamos estos valores con los obtenidos por otros autores para especies que
se caracterizan por su alta susceptibilidad al ataque del jopo. Entre estas podemos citar a la variedad
Messire de guisante, al cultivar Prothabon de habas, al cultivar S27 de veza y a la linea Vn-270 de
alberjones entre otras, con porcentajes de germinaciéon de 63,5, 46,4, 34,1 y 31,1 respectivamente
(Rubiales et al., 2003; Pérez de Luque, 2002; Nadal et al., 2007).

Sin embargo, estos bajos valores de germinacioén y de nodulacion, no deben hacernos pensar que el
Orobanche no puede llegar a ser un problema para H. coronarium. La baja incidencia ejercida por el
jopo en H. coronarium, constatada tanto en condiciones controladas como en el campo (Cordoba et al.,
2008) no puede ser obviada, ya que podria convertirse en un problema como ocurridé en guisante en el
periodo 1995/1996. Hasta esa fecha se conocia que el guisante era hospedador de O. crenata, pero no
habia sido considerado como una amenaza por la comunidad cientifica y ni siquiera fue mencionado
como una curiosidad (Hagedorn, 1984; Ali et al., 1994; Cousin, 1997). Es a partir de ese afio cuando el
jopo se convirtid en un limitate para el cultivo del guisante, provocando una disminucion de su cultivo
de 32.000 ha en 1995/96 a 8.000 ha en los afios sucesivos (Rubiales et al., 1999).

El hecho de que H. coronarium sea hospedante de O. crenata puede ayudar a la propagacion y
multiplicacion de esta planta pardsita a otras zonas de cultivo, debido al modo de reproduccion que
presenta el jopo, el cual hace extremadamente dificil su control. Una sola planta de jopo puede producir
hasta 500.000 semillas (Cubero y Moreno, 1979) provocando que el banco de semillas en el suelo se
incremente rapidamente, permaneciendo viables en ¢l durante muchos afios y germinando al ser
estimuladas por los exudados de las raices de las plantas hospedantes. Ademas estas semillas pueden ser
dispersadas facilmente por los hombres, maquinaria, animales y el viento, existiendo el riesgo de
propagacion a otra areas con similares condiciones climaticas, como pas6 con Phelipanche cumana que
rapidamente se extendid en el sureste de Europa desde los primeros informes al inicio del siglo XX,

llegando a Espaiia a finales de 1970 (Melero-Vara, 1999). De forma similar, se produjo la introduccion
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de Phelipanche ramosa en Australia (Carter et al., 1996) y en Chile (Diaz y Norambuena, 2001) y de
Orobanche minor en USA (Osterbauer y Rehms, 2002).

Por otra parte, como en la mayoria de las especies de plantas, la recombinacion en Orobanche ocurre
a través de la reproduccion sexual y su resultado dependera en gran medida de su sistema de
reproduccion. O. crenata es descrita como una especie predominantemente aldégama, de polinizacion
cruzada principalmente por himenodpteros, pero en ausencia de insectos puede tener un comportamiento
autdgamo (Cubero, 1983). Al ser alogama presentara una mayor diversidad genética (Hamrick y Nason,
1996; Dubois et al., 2003; Nybom, 2004), y por lo tanto la recombinacion genética sera mucho mas
elevada, que junto a presiones de seleccion externas, podrian favorecer la aparicion de nuevas razas o
biotipos de jopos mas virulentas que las ya conocidas y atacar mas agresivamente a la zulla.

Rubiales et al. (1999) también apoya la hipdtesis de que podrian originarse nuevos biotipos de O.
crenata debido a que son poblaciones muy heterogéneas cromosomicamente (Cubero et al., 1979) y
genéticamente (Verkleij y Pieterse, 1994).

A pesar de los resultados obtenidos en el laboratorio, que mostraron niveles bajos de germinacion de
jopo, se deberian tomar medidas preventivas, no sélo por las posibles pérdidas en el cultivo, sino por el

aumento del banco de semillas de O. crenata en el suelo.
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Taninos condensados en Hedysarum coronarium L.

1. INTRODUCCION

La eficiencia de la conversion del alimento consumido esta relacionada principalmente con su
valor nutritivo, las condiciones sanitarias, factores climaticos y ambientales.

En la naturaleza y dentro de los forrajes utilizados en los sistemas de produccion de diferentes
regiones del mundo, existen macromoléculas complejas capaces de interferir en los procesos
digestivos afectando el consumo, el crecimiento y hasta el valor nutritivo de los mismos. Estas
moléculas son conocidas genéricamente con el nombre de taninos. Existen tres tipos de taninos
siendo los taninos condenados (TC) los que poseen mayor capacidad de interactuar con otras
moléculas afectando a la produccion animal (Hagerman y Carlson, 1998).

En la actualidad, existe un creciente interés en los TC como integrantes de las dietas de
rumiantes, debido a los beneficios potenciales sobre el valor nutritivo de la dieta y la salud del
animal. Segun su concentracion en el forraje, como se indicd en la Introduccion, las respuestas
obtenidas pueden ser diferentes.

El valor forrajero de algunas leguminosas seleccionadas por su buen comportamiento
agronomico, podria verse limitado por niveles altos de taninos condensados (Cano et al., 1994;
Carulla, 1994), haciendo necesario la seleccion de especies y ecotipos con determinadas cantidades
de estos compuestos.

El interés que ha despertado el cultivo de Hedysarum coronarium L. (zulla), ha sido debido
entre otros aspectos, a la presencia de TC en sus hojas y tallos. Distintos trabajos exponen una gran
variacion en el contenido de estos compuestos en esta especie, mostrando valores que oscilan entre 4
y 120 g TC/kg MS (Tabla 1).
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Tabla 1: Contenido de taninos condensados (TC) en toda la planta de zulla (o en tallos y hojas
cuando se citan)

Taninos condensados Referencias

(g/kg MS)
4-14 (tallos) Piluzza et al., 2000
22-40 (hojas) Piluzza et al., 2000
20-40 Barry et al., 1986
31-35 Niezen et al., 2002
35 Hoskin et al., 2000
44 Roy et al., 2002
45-47 Terrill et al., 1992
53 Roy et al., 2004
64 Bermingham et al., 2001
72 Stienezen et al., 1996
72 Douglas et al., 1999
56 Burke et al., 2004
51-84 Hoskin et al., 1999
99-120 Niezen et al., 1995

Amato et al. (2005) han puesto de manifiesto que la gran variabilidad existente en la
concentracion de TC en zulla es debido a diferentes factores entre ellos el ambiente, la etapa de
desarrollo y el genotipo y probablemente la interaccion entre ellos.

El objetivo de este trabajo fue conocer la variabilidad de la concentracion de TC en los
genotipos de H. coronarium que forman nuestra coleccion de trabajo. Esta informacion
complementara la caracterizacion morfologica y evaluacion agrondémica del germoplasma estudiado,
para identificar qué genotipos pueden ser usados en futuros programas de mejora genética de la

especie.

2. MATERIALES Y METODOS.

2.1. Material Vegetal

El material vegetal estudiado incluy6 27 entradas de H. coronarium (Hc-1, Hc-3, Hc-4, He-5
Hc-6, He-7, He-8, He-9, He-10, He-11, He-12, He-13, He-14, He-15, He-18, He-22, He-23, He-24,
Hc-26, Hc-27, He-28, He-29, He-30, He-31, He-32, He-33 y He-34) procedentes de la coleccion de
trabajo del IFAPA vy tres variedades comerciales Carmen, Grimaldi y “Del Pais”. En la Tabla 1 del
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Capitulo I (pagina 50), se muestran los datos de pasaporte de los genotipos. Ademas, se incluyeron 7
ecotipos (Centuripe, Petralia, Monterosso, Torresalsa, Romano, Palazzolo y Scarpata) y un
agroecotipo (Gangi) sicilianos, mas los cultivares italianos S. Omero y Grimadi que formaban parte
de la coleccidn de trabajo de la Universidad de Palermo (Sicilia).

2.2. Preparacion de las muestras.

Las semillas de zulla fueron pregerminadas, en placas petri con papel hiumedo secante y se
guardaron en oscuridad a 20-25 °C durante tres dias (Figura 1.A). Previamente habian sido
esterilizadas en 3,5 % de hipoclorito soédico durante 10 minutos y luego lavadas tres veces con agua
destilada estéril. A los tres dias de la germinacion las plantulas se trasplantaron a macetas de 1 litro
que contenian tres partes de suelo, una parte de turba y aproximadamente 1 cm de lapillo volcanico
en el fondo. Para cada genotipo se utilizaron dos macetas que contenian cinco plantas. Estas se
mantuvieron en condiciones controladas de invernadero (25 °C) hasta el muestreo (Figura 1.B)

Figura 1: (A) Pregerminacion de semillas de H. coronarium. (B) Genotipos de H. coronarium en
condiciones controladas, utilizados en el analisis de taninos condensados.

A los 45 dias se recogieron individualmente hojas jovenes de todas las plantas de cada genotipo,
se mezclaron y se tomaron dos muestras homogeéneas para determinar la concentraciéon de TC. Tras
esta primera evaluacion, a los 75 dias de los genotipos que presentaron unas de las mayores y
menores concentraciones de estos compuestos se recolectaron muestras individuales de hojas de cada
uno de los 10 individuos, para estudiar la variabilidad intrapoblacional de este pardmetro. Las
muestras se pusieron en bolsas de polietileno y en cajas térmicas con hielo para detener los procesos

bioldgicos de la planta. Luego se almacenaron en un congelador a —20 °C y posteriormente se
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secaron en un liofilizador. Una vez secas las muestras se molieron pasandose por una criba de 1 mm

y se almacenaron en un congelador a —20 °C hasta el momento del analisis.

2.3. Determinacion de taninos condensados

Esta evaluacion se desarrollé en el Departamento de Ciencias de Entomologia, Fitopatologia,
Microbiologia Agraria y de Zootecnia, bajo la direccion de la Dra. Adriana Bonanno en Palermo,
Italia.

Las muestras fueron analizadas para determinar la concentracién de TC por el método del
butanol-HCI-Fe®* descrito por Porter et al. (1986), utilizando la delfinidina como estandar de
referencia (Tava et al., 2005). Este método es mas efectivo que el ensayo con Vainillina-HCI, por ser
especifico para los flavonoides polimerizados (proantocianidinas).

Constituye la principal forma de cuantificacion de estos metabolitos y consiste en la
depolimerizacién por hidrélisis &cida con posterior formacion de productos antocianidinicos, los
cuales son detectados mediante la técnica espectrofotométrica UV-VIS (Garcia, 2004).

Los taninos condensados libres se extrajeron utilizando muestras (15 mg) por duplicado con una
mezcla de 10 ml de acetona acuosa al 70 % y acido ascérbico al 0,1 % en tubos de ensayo que se
agitaron durante 1 hora en un bafio de ultrasonido con hielo. Trascurrido este tiempo los tubos se
dejaron enfriar aproximadamente durante 2 minutos. A continuacion, de la fase acuosa se tomaron
alicuotas de 1 ml que se mezclaron con 6 ml de Butanol/HCI (5 %) y 0,2 ml de una solucion al 2 %
de sulfato de amonio férrico en HCI 2N como agente catalizador. Después de una agitacion previa, la
mezcla se coloco en un bafio a 100 °C durante 40 minutos. Se obtuvo una solucién de color rojo
intenso indicando la presencia de antocianidinas. Las muestras fueron enfriadas antes de leer su
absorcién atomica a 550 nm en un espectrofotometro DR/4000 UV-VIS.

Para la cuantificacion se realizd una curva de calibracién de delfinidina (antocianidina). 1 mg de
delfinidina se disolvio en 1 ml de Butanol/HCI (5 %), obteniéndose la solucion madre. Para construir
la curva de calibrado se utilizaron cinco puntos, correspondiéndose cada uno a 0, 40, 50, 80 y 100 pl
de la solucion madre, llevados a un volumen total de 10 ml con Butanol/HCI (5 %) respectivamente,
obteniéndose asi cinco soluciones de pl/ml de delfinidina. Estas soluciones se leyeron a la longitud
de onda elegida, 550 nm, y con los datos obtenidos se establecié la ecuacion de regresiény = ax + b,

donde y= absorbancia, x= concentracion de taninos.

Concentracion (ug/ml) = Absorbancia —b

120



Taninos condensados en Hedysarum coronarium L.

Los resultados se expresaron como porcentaje de TC de la materia seca.

El analisis de la varianza (ANOVA) se hizo de una via para la concentracion de TC entre
diferentes genotipos y entre individuos de una misma poblacién. También se determiné la existencia
o no de diferencias en la concentracion de TC, segun el origen de las entradas. Las comparaciones

entre medias se realizaron mediante el test de Tukey (P < 0,05).

3. RESULTADOS
La cantidad de TC presente en las diferentes entradas de H. coronarium, se cuantificaron por

interpolacion en una curva de calibrado de delfinidina con un coeficiente de determinacion igual a
0,9989 (Figura 2).
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Absorvancia

0,4

O T T T T T
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012

Concentracion de taninos condensados (mg/ml)

Figura 2: Curva de calibracién de delfinidina para la estimacién de taninos condensados en
Hedysarum coronarium L.

En la Tabla 2 se presenta la concentracion de TC de los diferentes genotipos de zulla,
correspondiendo estos datos a la media de las dos repeticiones. También se presenta el valor medio
del pardmetro anteriormente indicado del total de las entradas evaluadas, junto al error estandar de la
media como expresion de la variabilidad del germoplasma estudiado. Se muestra la minima
diferencia significativa (MDS) entre genotipos, al 5 %, es decir, para que un genotipo sea

significativamente superior a otro para el contenido de TC, la diferencia entre ambos tiene que ser
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superior al valor de la MDS. Y por ultimo, se incluye también el dato del coeficiente de variacion
(C.V.) que es una estimacion de la variabilidad del mismo. Coeficientes bajos indican una
variabilidad aceptable.

En nuestro estudio, los genotipos de H. coronarium presentaron diferencias significativas
(P<0,05) para la concentracion de TC en hojas. El coeficiente de variacion 5,54 fue bajo
indicandonos que nuestros resultados eran fiables. Los valores medios fueron de 3,3 % de la materia
seca (MS), es decir, 33 g TC/ kg MS (Tabla 2). Cuando se compararon las medias de la
concentracion de TC de los diferentes genotipos, los resultados obtenidos mostraron que el ecotipo
siciliano Scarpata fue que el que presentdé un mayor contenido (5 % de la MS), seguido de Hc-31
(4,89 % de la MS). Por el contrario, Hc-12 fue el de menor concentracion con un valor medio de 1,47
% de la MS.
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Tabla 2: Concentracién de taninos condensados (% de la MS) en tejidos de hojas de diferentes
genotipos de Hedysarum coronarium L

Variedad/ecotipo Concentracion de Taninos condensados (% MS)
Hc-1 1,67+0,07
Hc-3 3,82+0,03
Hc-4 3,05+0,13
Hc-5 3,19+0,44
Hc-6 2,72+0,04
Hc-7 3,05+0,01
Hc-8 2,69+0,02
Hc-9 3,09+0,02
Hc-10 3,21+0,2
Hc-11 3,36+0,07
Hc-12 1,47+2,56
Hc-13 2,41+0,05
Hc-14 2,94+0,03
Hc-15 3,02+0,05
Hc-18 3,47+£0,04
Hc-22 2,7240,1
Hc-23 3,2240,1
Hc-24 2,67+0,09
Hc-26 2,63+0,07
Hc-27 3,12+0,03
Hc-28 3,64+0,44
Hc-29 3,71+£0,1
Hc-30 4,07+0,04
Hc-31 4,89+0,02
Hc-32 3,13+0,12
Hc-33 3,42+0,13
Hc-34 3,07+0,12
Carmen cv. 3,93+0,17
Grimaldi(A*) cv. 4,25+0,06
Del Pais cv. 4,10+0,03
Centuripe 4,19+0,1
Grimaldi(S*) cv. 2,82+0,08
Petralia 3,46+5,8
Monterosso 3,54+0,13
Torresalsa 2,4+1,38
S. Omero cv. 3,22+0,01
Romano 3,81+0,09
Palazzolo 3,48+1,52
Gangi 4,42+0,07
Scarpata 5+0,04
Media 3,3+0,08
CV.% 5,54
MDS (5%) 0,76

Nota: C.V.: coeficiente de variaciéon y MDS: minima diferencia significativa. MS: materia seca. A*:
Andalucia, S*: Sicilia.
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Los resultados del andlisis de la varianza también muestran diferencias significativas
(P<0,05) para la concentracion de TC en los genotipos segun su origen (Tabla 3). Al comparar las
medias, los genotipos de Sicilia formaron el grupo que presentaba el mayor contenido de estos
metabolitos (3,63 % de la MS), mostrando los genotipos espafioles una media de 3,19 % de la MS.

Tabla 3: Resultados del andlisis de la varianza para la concentracion de taninos condensados segun el
origen de los genotipos de H. coronarium.

Fuente de variacion Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadrados medios

Repeticion (Rep) 1 0,0178 0,01785ns
Pais (P) 1 2,9362 2,93616*
Rep*P 1 0,0118 0,01181ns
Error 76 40,8188 0,53709
Total 79

C.V. 21,45

Nota: *, significativo al 0,05 de probabilidad. Ns: No significativo

Una vez determinada la concentracion de TC en los diferentes genotipos de H. coronarium
incluidos en este estudio, se realizd un analisis de la varianza entre diferentes individuos de una
misma poblacidn para este mismo pardmetro. Se seleccionaron 4 poblaciones, dos espafiolas y dos
sicilianas por presentar unas de las mayores y menores concentraciones de TC (Hc-12, Hc-31,
Torresalsa y Centuripe). Los resultados obtenidos mostraron en todas las poblaciones diferencias
significativas (P<0,001) entre individuos (Tablas 4-7). Los valores medios obtenidos para los

genotipos de H. coronarium fueron 1,44, 2,19, 1,88 y 3,62 % de la materia seca respectivamente.

124



Taninos condensados en Hedysarum coronarium L.

Tabla 4: Contenido de taninos condensados (% de la materia seca) en diferentes individuos de
la poblacion 12 de Hedysarum coronarium L.

Poblacién/individuo Concentracion de taninos
condensados (% de la MS)
Hc-12/1 1,33
Hc-12/2 1,34
Hc-12/3 0,93
Hc-12/4 1,95
Hc-12/5 2,47
Hc-12/6 1,16
Hc-12/7 0,93
Media 1,44+0,14
CV.% 5,74
MDS (5%) 0,34

Nota: C.V.: coeficiente de variacién y MDS: minima diferencia significativa. MS: materia seca

Tabla 5: Contenido de taninos condensados (% de la materia seca) en diferentes individuos de
la poblacion 31 de Hedysarum coronarium L

Concentracion de taninos

Poblacidén/individuo condensados (% de la MS)

Hc-31/1 1,51
Hc-31/2 1,97
Hc-31/3 1,98
Hc-31/4 2,00
Hc-31/5 2,06
Hc-31/6 1,92
Hc-31/7 2,90
Hc-31/8 2,16
Hc-31/9 2,95
Hc-31/10 2,44
Media 2,19+0,1
CV.% 6,64
MDS (5%) 0,57

Nota: C.V.: coeficiente de variacion y MDS: minima diferencia significativa. MS: materia seca
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Tabla 6: Contenido de taninos condensados (% de la materia seca) en diferentes individuos de
la poblacion Torresalsa de Hedysarum coronarium L

Concentracion de taninos

Poblacidn/individuo condensados (% de la MS)

Torresalsa/l 1,02
Torresalsa/2 2,37
Torresalsa/3 3,01
Torresalsa/4 1,55
Torresalsa/5 1,72
Torresalsa/6 2,23
Torresalsa/7 2,01
Torresalsa/8 1,36
Torresalsa/9 1,82
Torresalsa/10 1,73
Media 1,88+0,12
C.V.% 7,46
MDS (5%) 0,55

Nota: C.V.: coeficiente de variacion y MDS: minima diferencia significativa. MS: materia seca

Tabla 7: Contenido de taninos condensados (% de la materia seca) en diferentes individuos de
la poblacion Centuripe de Hedysarum coronarium L

Concentracion de taninos

Poblacidén/individuo condensados (% de la MS)

Centuripe/1 5,52
Centuripe/2 4,53
Centuripe/3 2,90
Centuripe/4 3,31
Centuripe/5 2,62
Centuripe/6 2,15
Centuripe/7 4,89
Centuripe/8 2,85
Centuripe/9 3,60
Centuripe/10 3,87
Media 3,62+0,23
CV.% 5,12
MDS (5%) 0,73

Nota: C.V.: coeficiente de variacién y MDS: minima diferencia significativa. MS: materia seca
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4. DISCUSION

Los parasitos gastrointestinales constituyen una de las limitantes sanitarias mas importantes
de los sistemas de produccién de carne. Existe abundante informacion sobre el efecto negativo de los
parasitos, pero poco se conoce sobre como reducir las pérdidas con medidas alternativas al uso de
antihelminticos cuya utilizacion excesiva ha generado problemas de resistencia. En los sistemas de
produccion de carne extensivos, conformados sobre la base de especies forrajeras templadas, es
posible reducir el uso de antihelminticos y limitar las pérdidas producidas por las parasitosis
gastrointestinales (Robertson et al., 1995). En estos sistemas es posible implementar programas
sostenibles de control de parasitos, que incrementen la salud de los animales, conserven los recursos
y protejan el medio ambiente.

La ingesta de plantas forrajeras con cantidades idoneas de TC parece proporcionar una solucion
parcial al control de los parasitos gastrointestinales de los rumiantes en pastoreo, a través de sus
efectos en el ciclo de vida de estos paréasitos (Hoste et al., 2006).

Los taninos, fundamentalmente los condensados, se encuentran ampliamente distribuidos en
el reino vegetal y, en general, su representacion es mayor en las especies lefiosas que en las
herbaceas (Mcleod, 1974; Bernays et al., 1989). No obstante, existen variaciones muy amplias no
solo entre especies sino incluso entre individuos de la misma especies, como en el caso de H.
coronarium, ya que la sintesis de taninos puede verse influida por numerosos factores, tales como el
clima, grado de madurez de los tejidos, exposicion a fitopatdgenos etc. (Bate-Smith, 1973; Swain,
1977; lason et al., 1995; Amato et al., 2005).

La concentracion de TC en las plantas es controlada primariamente por factores genéticos y
en segundo término por variables ambientales (Miller y Ehlke, 1996; McMahon et al., 2000). En
nuestro estudio el objetivo fue estudiar la concentracion de estos metabolitos en distintos genotipos
de H. coronarium en condiciones controladas del invernadero, para tener una idea general de su
concentracion en las entradas que forman nuestra coleccion de trabajo.

Si bien es conocido que en experimentos de cuantificacion de taninos condensados es dificil
comparar los resultados con los obtenidos por otros autores debido a procedimientos distintos, y en
nuestro estudio a condiciones ambientales diferentes, los niveles de TC en los genotipos estudiados,
excepto en algunas poblaciones, coinciden con la mayoria de los obtenidos por otros autores.

Los resultados de este estudio muestran una gran variabilidad en la concentracion de TC en
los diferentes genotipos de H. coronarium presentando unos valores que oscilaban entre 1,47-5 % de
la materia seca. Estos resultados, presentaron un rango menor que el obtenido por Amato et al.
(2005) en Sicilia (1,9-5,9 % de la MS). En Nueva Zelanda, Douglas et al. (1998) encontraron una
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mayor variacion en la concentracion foliar en 32 genotipos de zulla incluyendo lineas y variedades
comerciales. Por otra parte, Amato et al. (2007) en Sicilia y Piluzza et al. (2000) en Sassari,
encontraron unos rangos menores (1,4-3 % de la MS y 2,5-4 % de la MS, respectivamente). Las
diferencias encontradas con estos autores se podrian explicar por las condiciones ambientales, por el
tipo de analisis utilizado en la cuantificacion de dichos compuestos o por los estados de madurez de
las hojas diferentes en el muestreo. En sentido general, la concentracion de TC en todos los
genotipos, excepto Hc-1, He-12, He-30, He-31, Centuripe, Scarpata, Gangi y los cultivares Grimaldi
(E*) y Del Pais, se encontraron en el rango (2-4 % de la MS) en el cual los TC causan efectos
beneficiosos en la nutricién animal (Barry y Mc Nabb, 1999; Montossi et al., 1997). Los valores
medios obtenidos para el cultivar Grimaldi (S*) fueron similares a los determinados por Piluzza et al.
(2000) en Sassari (Italia). Ademas, estos ultimos autores y Amato et al. (2005) obtuvieron unos
valores medios de la concentracion de TC en los genotipos evaluados de 3,3 % y 3,8 % de la materia
seca respectivamente, valores similares al obtenido en nuestro experimento.

Por otra parte, los resultados mostraron diferencias en la concentracion de TC en los
genotipos segun su origen, presentando las poblaciones sicilianas estudiadas un valor medio superior
que las espafiolas (3,63 y 3,19 respectivamente). En el area donde se recolectaron estas poblaciones
las diferencias edéaficas y climéaticas son probablemente las que podrian haber contribuido a
modificar los genotipos de las poblaciones naturalizadas de los diferentes sitios en términos de la
concentracion de TC en el follaje. Esto puede haber ocurrido en el cultivar Grimaldi el cual presentd
diferentes concentraciones segun su origen (Tabla 1).

Por altimo en este estudio se constatd una gran variacion en la concentracion de TC entre
individuos de una misma poblacion. Los valores medios de la concentracion de estos metabolitos en
los diferentes genotipos fueron menores a los obtenidos en la primera evaluacién, excepto el ecotipo
12 que mantuvo una concentracion similar. Las diferencias encontradas podrian deberse a un estado
de madurez de las hojas diferente. Piluzza et al. (2000) determinaron en el cultivar Grimaldi una
disminucion de la concentracion de dichos compuestos en hojas de la etapa vegetativa a la etapa de
botones florales.

La concentracién de TC en H. coronarium presentd diferencias significativas entre los
genotipos, lo que refleja un grado importante de variabilidad en el material estudiado que permitiria

a priori identificar genotipos de interés para programas de mejora.
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1. INTRODUCCION

El nivel de expresion de un gen se puede estudiar con precision a través de la deteccion y/o
cuantificacion de los ARNm. Las técnicas que se han usado normalmente para evaluar la expresion
de los genes han sido el andlisis del Northern blot, la transcripcion reversa seguida de la reaccion en
cadena de la polimerasa (RT)-PCR, los analisis de microarray, la hibridacion in situ y la PCR
cuantitativa en tiempo real (qPCR). Actualmente las técnicas mas utilizadas son la qPCR
(VanGuilder et al., 2008; Bustin et al., 2009; Pfaffl, 2010) y los analisis de microarray. Sin embargo,
la fiabilidad de los datos obtenidos a través de la técnica de microarray pueden ser cuestionados ya
que las plantas tienen un gran niumero de familias multigénicas y la hibridacion cruzada entre el
ADN complementario de estos miembros puede llevar a interpretaciones erroneas (Gachon et al.,
2004). Por lo tanto, una de las aplicaciones de la qPCR es confirmar los datos obtenidos en los
estudios de microarray (Puthoff et al., 2003; Fernandez et al., 2008). Los beneficios de la qPCR
respecto a otros métodos para medir el ARN son su rapidez, sensibilidad, especificidad y una
cuantificacion alta y precisa (Vandesompele et al., 2009). La técnica qPCR permite seguir la sintesis
del ADN complementario en tiempo real durante el proceso de amplificacion, siendo posible
determinar la cantidad del material de partida. Aunque el uso de qPCR para estudios de expresion
génica en especies modelo, como Arabidopsis thaliana (Czechowski et al., 2005), Oryza sativa (Kim
et al.,, 2003) y Medicago truncatula (Kakar et al., 2008), es generalizado, la aplicacion de esta
herramienta para el estudio de Hedysarum coronarium L. (zulla) no se ha desarrollado en la
actualidad.

Debido a la elevada sensibilidad de la técnica, existen dos puntos criticos a la hora de realizar
un ensayo de qPCR, la calidad y cantidad del material de partida.

La calidad del ARN se mide en base a tres pardmetros basicos: la pureza, la integridad y la
contaminacion por ADN gendmico.

La pureza, es el grado de no contaminacion de las muestras con compuestos organicos e
inorganicos (p.ej. fenol, cloroformo, polisacaridos), y proteinas. Para determinar el grado de pureza
del ARN se determinan las relaciones de absorbancia Axeonso Y Azeonzo, las cuales deben ser
superiores a 1,8 y 2 respectivamente, para aceptar que el ARN obtenido tiene una pureza adecuada
(Sambrook et al., 1989; Manchester, 1996; Fox, 1998; Louime et al., 2008).

La integridad, es el nivel de degradacion del ARN y se puede determinar mediante la relacion
entre las bandas ribosomales 25S y 18S que se observan en un gel de agarosa o en electroforesis
microcapilar. Un ARN se considera que no esta degradado cuando la banda del 25S se muestra
aproximadamente dos veces mas tefiida que la del 18S (Sambrook,1989) y cuando la proporcion

25S/18S determinada por el bionalizador es aproximadamente de 1,8 (Abrahams-Salaam, 2000).
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La ausencia de ADN en las muestras se manifiesta cuando no se aprecian manchas cerca del
pocillo de carga (Sambrook, 1989).

En cuanto a la cantidad de ARN, para partir de 1 pg usando “QuantiTec Reverse
Transcription Kit” es necesario contar con una cantidad minima de muestra de ~100 ng/ul para la
sintesis de cDNA.

Por ello, la extraccion del ARN de la muestra toma un papel critico y fundamental, siendo
este procedimiento en algunos casos dificil. Debido a que hay plantas que contienen altas cantidades
de diferentes sustancias que pueden reducir la calidad y cantidad del ARN extraido, diversos autores
han propuesto varios métodos para superar estas dificultades.

La presencia de altos contenidos de polifenoles y polisacaridos en ciertos tejidos de plantas ,
como es el caso de Hedysarum coronarium L., hacen que la extraccion del ARN sea a menudo
compleja, ya que estos compuestos pueden coprecipitar con los acidos nucleicos. En el caso de los
compuestos fenolicos, éstos se oxidan facilmente, se enlazan covalentemente con las quininas, y se
unen a los acidos nucleicos (Loomis et al., 1974), mientras que los polisacaridos pueden coprecipitar
con el ARN en tampones de baja fuerza idnica. Para solventar estos problemas en zulla ha sido
necesaria la adaptacion de algunos de los protocolos existentes. Inicialmente se utilizaron dos
metodologias: la del Trizol (Invitrogen, EE.UU.) que se utiliza cominmente para el aislamiento de
ARN total y el método de extraccion modificado del borato sodico caliente propuesto por Wan y
Wilkins (1994) para aislar el ARN de tejidos que contienen altos niveles de polifenoles y
polisacéridos. Sin embargo, los intentos de utilizar estos protocolos para extraer el ARN total de
hojas de zulla no lograron ofrecer una calidad lo suficientemente alta, para la amplificacion en qPCR.
Por lo tanto, ante la necesidad de un protocolo que proporcionara ARN de calidad, en este trabajo se
modifico el procedimiento desarrollado por Louime et al. (2008) para extraer ARNm de hojas.

Pero ademads esta técnica tiene asociados otros problemas, al margen de la variacion en la
cantidad y calidad de ARN como la variabilidad de los protocolos de extraccidbn que pueden
copurificar inhibidores, la variabilidad en las reacciones de la transcripcion reversa y la eficiencia de
la PCR, teniendo todos ellos significativas repercusiones (Tichopad et al., 2009; Tichopad et al.,
2010; Pugniere et al., 2011) en los resultados. Por lo tanto, es necesaria la normalizacion para
corregir estas fuentes de variabilidad.

Para normalizar los datos de qPCR, se han sugerido varias estrategias, incluyendo la
normalizacion del tamafio de la muestra, el ARN total o ADN gendmico, o el uso de una molécula
artificial incorporada en la muestra (Huggett et al., 2005). Por el momento, el método mas comun es
el uso de genes de referencia internos, ya que potencialmente representan todas las fuentes de

variabilidad mencionadas anteriormente. La importancia de estos genes para el analisis qPCR en
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plantas ha sido destacado recientemente (Gutierrez et al., 2008; Guénin et al., 2009). El éxito de este
procedimiento se basa en la eleccion de los genes control adecuados que sean estables en diferentes
condiciones experimentales y en diferentes tipos de tejidos (Huggett et al., 2005). Aunque se han
desarrollado estudios sobre genes de referencia en algunas especies de plantas, como el trigo
(Paolacci et al., 2009), tomate (Coker et al., 2003), la patata (Nicot et al., 2005) y la uva (Reid et al.,
2006) entre otras, en H. coronarium no se ha realizado ningtn trabajo.

Los genes de referencia utilizados comunmente en otras especies de plantas son la actina,
ubiquitina, tubulina, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) y el 18S ARN ribosomal
(Huggett et al., 2005; Brunner et al., 2004). Sin embargo, varios estudios han demostrado que estos
genes de referencia no son lo suficientemente estables porque sus niveles de expresion varian en los
diferentes tejidos (Suzuki et al., 2000; Lee et al., 2001; Selvey et al., 2001; Vandesompele et al.,
2002; Czechowski et al., 2005), siendo necesario realizar estudios preliminares para identificar el
gen o genes de referencia mas estables en cada especie.

En Arabidopsis (Czechowski et al., 2005) y en cebada (Faccioli et al., 2007) se han identificado
nuevos genes de referencia, mostrando algunos de ellos una expresion mas estable que los
comunmente utilizados. El nimero de genes de referencia requeridos como estandar internos segin
Thellin et al. (1999) y Vandesompele et al. (2002) es dos o tres, ya que un sélo gen para normalizar
podria conducir a errores.

Por lo tanto, ante la necesidad de un protocolo que proporcionara ARN de calidad y la falta de
conocimientos en relacion a qué genes de referencia podrian ser utilizados en posteriores estudios de
expresion génica en zulla, los objetivos planteados en este capitulo fueron: (1) la optimizacién de un
protocolo que proporcionara ARN en cantidad suficiente y de calidad y (2) la determinacién de los

genes de referencia para ser utilizados en futuros estudios de expresion génica en zulla.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Optimizacion de un protocolo de aislamiento de ARN de hojas de Hedysarum coronarium

L. que proporcionara la cantidad y calidad requerida para estudios de expresion génica.
2.1.1. Material vegetal

El material vegetal se recogié de plantulas de zulla a las veinte semanas de su germinacion,

mezcldndose hojas de diez plantas para minimizar la variacion de la expresion génica entre plantas
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individuales. Inmediatamente después de su recogida se congelaron en nitrogeno liquido y se

almacenaron a -80 °C hasta su analisis.

2.1.2. Metodologia

Las soluciones y reactivos utilizados en el protocolo fueron los siguientes: tampdén de
extraccion (0,25 M de é4cido Tris-clorhidrico pH 8,0; 0,05 M EDTA pH 8,0; 2,5 M de cloruro de
sodio; 2 % CTA.; 3 % de PVP-40 y el 5 % B-mercaptoetanol, afiadido justamente antes de su uso),
cloroformo: alcohol isoamilico (CI) 24:1 frio (-20 °C); isopropanol frio (-20 °C), acetato de sodio 3
M pH 5,2, cloruro de litio 9 M (4 °C) y agua MiliQ autoclavada. Todas las soluciones se prepararon
con agua MiliQ y fueron autoclavadas durante 20 minutos a 1 atm.
A continuacion se describen los pasos del protocolo de extraccion optimizado, marcando en negrita
los cambios aplicados:

1. En tubos de centrifuga de 2 ml se colocd 1 g del tejido macerado y se agregé 1 ml del
tampodn de extraccion (en lugar de los 800 pul del protocolo original) precalentado a 65 °C.
Se aplico vortex por 5 s, apareciendo un homogeneizado viscoso.

2. Los tubos fueron incubados a temperatura ambiente durante 10 minutos, con vortex
intermitentes de 4 segundos cada 2 minutos y a continuacion se centrifugaron a 13.400 rpm
durante 10 min a 4 °C.

3. El sobrenadante se trasfiri6 a un nuevo tubo con un volumen de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1) frio, se agitaron por vortex y Se incubaron durante 2 minutos a
temperatura ambiente (paso incluido al protocolo original)

4. Se centrifugaron a 13.400 rpm durante 10 min a 4 °C para separar las fases.

5. La fase superior formada se trasfirié a un nuevo tubo con un volumen de 1/10 de acetato de
sodio 3 M (en lugar de 1/9) y se mezcld todo mediante agitacion. Después se afiadid un
volumen de isopropanol frio, mezclando por inversion los tubos.

6. Los tubos fueron centrifugados a 13.400 rpm durante 10 min a 4 °C, y se desecho el
sobrenadante con ayuda de una pipeta.

7. El precipitado se resuspendié en 300 pl de agua MiliQ autoclavaza (en lugar de los 750 ul
del protocolo original). Dependiendo del tamafio del pellet, se afiadi®6 o no una mayor
cantidad de agua.

8. Al pellet resuspendido se le afiadi6 250 pl de cloruro de litio 9 M para mezclar por inversion
de los tubos y se incubaron a 4 °C durante aproximadamente unas 20 horas. A continuacion,
los tubos fueron centrifugados a 13.400 rpm durante 20 min a 4 °C y se descartd el

sobrenadante mediante pipeteo.
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9. El ARN precipitado se seco a temperatura ambiente en una camara de flujo durante 5-
10 min, se resuspendié en 30-50 pl de agua MiliQ autoclavada y se calentd en un
termobloque a 55 °C para disolverlo bien en agua y obtener una solucion homogénea

(paso incluido al protocolo original)

Para demostrar la integridad de las muestras de ARN, 1,5 pg de ARN total extraido de hojas
de zulla se desnaturalizé por electroforesis en un gel de agarosa-formaldehido al 1,2 % (w/v) segin
lo descrito por Sambrook et al. (1989). Los geles se tifieron con bromuro de etidio para evaluar la
cantidad de ARN a través del nivel de fluorescencia de cada carril frente a la exposicion a luz UV.
La intensidad de las bandas correspondientes a los ARN ribosomales se utilizd como control de
carga. También se empled la electroforesis microcapilar utilizando el Experion (Bio-Rad
Laboratories, CA, EE.UU.).

La PCR cuantitativa en tiempo real (qQPCR) es una técnica establecida para la cuantificacion
del ARNm en muestras biologicas. Para obtener resultados fiables, esta técnica necesita un ARN de
alta calidad, libre de ADN genomico y no degradado. La qPCR se llevo a cabo con el ARN extraido
de hojas por el método modificado de Louime et al., 2008 utilizando un kit SensiMix (dT) ADN
segun las instrucciones del fabricante (Quantace, Reino Unido). El cDNA se sintetizo a partir de 1 pg
de ARN total usando “QuantiTec Reverse Transcription Kit” (Qiagen, Hilden, Alemania), con una
mezcla optimizada de cebadores oligo dT y cebadores al azar, segtn las indicaciones del fabricante.
El ADN genomico fue eliminado durante este procedimiento mediante un tratamiento con DNasa.
Las amplificaciones de PCR se llevaron a cabo utilizando un par de cebadores del gen que codifica la
subunidad ribosomal 18S (315 pb) bajo las siguientes condiciones: activacion de la polimerasa (10

min a 95 °C), amplificacion y cuantificacion durante 40 ciclos (1 min a 95 ° C, 1 min a 60 °C).

2.2. Seleccion de genes de referencia en Hedysarum coronarium L. bajo distintos estreses y

etapas de desarrollo

2.2.1. Material vegetal.

El experimento se llevo a cabo a partir de semillas de poblaciones silvestres de Hedysarum
coronarium. Las semillas se germinaron en placas Petri sobre papel hiimedo y se mantuvieron en
condiciones de oscuridad a 20°C durante cinco dias. Cuando la radicula alcanz6 4-5 cm de longitud,
las plantulas fueron trasplantadas a macetas de 1 litro con un sustrato de perlita. Las plantas crecieron

en una camara de crecimiento Hotcold GL (J.P. Selecta, Barcelona, Espafia) bajo una temperatura de
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20°C y con un fotoperiodo de 14 horas; y se regaron con solucioén nutritiva (Hoagland y Arnon
1950).

Después de veinte semanas las plantas se sometieron a varios estreses abioticos (salino y
hormonal). Para cada estrés se utilizaron macetas que contenian diez plantas. Las plantas fueron
expuestas a estrés salino tratando el sustrato de perlita con 150ml de cloruro sédico a 100 mM y
después de 36 horas, se recogieron dos grupos diferentes de hojas y raices totales. Para el estrés
hormonal las plantas se regaron con 125 ml de 4cido diclorofenoxiacético (auxina) y a las 24 horas
se recogieron mezclas de hojas y raices totales. Las plantas control se cogieron en paralelo para
obtener los mismos tejidos en los mismos intervalos de tiempo.

Por otra parte, de diez plantas se recolectaron cuatro grupos diferentes de hojas y raices
totales a las ocho semanas y cotiledones y radiculas a los 11 dias. Estos tejidos crecieron en
condiciones normales (sin estreses) para ser utilizados como controles.

Se llevaron a cabo dos experimentos en paralelo y todos los tejidos fueron congelados en

nitrogeno liquido y guardados a -80°C hasta la extraccion del ARN.

2.2.2. Extraccion de ARN total y sintesis de cDNA.

El ARN total se extrajo de muestras representativas de cada tejido o tratamiento de estrés para
las dos repeticiones bioldgicas. El ARN total de las raices, radiculas y de los cotiledones se aislod
utilizando Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) siguiendo la instrucciones del fabricante. Para
extraer el ARN de hojas de zulla que tienen altos niveles de metabolitos secundarios, se desarrolld
una optimizacion del método creado por Louime et al., (2008), reduciendo la contaminacion por
polifenoles y polisacaridos. La concentracion de acidos nucleicos se midi6 usando un biofotdmetro
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Por otra parte, también se determino la pureza del ARN total
como la relacion 260/280 nm, obteniendo los valores esperados entre 1,9 y 2,1 y la integridad del
ARN se evalu6 de dos formas diferentes: por electroforesis en gel de agarosa-formaldehido al 1,2%
(w/ v) y mediante electroforesis microcapilar con el Experion (Bio-Rad Laboratories, CA, EE.UU.)
cuyo software permite determinar el valor de RQI (indicador de calidad del ARN) para cada muestra.

Para asegurar el uso de la misma cantidad de cDNA, la concentracion de ARN se midi6 dos
veces por cada muestra y después las muestras se ajustaron a concentraciones iguales.

El cDNA se sintetiz6 a partir de 1 pg de ARN total usando “QuantiTec Reverse Transcription
Kit” (Qiagen, Hilden, Alemania), con una mezcla optimizada de cebadores oligo dT y cebadores al
azar, siguiendo las instrucciones del fabricante. El cDNA se diluy6 en un volumen final de 100 pl. El
ADN genomico fue eliminado durante este procedimiento mediante un tratamiento con DNasa y para

verificar la ausencia de contaminacion, las 24 muestras se analizaron usando un par de cebadores de
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la tubulina mediante controles negativos (-RT). Este procedimiento consistio en alicuotar una
fraccion de cada muestra durante el proceso de retrotranscripcion, a la que se le afiadieron todos los
componentes de la reaccion excepto la transcriptasa inversa. Como control positivo se utiliz6 una
cantidad equivalente al cDNA usado como molde, para la posterior amplificacion por PCR (es decir,
15 ng de DNA gendmico). So6lo si no se detecté amplificacion en ninguno de los controles -RT
después de 40 ciclos, las muestras de cDNA se consideraron como material adecuado para su

posterior analisis.

2.2.3. PCR cuantitativa en tiempo-real y analisis de datos.

Para el andlisis realizado en este estudio se seleccionaron siete genes de referencia con
diferentes funciones en los procesos celulares: la actina y la tubulina, que forman parte de la
estructura del citoesqueleto, la ubiquitina implicada en la degradacion de las proteinas y 18S ARN
ribosomal que forma parte de la estructura del ribosoma. Ademas, se incluyeron dos nuevos
candidatos, GH720838 un factor de transcripcion Al y una helicasa que esta implicada en la
replicacion del ADN. Para clonar los genes de la actina (BACT), tubulina (TUA) y ubiquitina (UBQ)
(Tabla 1) se utilizaron los cebadores degenerados descritos previamente por Gonzalez-Verdejo et al.
(2008) y como molde se us6 ADN de hojas de H. coronarium.

Las condiciones de PCR fueron: un paso inicial de desnaturalizacion a 94 °C durante 5 min y
40 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 35s, anillado a 56 °C durante 35s, y extension a 72 °C
durante 1 min. Por ultimo, se incluyé un paso de elongacion final a 72 °C durante 7 minutos. Los
productos amplificados se clonaron en pGEM-T (Promega, Madison, WI, EE.UU.) y se
secuenciaron. La correspondencia de los productos amplificados con el gen diana fue verificada por
BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), y las secuencias se utilizaron en el disefio de los
cebadores especificos para qPCR. Se disefiaron cuatro pares de cebadores con el software Primer 3
(http:// frodo.wi.mit.edu/primer3/), utilizando como criterios una longitud méaxima de fragmentos
amplificados de 150pb, con una temperatura de fusion (Tm) de aproximadamente 60 °C. Las
secuencias de estos cebadores se muestran en la Tabla 2. La clonacion del 18S ARN ribosomal
(ARNTr 18S) no fue necesario, porque actualmente hay cebadores especificos comerciales para ser
utilizados en qPCR. Ademas, también identificamos ortdlogos de dos genes de referencia en zulla,
una helicasa y un factor de transcripcion, que habian demostrado una expresion estable bajo distintas
condiciones experimentales en guisante (Die et al., 2010). Para clonar estos genes se usaron los
cebadores especificos (Tabla 2) que habian sido descritos anteriormente por Die et al. (2010). Los
productos amplificados por PCR fueron secuenciados y sometidos a una busqueda en el BLAST

para la verificacion de su identidad.
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Tabla 1: Secuencias de los cebadores degenerados, temperatura de fusion (Tm) y longitud del amplicon.

Longitud del amplicén

Gen Secuencia de los cebadores (5- 3") (bp) Tm (°C)
GTN ARY AAC TGG GAT GAY ATG G 231 56.5
ACT ACA ATA CCW GTW GTR CGA CC
GAA GAT GCT GCH AAY AAY TTY GC 282 53.0
TUB GAR AGH ACA CTG TTR TAA GGY TC
UBO GAY TAC AAC ATY CAG ARG GAG 392 56.0

GCR AAR ATC ARC CTC TGC TG

Tabla 2: Cebadores disefiados para qPCR. Longitud y temperatura de fusion (Tm) del amplicén y
eficiencia de amplificacion (%)

Nombre Ntmero de Secuencia de los cebadores Longitl'Jd,deI m .de,l Efic_ignciz_a,
Gen entrada en el (forward/reverse) (5'-3") amplicon amplicon  Amplificacion
GenBank (bp) (C) (%)

TCTCACGATTAGCCTTTGGGTTA 63 7915 83

PACT HO710131  cACCTGAGGAGCACCCAGTT

TUAL HO710133  CCATAATCAACAGAAAGACGCTCTAG 66 79,58 91
CGTTGGTGGAGGAACTGGTT

TUA2 HO710132  CACCAACGACATTGAAAACCAA 64 202 93
TGGACCGCATCAGAAAGCTT

UBQ HO710129 TCAAGGTCTTTACGAAGATTTGCA 64 80.2 %9
GAGTCCACCCTTCACCTTGTG

Helicase HO710130 GCGGGCACTTGGAGATTATC 45 78.54 89
ACACTGGTCCCTCCCACACA

GH720838  HO774967 GCAACCTCCTTCTCCTTGGAT 75 78.79 91
TCTTCCCGTCCTTCCACATAA

18S rRNA 18S primer pair (Ambion) 315 84.31 90

Las reacciones de qPCR se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos con un termociclador
Mx3000P System (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.) usando como fluor6foro SYBR Green. Cada
reaccion de PCR contenia 0,3ul 50x SYBR Green Solution, 7,5ul 2x SensiMix (dT) (Quantace,
Londres, Reino Unido), 1,5ul de cDNA (15ng equivalente de ARN total) y 200nM de cada cebador

especifico en un volumen total de 15ul. Se prepard una mezcla de reaccidon con suficiente SYBR

Green y reactivos de PCR y se utilizaron multipipetas electronicas para dispensar el cDNA, con el fin

de garantizar que todas las reacciones tuvieran cantidades iguales y reducir los errores de pipeteo. En

una misma corrida de qPCR se amplificaron dos repeticiones biologicas de cada muestra utilizando

todos los pares de cebadores descritos anteriormente y se realizo bajo las siguientes condiciones: la

activacion de la polimerasa (10 min a 95 °C), amplificacion y cuantificacion durante 40 ciclos (1 min
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a95°C, 1 min a 60 °C). Para asegurar la especificidad de los productos de PCR, se realizd un
andlisis de la curva de disociacion de cada una de las muestras después de los 40 ciclos de
amplificacion (55-95 °C, con una lectura de fluorescencia cada 0,6 °C). Por otra parte, para cada
reaccion individual se calcul6 la eficiencia de amplificacion de cada par de cebadores mediante el
algoritmo LinReg a partir de la fase exponencial de cada curva de amplificacion seglin la ecuacion (1
+E) = 107%™ y se determiné la E media de cada par de cebadores.

Por cada reaccion, se utilizaron dos repeticiones técnicas y los datos se analizaron utilizando
el software Mx3000P (version 4.0). El valor del ciclo de cuantificacion (Cq) (el ciclo en el cual la
produccion de fluorescencia cruza el umbral establecido) se determin6 para cada muestra gen-cDNA.
Todas las muestras fueron utilizadas para estimar la media de los Cq, y también se calcul6 la
desviacion estandar (SD) y coeficiente de variacion (CV) (Anexo I). Los valores Cq se transformaron
en cantidades relativas (CRs) utilizando la formula Q = E*“Y donde E es la eficiencia media de la
pareja de cebadores utilizados en la amplificacion de un gen en particular y ACq es la diferencia
entre la muestra con el menor Cq del conjunto de datos y el valor Cq de la muestra en particular. Para
determinar la estabilidad de la expresion de los genes de referencia, los datos se analizaron a partir de
dos algoritmos: geNORM (Vandesompele et al., 2002), y BestKeeper (Pfaffl et al., 2004). El
archivo de Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, WA) con los valores de CRs se importd al
programa geNORM (version 3.5) y se calculo el valor de estabilidad de la expresion (M) para cada
gen. Un menor valor de M indica una mayor estabilidad, lo que sugiere que serian genes de
referencia Optimos. A continuacion, el programa realiza la eliminacion progresiva de los genes que
tienen los mayores valores de M hasta seleccionar el par de genes mas estables. Por otra parte,
geNORM también permite determinar el nimero de genes control necesarios para una normalizacion
precisa mediante las variaciones entre pares (V). Las variaciones entre pares (Vn/Vn+1) se calculan
basadas en los valores del factor de normalizacion después de la inclusion sucesiva del gen de
referencia segun el orden de estabilidad decreciente. Una variacion de genes dos a dos de V=0,15 se
acepta como punto de corte (Vandesompele et al., 2002), por debajo del cual la adicion de mas genes
de referencia no seria necesario.

Por otro lado, se empled también el algoritmo BestKeeper (Pfaffl et al., 2004). Este realiza un
analisis de correlacion dos a dos para todos y cada par de genes candidatos. Para analizar el valor de
la estabilidad de los genes estudiados, se utilizo el valor promedio del Cq (sin conversién a CR) de
cada reaccion por duplicado. La estabilidad de la expresion se calculd para todos los genes de
referencia individualmente basada en los valores Cq y se expres6 como el coeficiente de variacion
(CV) y la desviacion estandar (SD). Los genes de referencia con valores de SD mayores que 1

podrian considerarse inconsistentes siendo excluidos de nuestro estudio y los genes con los valores
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mas bajos de SD serian propuestos para ser los mas estables. Después el programa estimé la
correlacion entre todos los pares de genes de referencia. Para cada correlacion se calculd el
coeficiente de correlacion de Pearson (r) y el valor de la probabilidad (P). El indice BestKeeper (IB)
combina todos los genes de referencia que estan fuertemente correlacionados (media geométrica de
los valores Cq de todos los genes que lo conforman). A continuacion, el programa calcula las
correlaciones entre cada uno de los genes de referencia candidatos y el IB determinando el
coeficiente de correlacion de Pearson, el coeficiente de determinacion (r%) y el valor de P. Se
propondria como gen mas estable el que presentara el mayor coeficiente de correlacion con el IB.

Por ultimo, incluimos otro enfoque estadistico para consolidar los resultados obtenidos con
los dos algoritmos anteriores. Esta herramienta estadistica se utilizo para calcular la estabilidad de los
genes potenciales de referencia, teniendo en cuenta el coeficiente de variacion de los niveles de
expresion relativa después de la normalizacion. El andlisis se basé en las formulas (formula 11, 13,
15, 17, 18, 19 y 20) descritas en el software qBase (Hellemans et al., 2007). Lo ideal seria que la
variacion después de la normalizacion fuera nula, por lo tanto, los valores mas bajos de CV denotan

una mayor estabilidad (Vandesompele et al., 2009).

3. RESULTADOS

3.1. Resultados del protocolo optimizado para el aislamiento de ARN de hojas de H.
coronarium

Con el protocolo descrito en este estudio obtuvimos una cantidad y calidad aceptable de ARN
apto para ser utilizado en estudios de expresion génica y concretamente en qPCR. Los rendimientos
del ARN total de las dos muestras obtenidas por este método fueron 11,6 y 20,4 ug ARN/g de peso
fresco, valores suficientes para sintetizar a cDNA. El rango de absorbancia Aje0/A230 fue superior a
2,0y el Axso/Azsode 2 y 2,04. E1 ARN extraido por el método del borato sddico caliente dio un buen
rendimiento, pero la pureza fue mala (Aze¢0/Az3o inferior a 2 'y Azeo/Azgo de 1,4) y utilizando el Trizol
tanto el rendimiento como la calidad no fueron aceptables (Az60/A230 inferior a 2'y Aseo/Azsode 1,4).

La integridad del ARN extraido por los tres métodos fue corroborada mediante electroforesis
en geles de agarosa-formaldehido (Figura 1.A). Las bandas correspondientes a las subunidades
ribosomales 25S y 18S fueron claramente visibles en todos los carriles. Los carriles 1 y 2 del gel
muestran un ARN de alta calidad y no degradado correspondiente al extraido por el protocolo
descrito en este estudio. Las bandas del 25S ARNr se muestran aproximadamente dos veces mas
tefiidas que las del 18S ARNr indicando que no existe degradacion a diferencia de lo observado en

las muestras 3 y 4. Ademas no se aprecian manchas cerca del pocillo de carga indicandonos que no
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existe ADN en la preparacion como en las otras dos muestras (Figura 1.A). Las relaciones Ajeo/Azso
y 25S/18S determinadas por el bioanalizador Experion presentaron unos valores de 2,04 y 1,88
respectivamente. Por lo general una proporcion 25S/18S de 1,8 indica un ARN de buena calidad
(Abrahams-Salaam, 2000). Los picos que aparecen a la izquierda del 18S ARN ribosomal

corresponden a ARN ribosomico de cloroplastos (Figura 1.B).

M1 2 3 4 Ratio 255/18S: 1.88 Ratio Aggy/Aggo: 2.04
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Figura 1: Verificacion de la integridad de ARN totales extraidos de H. coronarium. (A) Las muestras de
ARN totales obtenidas de las hojas fueron fraccionadas en un gel de agarosa-formaldehido al 1,2 % y
tefiidas con bromuro de etidio para su visualizacion. En la imagen se observan las subunidades
ribosomales 18S y 25S correspondientes a cuatro muestras de RNA totales: el carril M es el marcador
de peso molecular de 175 pb; los carriles 1 y 2 corresponden al ARN extraido por el protocolo
modificado; el carril 3 es el ARN extraido con Trizol y el carril 4 el ARN extraido por el método del
borato sédico caliente. (B) Electroferograma obtenido para una muestra de ARN total de hojas de zulla
extraido por el método propuesto en este estudio tras su migracion en el bioanalizador Experion.

La calidad del ARN fue confirmada a través de qPCR utilizando un par de cebadores del gen
18S ARNr. La qPCR produjo el fragmento de cDNA esperado (315 pb), con una tnica banda
indicando que éste era amplificable en PCR y estaba libre de inhibidores (Figura 2.A.). La
verificacion de la especificidad de los productos de qPCR se presentan en las curvas de disociacion

representadas en la Figura 2.B.
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Figura 2.Verificacion de la calidad de los ARNm. A partir de los mMRNAs aislados de cada muestra se
sintetizaron cDNAs de hebra simple, que se utilizaron como molde para la amplificacion mediante
gPCR. (A) Electroforesis en gel de agarosa de los productos de gPCR del ARN total extraido de hojas
de zulla. (B) Verificacion de los productos especificos de las reacciones de qPCR: Las curvas de
disociacion del 18S ARNr muestran un solo pico.

3.2. Resultados de la seleccion de genes de referencia en Hedysarum coronarium L.

3.2.1. Calidad del ARN

Se usaron dos protocolos de extraccion para aislar los ARNs de 24 muestras de tejidos de H.
coronarium, las cuales estaban formadas por raices, radicula, cotiledones y hojas, expuestas a
diferentes estreses abiodticos. E1 ARN total purificado tuvo un valor medio de 2,07 (SD = 0,10) para
la relacion 260/280 nm. El kit de RT se utiliz6 para eliminar la contaminaciéon de ADN gendémico
(gDNA), ya que incluye, como primer paso, la digestion de éste, y la ausencia de amplificacion con
el par de cebadores de la TUA2 en todas las reacciones de la -RT después de 40 ciclos confirmo la

ausencia de ADN genomico.

3.2.2. Especificidad y eficiencia de los cebadores en las reacciones de gqPCR

En nuestro estudio se evaluaron siete genes de zulla que previamente habian sido utilizados
como genes de referencia para los andlisis de qPCR en otras especies (Tabla 2). Se incluyeron 5
genes de referencia clasicos (BACT, TUAIL, TUA2, UBQ y 18S rARN) y dos nuevos no tan
frecuentemente utilizados como control (helicasa y GH720838) y utilizamos la qPCR para

comprobar el rendimiento de amplificacion de estos cebadores. La especificidad de los amplicones se
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confirm¢ analizando las curvas de disociacion que mostraron amplificacion de un tnico producto (un
solo pico) y ausencia de dimeros (Figura 3). Los amplicones de la PCR fueron secuenciados, y los
productos amplificados se correspondieron con los genes diana. La eficiencia de los cebadores se
calculod con el programa LinReg partir de los datos individuales de fluorescencia crudos generados en
la qPCR. Todos los cebadores fueron genes especificos y las eficiencias medias tuvieron valores

comprendidos entre el 83 y 93% (Tabla 2).

- Helicasa ‘GH720838,

Figura 3: Especificidad de la reaccion de gPCR. Curvas de disociacion de todos los genes de referencia
en las que se observa un solo pico.

3.2.3. Niveles de expresion de los genes de referencia candidatos.

Los niveles de expresion de los siete genes de referencia en las diferentes muestras de cDNA
se muestran en el Anexo I. Los valores de Cq de los genes de referencia en todas las muestras
estuvieron comprendidos entre 15,05 y 31,35 ciclos, mostrando un alto rango de variacion entre
estos. El gen 18S rARN fue el que mostré un valor mas bajo de Cq, lo que indicé los mayores
niveles de expresion, seguido por TUA1 y TUA2. BACT, junto con GH720838, presentaron los

niveles mas bajos de transcritos, mientras que UBQ y helicasa mostraron una expresion intermedia.

147



Bases moleculares para estudios de expresion génica en H. coronarium

3.2.4. Estabilidad de la expresidn de los genes de referencia candidatos

3.2.4.1. Analisis con geNORM

La estabilidad de la expresion (M) de los siete genes de referencia estudiados se calcul6é usando la
aplicacion geNORM v.3.5 (Vandesompele et al., 2002). Los valores de M se analizaron tanto para el
conjunto de las muestras como para las submuestras de los tratamientos y estadios de desarrollo.
Cuando todas las muestras se agruparon, BACT y 18S rARN mostraron valores de M superiores a 1,5
(el punto de corte establecido por ggNORM), indicando que sus niveles de expresion fueron los mas
variables (Figura 4.A) y TUA1 y TUA2 presentaron valores de M de 0,48 sugiriendo que tenian la
expresion mas estable. Los resultados obtenidos para las distintas etapas de desarrollo fueron
similares a los anteriores, presentando nuevamente TUA1 y TUA2 el menor valor de M (Figura 4.B).
En el ultimo grupo de muestras analizadas la expresion del 18S rARN volvid a ser la menos estable,
mientras que en este caso TUA1 y UBQ fueron la pareja con el menor valor de M, indicando que se

expresaron de manera estable en los distintos estreses abioticos (Figura 4.C).
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Figura 4: Valores medios de la estabilidad de la expresion, M, de los posibles genes de
referencia. A) las 24 muestras incluyendo las diferentes etapas de desarrollo y los estreses abioticos; B)
varias etapas de desarrollo; C) varios estreses abidticos. Los valores mas bajos de M se corresponden
con los genes mas estables, que son los mas adecuados para normalizar.
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Algunos autores han sugerido que es necesario utilizar dos 0 mas genes de referencia en
estudios de qPCR para obtener resultados precisos (Vandesompele et al., 2002; Tricarico et al.,
2002). Cuando se incluyeron los datos de todas las muestras, BACT y 18S rARN que presentaron
valores de M superiores a 1,5 no fueron incluidos en el factor de normalizacion (Figura 4.A). E1 FN
calculado mostr6 que la inclusion de un tercer, cuarto y quinto gen (GH720838, UBQ y helicasa, con
valores de M <1,5) contribuyen a una mayor variacion del factor de normalizacion (Vas3, Viuy Vs>
0,15) (Figura 5.A) y por lo tanto, empleamos solo dos genes (TUA1 y TUA2) cuyo valor (V) fue de
0,19, mayor de 0,15 que es el valor de corte recomendado por Vandesompele y sus colaboradores,
aunque este umbral no debiera ser visto como un valor de corte demasiado estricto (manual del
software geNORM). Esta situacion fue similar cuando analizamos los datos obtenidos en las distintas
etapas de desarrollo, presentando la V,3 y Viu valores de 0,25 y 0,32, respectivamente, también
superiores a 0,15 (Figura 5.B). Cuando observamos los resultados obtenidos para los distintos
estreses abioticos, los valores de V,3y V34 fueron 0,18 y 0,43, lo que significaba que sélo dos genes

de referencia (TUA1 y UBQ) serian suficientes para normalizar (Figura 5.C).
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Figura 5: Determinacion del nimero 6ptimo de genes de referencia V, /V,.1 calculado por ggNORM.
(A) total de muestras; (B) varias etapas de desarrollo; (C) diferentes tratamientos de estreses.
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Teniendo en cuenta todos estos resultados, con nuestro estudio se pone de manifiesto que es
necesario emplear multiples genes control y, de acuerdo con geNORM, sugerimos que sélo dos
genes de referencia, TUA1-TUA2 o TUA1-UBQ, son suficientes para estudios de qPCR cuando

analizamos tejidos de diferentes etapas fisiologicas y estreses abidticos en H. coronarium.

3.2.4.2. Analisis con BestKeeper

El programa Bestkeeper determin6 un indice sélido e identifico los genes que se expresaban
de forma mas estable basdndose en el coeficiente de correlacion (r) del IB. Segun el analisis de
BestKeeper, cuando las 24 muestras fueron analizadas juntas, el gen TUA1 presentd la menor
variacion global y 18S rARN la mayor, con desviaciones estandar de 0,28 y 2,33, respectivamente
(Tabla 3). BACT, helicasa, 18S rARN y GH720838 se excluyeron del analisis debido a que
mostraron una alta variacion de Cq. Después de estimar las relaciones entre los genes, el programa
identifico a TUA1-TUA2 y TUA1-TUA2-UBQ como las combinaciones mas estables segin los
valores de SD (0,28 en ambos casos) y mostrd una fuerte correlacion para estas dos combinaciones
(Tabla 3), con un valor de p=0,001. Se obtuvieron resultados similares para los otros grupos de datos
(Tabla 3) y en ambos casos, el algoritmo identifico a la combinacion TUA1-TUA2 como la mas
estable. Nuestros resultados sugirieren un IB basado en la combinacién de dos o tres genes, de
acuerdo con Thellin et al. 1999 y Vandesompele et al. 2002, quienes propusieron por lo menos dos o

tres genes de referencia como estandares internos.
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Tabla 3. Analisis estadistico segin BestKeeper

Genes BestKeeper
Todas las muestras Act TUAI TUA2 UBQ Helicasa 18§ GH720838 n=3 n=2
N 24 24 24 24 24 24 24 24 24
MG (Cq) 2736 23.03 2283 2478 25.63 20.48 27.61 23.53 22.93
D.E (Cq) 228 028 032 051 1.6 2.33 1.18 0.28 0.28
CV (% Cq) 831 122 141  2.06 6.23 11.27 4.26 1.18 1.20
r Coeficiente de Pearson (n=3) 0.637 0.792 0.765
r Coeficiente de Pearson (n=2) 0.757 0.907
Muestras de varios estreses
abidticos
N 16 16 16 16 16 16 16 16
MG (Cq) 2691 23.03 2691 23.03 2292 24.79 26.27 27.98
D.E( Cq) 27 024 042 0.52 1.8 2.53 1.36 0.29
CV (% Cq) 996 1.04 1.81 2.11 6.84 12.3 4.87 1.24
r Coeficiente de Pearson (n=2) 0.709 0.937
Muestras de varias etapas de
desarrollo
N 10 10 10 10 10 10 10 10
MG (Cq) 28.73 2298 22.63 2474 2494 21.11 27.57 22.81
D.E( Cq) 136 033 017 056 1.15 1.77 1.16 0.25
CV (% Cq) 474 144 077 228 4.62 8.32 4.21 1.10
r Coeficiente de Pearson (n=2) 0.982 0.929

Nota: En las dos ultimas columnas se muestra el indice BestKeeper calculado con tres genes después de
eliminar la pAct, Helicase, 18S rRNA and GH720838 y con dos genes después de eliminar la UBQ. n,
namero de genes; MG (Cq), la média geométrica de los Cq; SD (x Cq), desviacion estandar de los Cq;
CV (%Cq), coeficiente de variacion expresado como el porcentaje de los niveles de Cq; r, coeficiente de
correlacion de Pearson. En todos los casos P-valor <0.001

3.2.4.3. Analisis con qBase

La media del CV se calculd para las combinaciones de los genes de referencia que habian
sido recomendados por los dos algoritmos anteriores, en los distintos subgrupos de muestras. Cuando
todas las muestras se agruparon los valores medios del CV para los genes TUA1-TUA2 y TUAI-
TUA-UBQ fueron 0,18 y 0,26, respectivamente. Estos valores estuvieron dentro del rango de
CV<0,5 propuesto por Hellemans et al. 2007, como aceptable para los paneles de muestras
heterogéneas. Los valores de CV también fueron inferiores a 0,5 para la combinacién de genes
sugeridos para las muestras de diferentes estreses abioticos y resultados similares se obtuvieron para

TUA1-TUA2 (CV =0,11) en las diferentes etapas de desarrollo.
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En conclusion, las combinaciones de genes control recomendadas para los subgrupos de
muestras consistiran en la combinacion de los tres genes de referencia mas estable (TUA1, TUA2 y

UBQ) identificados por los diferentes métodos de analisis.

4. DISCUSION

La exactitud en la evaluacion de la expresion génica estd influenciada por la cantidad y calidad
del ARN de partida. La pureza y la integridad del ARN son elementos criticos para el éxito global de
los analisis basados en ARN. Utilizar ARN de baja calidad podria comprometer los resultados de las
aplicaciones posteriores las cuales son a menudo mas laboriosas, consumen mas tiempo y mas caras
(Raeymarkers, 1993; Imbeaud et al., 2005). Es preferible usar ARN de gran calidad como punto de
partida en estudios de biologia molecular.

Los métodos de extraccion de ARN que se usaron como el del borato soédico caliente (Wan y
Wilkins, 1994) y el Trizol aplicados a los tejidos de hojas de zulla produjeron un ARN de mala
calidad o fallaron en el rendimiento para ser utilizados en qPCR (Figura 1A). Esto puede deberse a
que el ARN se perdié al unirse con polisacaridos, polifenoles y otros componentes durante la
extraccion. Utilizando el protocolo descrito en este estudio, los valores y rangos de absorbancia
encontrados confirmaron que no habia contaminacion significativa con polisacaridos, polifenoles,
sales de tampon o proteinas. También se demostrd que el ARN extraido por este procedimiento era
apto para una correcta amplificacion en qPCR como se muestra en la Figura 2.B.

A pesar de que solo se realizaron pequefias modificaciones, éstas fueron clave para aislar el
ARN de alta calidad requerido. Las modificaciones del método que se presentan aqui incluyen un
mayor volumen de tampdn de extraccion y de acetato de sodio facilitando una mayor eliminacion de
polifenoles y polisacaridos que fueron los principales limitantes para la el aislamiento de ARN de
calidad de hojas de zulla. Las demas modificaciones también contribuyeron al éxito de este
procedimiento.

Este trabajo es la primera contribucion a la identificacion y evaluacion de genes de referencia
para ser utilizados en estudios de expresion génica en zulla, en particular, para analisis en qPCR.

La falta de secuencias de genes de H. coronarium en las bases de datos publicas nos llevo a
clonar los genes de la actina, tubulina, ubiquitina, helicasa y del factor de transcripcion GH720838,
siendo uno de los principales obstaculos detectados al comienzo de este trabajo.

La seleccion de los genes de referencia se hizo en funcién de su uso tradicional, como controles
internos en estudios de expresion en plantas (Huggett et al., 2005; Reid et al., 2006) y los nuevos

genes candidatos fueron seleccionados porque previamente en especies como Arabidopsis
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(Czechowski et al., 2005), Medicago (Kakar et al., 2008) o Pisum sativum (Die et al., 2010) habian
presentado una expresion estable.

Para determinar la estabilidad de la expresion génica y para seleccionar los mejores genes de
referencia bajo ciertas condiciones experimentales, se propusieron varios enfoques. Actualmente, no
hay un acuerdo sobre cual es el mejor método para evaluar la estabilidad de la expresion de los
genes, por lo tanto se utilizaron varios modelos estadisticos suponiendo que una comparacion con
diferentes algoritmos permitiria una mejor evaluacion (Tong et al., 2009).

El primer método utilizado fue geNORM, que ha sido descrito recientemente como uno de los
mejores métodos estadisticos para identificar genes expresados de forma estable en analisis de gPCR
(Gutierrez et al., 2008; Mario et al., 2008) y ademas, este algoritmo da el numero ideal de genes de
referencia, que deben ser incluidos en el FN. Para todos los subgrupos de muestras el geNORM,
identifico dos pares (TUA1/TUA2 y TUA1/UBQ) como los dos genes con la expresion mas estable.
La principal debilidad del algoritmo geNORM es su sensibilidad a la corregulacion, que tiende a
seleccionar los genes con el mas alto grado de similitud en su perfil de expresion (Andersen et al.,
2004) y por lo tanto, podria dar lugar a una eleccion errénea de los genes Optimos para normalizar.
Dentro del conjunto de genes evaluados, el par TUA1/TUA2 pertenecian a una misma familia de
genes, y por lo tanto susceptibles a la corregulacion. Para analizar, si en caso de haber corregulacion
de estos genes, ¢ésta influia en nuestros resultados, eliminamos alternativamente uno de ellos del
analisis y no se observo ninguna diferencia en estos. Esta prueba demostrd6 que en nuestras
condiciones la corregulacion no influia en la clasificacion de los genes de referencia mas estables
(Anexo II). Ademas, la posibilidad de que estos genes pudieran estar coregulados en este estudio era
poco probable, debido a que geNORM identifico a TUAT y UBQ como el par de genes que se
expresaban de manera mds estable en las muestras sometidas a diversos estreses abioticos (Figura
4.C). Con el fin de obtener resultados mas precisos, la estabilidad de la expresion de cada gen de
referencia también se evalué con BestKeeper. El ranking de los tres genes mas estables segun lo
revelado por el BestKeeper, fue idéntico al generado por geNORM. Por otra parte, cuando todas las
muestras se analizaron juntas, BestKeeper detectdé que los valores de correlacion del indice de los
tres genes (TUA1, TUA2 y UBQ) y el de TUA2 y TUA1 no eran tan similares como se esperaria si
existiese corregulacion (Tabla 3). De acuerdo con los resultados del software qBase, los valores de
los CV calculados para los genes expresados de forma mas estable, asi como para la combinacion de
estos genes, estaban dentro del rango aceptable, lo que ayud6 a garantizar la fiabilidad de los
resultados presentados en esta investigacion.

Los resultados obtenidos con los dos programas indicaron que TUA1, TUA2 y UBQ fueron los

genes que tuvieron la menor variacion en todas las condiciones experimentales evaluadas. Por otra
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parte, 18S rARN y BACT presentaron valores de variacion altos segin ambos programas, lo que
indicaba que la expresion de estos genes no era estable y no debian ser usados como controles
internos en estudios de expresion génica en nuestras condiciones experimentales. Se ha demostrado
en estudios con alamo (Brunner et al., 2004) que TUA y UBQ también mantenian una expresion
estable en diferentes tejidos, pero estos mismos se identificaron como controles internos inadecuados
para estudios de qPCR en varias etapas de desarrollo en Arabidopsis (Gutierrez et al., 2008). Por otra
parte, Nicot et al. 2005 demostraron que la ACT no seria el mejor gen para ser utilizado como
referencia durante varios tratamientos en la patata, y la escasa estabilidad de la subunidad ribosomal
18S, se evidencio en tejidos de jopo (Gonzalez-Verdejo et al., 2008) y en melocoton (Tong et al.,
2009).

Seglin lo calculado por ambos algoritmos en este estudio, GH720838 y helicasa presentaron
valores superiores de estabilidad que los dos genes de referencia tradicionales utilizados en varias
especies de plantas: BACT y 18S rARN (Yang et al., 2010; Kim et al., 2003). GH720838 y helicasa
se identificaron como nuevos genes de referencia en Arabidopsis y Pisum (Czechowski et al., 2005;
Die et al., 2010) a través de experimentos de qPCR. Asi, nuestros resultados mostraron que algunos
de los genes de referencia mas conocidos y utilizados, con frecuencia son inadecuados para su uso en
la normalizacion de datos en qPCR de tejidos de zulla y que no hay genes de referencia generales
para todas las especies vegetales.

Por lo tanto, el primer paso en los estudios de expresion génica es una validacion preliminar de
los genes de referencia en las condiciones experimentales especificas.

Se observaron algunas diferencias entre los analisis realizados por geNORM y BestKeeper en el
numero de genes propuestos para normalizar en nuestras condiciones experimentales. Cuando todas
las muestras se agruparon, la combinacion TUA1/TUA2 fue identificada por geNORM y BestKeeper
como la mejor combinacion de dos genes, y este tltimo también sugirid como mejor combinacion la
formada por tres genes, TUA1/TUA2/UBQ. Al analizar los resultados obtenidos con BestKeeper,
pudimos deducir que el indice de tres genes (TUA1/TUA2/UBQ) no introduciria mas variacion que
el indice de dos genes, ya que el valor de la SD en ambos casos fue de 0,28 y ademas, el CV de los
valores de Cq con tres genes fue menor que el de dos genes (TUA1/TUA2) (Tabla 3). Por lo tanto,
un indice de normalizacién ideal seria el formado por TUAI1/TUA2/UBQ. Estos resultados
concuerdan con Vandesompele et al. (2002), quienes propusieron un numero minimo de tres
controles internos como el nimero ideal de genes de referencia para normalizar.

En el subgrupo de las muestras sometidas a estréses abioticos, también se observaron diferencias
en los resultados segun el algoritmo utilizado. En este caso, los genes de referencia identificados por

geNORM fueron UBQ/TUA1, mientras que Bestkeeper identifico a TUA1/TUAZ2. En el caso de las
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muestras de diferentes etapas de desarrollo, los dos algoritmos dieron resultados similares

(TUA1/TUA2).
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1. INTRODUCCION

El desarrollo de variedades mejoradas de plantas se fundamenta en la disponibilidad y
aprovechamiento de la diversidad genética, en los criterios de seleccion de fuentes de germoplasma y en
el conocimiento y la aplicacion correcta de las metodologias de mejora (Marquez, 1988).

Como se indicd en la Introduccion, las especies cuyo modo de reproduccion es
predominantemente alogamo deben mantener altos niveles de heterosis, y asi se debera tener en cuenta
cuando se disefien los programas de mejora. Algunas especies son autocompatibles y por lo tanto pueden
ser autofecundadas; otras tienen autoincompatibilidad muy pronunciada. Existen también diferencias
pronunciadas en los efectos de la autofecundacion, que puede ser desde muy poca 0 ninguna
degeneracion en algunas plantas a producir efectos drasticos en otras. Como resultado de esta diversidad
entre las distintas especies, los métodos de mejora de plantas alogamas no se pueden agrupar tan
nitidamente como los métodos utilizados en las especies autdgamas. Los métodos mas importantes que
se aplican en las especies de fecundacion cruzada son la seleccion masal, retrocruzamiento, hibridacion
de lineas puras o de otra clase de material apto para formar variedades hibridas, seleccion recurrente y la
formacion de variedades sintéticas a partir de poblaciones seleccionadas.

La dificultad que presentan los cruzamientos dirigidos o hibridaciones de lineas de Hedysarum
coronarium L. y que en la Literatura se hace referencia a “Variedades Sintéticas” como método de
obtencion de variedades de zulla [Grimaldi (Boller et al., 2010), Moonbi y Wilpena (Lloyd, 2006)], fue
lo que llevd a plantear como objetivo el desarrollo de una nueva poblacion utilizando el método de
variedades sintéticas, aprovechando la aptitud combinatoria especifica y utilizando el criterio de alto
porcentaje de semilla blanda.

Las variedades sintéticas (VS) son variedades que se mantienen por semilla de polinizacién
abierta después de su sintesis por hibridacion en todas las combinaciones entre un nimero de genotipos
seleccionados (Allard, 1967). Los genotipos que se hibridan para producir una variedad sintética pueden
ser lineas puras, clones, poblaciones en las que se ha realizado seleccion masal u otros materiales. Estos
se polinizan libremente en aislamiento para evitar la llegada de polen extrafio, y se multiplican las
generaciones sucesivas asimismo en aislamiento. Se forma, pues, una nueva poblacion inexistente hasta
entonces, caracterizada por las lineas fundadoras y de cuyas caracteristicas podremos siempre estar
seguros ya que la podemos reproducir comercialmente idéntica a si misma sin mas que mezclar las

mismas lineas puras y repetir el proceso de multiplicaciéon en el mismo ambiente.
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Una VS se sinteriza con genotipos cuya aptitud combinatoria ha sido ensayada. So6lo los
genotipos que se combinan bien entre si en todas las combinaciones entran en la variedad sintética. Para
determinar la aptitud combinatoria de los diferentes genotipos pueden usarse muchos procedimientos
diferentes. Estos procedimientos varian desde la simple inspeccién visual buscando los caracteres muy
heredables, a los ensayos de rendimiento potencial como criterio primario de seleccion por los caracteres
complejos.

En este trabajo, el proceso desarrollado para obtener nuevas lineas de H. coronarium estables,
con un mayor porcentaje de semilla blanda y de mejores rendimientos de forraje adaptadas a nuevas
zonas productoras potenciales de Andalucia, comenzé con la seleccién de los parentales que producirian
la nueva linea de zulla. Los ecotipos Hc-3 y Hc-26 se seleccionaron por presentar una mayor proporcion
de semillas blandas, cualidad importante en esta especie, para reducir el coste de las semillas, y carécter
heredable segin manifestaron Miles et al. (1997) y Argel y Paton (1999). A continuacion estos ecotipos
se cruzaron libremente en aislamiento para evitar la llegada de polen extrafio, se multiplicaron y se

evaluaron para los caracteres de interés.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Criterios de Mejora

Para seleccionar las poblaciones a partir de las cuales se iniciaria el programa de mejora de esta
especie, se evaluaron algunos de los genotipos que formaban parte de nuestra coleccion de trabajo para
la proporciéon de semillas duras (semillas con la cubierta impermeable) y blandas. El desarrollo de
genotipos de semilla blanda es una de las caracteristicas buscadas por los investigadores australianos,
unos de los pioneros en el desarrollo de nuevos cultivares de zulla. Esta caracteristica permitiria sembrar
directamente las semillas sin descascarillar, lo que disminuiria el precio de estas y se eliminaria uno de
las mayores limitantes para la implantacion de esta especie.

Basandonos en el modo de reproduccion de H. coronarium se establecié un método de mejora
apropiado para especies predominantemente aldégamas que junto con la presion de seleccion de los

ambientes seleccionados determinaron la estructura genética de la nueva poblacion.
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2.2. Material Vegetal.

El material vegetal utilizado para evaluar la proporcién de semillas duras y blandas fueron 14
poblaciones de zulla que formaban parte de nuestra coleccion de trabajo (Hc-3, Hc-4, He-6, He-9, He-
10, Hc-11, He-12, He-13, He-14, He-15, He-16, He-26, He-30 y He-33) y tres variedades comerciales
(Carmen, Del Pais y Grimaldi) usadas como testigos. Los datos de pasaporte de las poblaciones
recolectadas se presentan en la Tabla 1 de Capitulo I (pagina 50). La poblacion Hc-26 fue recogida en la
finca experimental del IFAPA Centro “Las Torres-Tomejil”

Para el desarrollo de la nueva poblacion de zulla se seleccionaron los genotipos Hc-3 y Hc-26

por presentar una menor proporcion de semillas duras en el ensayo anterior.

2.3. Metodologia

2.3.1. Seleccion de lineas de semilla blanda.

Para la primera evaluacion, de cada poblacion/variedad de zulla se tomaron 10 individuos al azar
y de cada individuo 10 semillas para evaluar la germinacion tanto de semillas desnudas
(descascarilladas) como de semillas vestidas, segin un disefio completamente al azar con tres
repeticiones.

Las semillas desnudas y las vestidas se colocaron sobre papel de filtro humedecido con agua
destilada, en placas petri de 12x12 cm y se mantuvieron a una temperatura constante de germinacion de
15°C, y aun régimen de 12 horas luz y 12 horas noche (Ewing et al., 2006).

Paralelamente se contaron las semillas germinadas a los 4, 7 y 14 dias segun el criterio acordado

por la International Seed Testing Association.

2.3.2. Método de mejora

Para desarrollar la nueva poblacion de zulla, de las poblaciones 3 y 26 se tomaron trescientas
semillas, se esterilizaron en 3,5 % de hipoclorito sédico durante 10 minutos y luego se lavaron tres veces
con agua destilada estéril. En el mes de diciembre del 2007 las semillas se sembraron en bandejas de
alveolos de plastico flexible en el invernadero del IFAPA Centro “Alameda del Obispo”, obteniendo 104
y 167 plantulas por genotipo (Hc-26 y Hc-3, respectivamente) (Figura 1). En el mes de marzo del 2008
se trasplantaron 90 plantas de cada genotipo (Pg) a una parcela experimental de dimensiones 36x4 m,

formada por 5 surcos de 36 plantas. EI marco de plantacion utilizado fue de 1x1 m, disponiendo las
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plantas de forma que cada genotipo estuviera rodeado de plantas del otro genotipo, forzando asi el
cruzamiento entre las dos poblaciones (Figura 2).

Previamente se realizé la preparacion del terreno consistiendo en una labranza convencional y la
instalacion de riego por goteo en la parcela experimental con objeto de favorecer el cultivo y asi los
cruzamientos entre las dos lineas.

Figura 1: Plantulas de zulla germinadas en bandejas de alveolos de plastico en el invernadero

4 . Pnhlarién
. Pnhlaridn 26

36 m

|

A
A

4m

Figura 2: Marco de plantacion utilizado para formar la nueva poblacion de Hedysarum coronarium.
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A finales de junio de 2008 se llevo a cabo la recoleccion de las vainas haciéndose en todos los casos
separadamente planta a planta y posteriormente fueron trilladas en el laboratorio para obtener las
semillas. La produccion de semillas (g) de cada una de las plantas se presentan en el Anexo Il1.

Para el desarrollo de la nueva poblacion, se realiz6 una mezcla equilibrada de las semillas de las
plantas individuales de los genotipos recogidos en la campafia anterior, que tuvieron suficientes semillas
(3 g). De esta mezcla de semillas se formaron tres poblaciones iguales (P;) (150 g) para ser llevadas a
cultivo en condiciones de polinizacion abierta en presencia de polinizadores naturales en la campafia
2008/09. Cada una de estas poblaciones se sembro en tres localidades diferentes: (1) en Jerez de la
Frontera en la finca experimental del IFAPA Centro “Rancho de la Merced”, el 25 de noviembre de
2008 (2) en Carmona en la finca experimental del IFAPA Centro “Las Torres-Tomejil”, el 28 de
noviembre de 2008 y (3) en Cordoba en la finca experimental del IFAPA Centro “Alameda del Obispo”,
el 19 de diciembre de 2008. La dosis de siembra utilizada fue 35 kg/ha y el tamarfio de las parcelas de
10x4,2 m, formadas por 21 surcos separados entre si 0,2 m (Figura 3.A). Estas se establecieron en zonas

aisladas de cualquier otra fuente de polen de zulla para evitar la contaminacion (Figura 3.B).

Figura 3: Parcela de zulla establecida en el IFAPA Centro “Rancho de la Merced”. (A) Zulla en las
primeras etapas del estado vegetativo. (B) Zulla en floracién.

A finales de junio de 2009 se recolectaron las vainas sin seleccion alguna de la parcela situada en
la localidad de Jerez (Cadiz). Las parcelas establecidas en las otras dos localidades se malograron,

omitiéndolas del ensayo. En la localidad de Cdrdoba las elevadas precipitaciones registradas en los
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meses posteriores a su establecimiento y en la localidad de Carmona (Sevilla) las precipitaciones junto a
factores edaficos, repercutieron notoriamente en la buena implantacion del cultivo confluyendo en la
perdida de éste.

Una vez el material recogido, se procedié al trillado de sus vainas para la obtencion de las
semillas de la nueva poblacion (P,) y se almacenaron hasta su uso en la campafia siguiente.

En la campaiia 2009/10 la nueva poblacion obtenida fue evaluada para estudiar la proporcién de
semillas blandas, criterio de mejora adoptado para la eleccién de los parentales de la Py y su potencial
como planta forrajera en la localidad de Jerez. Para determinar la cantidad de semillas blandas se
tomaron 200 semillas descascarilladas de la P,y el procedimiento utilizado fue el descrito anteriormente.
Los ensayos comparativos de produccion se establecieron junto a otras poblaciones de zulla recolectadas
en la provincia de Cédiz y Sicilia (Italia) y variedades comerciales como testigos de rendimiento. La
evaluacion de estos ensayos se estudio en el Capitulo 11.

Ademas en esta campafa se establecidé una parcela con P, para avanzar en la generacion. Las
dimensiones de la parcela fueron de 40x15 m vy se utilizaron 25 kg/ha como dosis de siembra. Como en
los casos anteriores la parcela se situd en una zona aislada para evitar posibles contaminaciones y en una
zona alta para impedir los posibles problemas de encharcamiento que pudieran provocar las elevadas
precipitaciones. En junio de 2010 se procedidé a la recoleccion de las vainas, trillado y posterior
acondicionamiento de las semillas (P3) para su uso en la campafa siguiente.

En la campafia 2010/11, se volvio a evaluar uno de los ensayos comparativos establecidos en la
campafa anterior, correspondiendo éste al segundo afio del cultivo. También se establecié una parcela
de multiplicacion con las semillas P3 para seguir avanzando en la generacion. La recoleccion de esta
parcela se realizd en junio de 2011. Las vainas fueron trilladas para la obtencion de las semillas (P4) y se
acondicionaron para su uso en afos posteriores.

El régimen de precipitacion y temperatura media de cada uno de los afios agricolas se recogen en
el Anexo IV.

El esquema seguido en el desarrollo de la nueva poblacion de zulla es el que se muestra en la
Figura 4.
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Figura 4: Esquema seguido en el desarrollo de la nueva poblacién de zulla
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2.4. Analisis estadisticos
Con los datos de germinacion obtenidos a los 4, 7 y 14 dias, se realizé el analisis de la varianza
segun el disefio anteriormente expuesto y la comparacion de medias entre poblaciones se estudid

mediante el método de la minima diferencia significativa (M.D.S.) al nivel de significacion P< 0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Seleccién de poblaciones de mayor proporcion de semilla blanda y de germinacién de semilla
vestida.

En la Tabla 1 se muestran los valores medios obtenidos para el porcentaje de geminacion tanto
de semillas descascarilladas como sin descascarillar de las distintas poblaciones/variedades ensayadas.

Los resultados mostraron diferencias significativas entre las poblaciones para la germinacion a
los cuatro, siete y catorce dias. En el ensayo con la semilla descascarillada, se identificaron cuatro
poblaciones (Hc-3, Hc-6, Hc-26 y Hc-30) con altos valores medios de germinacion, valores muy
superiores al resto de poblaciones evaluadas y similares a los obtenidos en las variedades comerciales,
que las sitla ventajosamente sobre los demas genotipos por su mayor adaptacion en sus entornos
especificos. Sin embargo, en el ensayo realizado con la semilla sin descascarillar, los valores medios
obtenidos son muy reducidos, alcanzado solamente la poblacion Hc-26 valores en torno al 7%, valor que
casi dobla a los obtenidos por las variedades comerciales (Tabla 1). La Hc-3 también presenté valores
elevados de germinacion en torno al 5 %, superior al resto de poblaciones/variedades evaluadas (Tabla
1).
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Tabla 1: Valores medios de germinacion de semillas descascarilladas y sin descascarillar de
diferentes poblaciones/variedades de Hedysarum coronarium L.

N ] Semillas descascarilladas Semillas sin descascarillar
Poblacion/variedad

(% germinacion) (% germinacion)

4 dias 7dias 14 dias 4 dias 7dias 14 dias
Hc-3 21,3+3,9 23438 24,3+4,1 23+12 46121 53+21
Hc-4 0,6£0,4 2,609 7,6+1,6 0+0 0,3+0,3 1,3+0,6
Hc-6 8+25  10+25 24+2,6 0+0 0,3+0,3 0,3+0,3
Hc-9 0,6£0,4  3+0,9 5+1,4 0+0 0,3£0,3 1,3+0,6
Hc-10 3,3£0,9 4,6+1,04 9,6+15 0+0 0£0 0,6+0,6
Hc-11 2+0,7 4,3+12 11+18 0,3+0,3 0,604 1405
Hc-12 0+0 2,310,9 6,6+1,6 0+0 0,3+0,3 0,3+0,3
Hc-13 0,6£0,4 5x11 16,324  0+0 0,3+0,3 0,6+0,4
Hc-14 0+0 2,6+09 8,3+15 0,3t0,3 1,3+0,6 1,3+0,6
Hc-15 6+1,4 83+16 126+18 1+05 3,3+0,9 3,6%+1,0
Hc-16 5+1,5 6+1,7 8+2 1,6+0,6  2+0,7 3,6+1,0
Hc-26 19434 26,3£3,8 3139  1+0,7 53+16 7,6%18
Hc-30 18,3+4,5 20+4,8 21,351 1,6+0,8 2+0,8 2,6%0,9
Hc-33 4+12 53+14 73+18 0,3+0,3 0,604 0,6+04
Del Pais cv. 10,3+2,4 22,3+3,1 30,6+3,0 0,3+0,3 3,3+0,8 4,3+1,0
Grimaldi cv. 16,3+2,8 24,3£3,2 28,6+34 0,6+0,4 3,3+1,1 4311
Carmen cv. 15416 21422 22,3+2,3 010 3,611,3  4+1;3
M.D.S. (5 %) 5,8 6,5 7,0 2,2 3,6 4,1

Nota: MDS: minima diferencia significativa al nivel de significacion p< 0,05.

A partir de los resultados obtenidos seleccionamos las poblaciones 3 y 26 para desarrollar la

nueva poblacion de H. coronarium.

3.2. Resultados del proceso de desarrollo de la nueva poblacion
En la primera campafia la produccion de semillas obtenidas por cada una de las plantas de los
genotipos 3 y 26 se presentan en el Anexo Ill. En la Tabla 2 se muestran las semillas totales obtenidas

por las dos poblaciones, mostrando la Hc-26 el 66 % mas de produccion que la He-3.
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Tabla 2: Produccion de semilla (g) de las poblaciones 26 y 3 en la campafia 2007/08

Poblacién Produccidn de semilla (g)
Hc-26 2.389,3
Hc-3 904,8

Al mezclar un ndmero igual de semillas de cada una de las plantas individuales de las
poblaciones 3 y 26, obtuvimos la P; formada por 450 g de semillas. Esta poblacion la dividimos en tres
partes iguales de 150 g y establecimos una parcela por localidad en tres ambientes diferentes.

En la campafia 2008/09 se recolect6 la produccion de la parcela situada en Jerez obteniendo un
total de 2 kg de semillas. Estas semillas fueron las que formaron la P, (denominada Cérdoba) la cual se
incluyd en ensayos comparativos de produccion con otras poblaciones y variedades de zulla y ademas se
le evalud el porcentaje de semillas blandas. En la Tabla 3, se muestran los valores medios de

germinacion obtenidos a los 4, 7 y 14 dias, observandose porcentajes muy elevados del 71 %.

Tabla 3: Valores medios de germinacion de semillas descascarilladas de la linea Cérdoba.

Linea Semillas descascarilladas (% germinacion)

4 dias 7 dias 14 dias
Cordoba 56,5%3,85 63,5+3,42 71+3,15

En la Tabla 1 y 4 del Capitulo Il, se presentan los valores medios de produccion (2009/10 y
2010/11) obtenidos por la linea Cérdoba en comparacion con las variedades Del Pais y Carmen y con
poblaciones espontaneas recolectadas en la zona de Andalucia Occidental.

En el primer afio del cultivo, una de las variedades testigo, el Carmen cv. dio unas producciones
medias de 28.394 kg/ha y 2.855,9 kg/ha de forraje verde (FV) y rendimiento de materia seca (RMS)
respectivamente, inferiores a las obtenidas por la linea Cordoba (30.278 kg FV/ha 'y 3.093,3 kg MS/ha).
En cambio, la variedad Del Pais mostrd unas producciones de FV y RMS en torno al 23,26 y 21 %
superiores. Comparada con las poblaciones de zulla espontaneas, los valores de produccién obtenidos

por la linea Cordoba fueron de los mayores (Tabla 1, Capitulo 1)
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En el segundo afo del ensayo los resultados no mostraron diferencias significativas para la
produccién de FV y RMS en las poblaciones evaluadas. A pesar de esto, la linea Cérdoba fue la que
obtuvo una mayor produccion 44.782 kg FV/ha y 4.578 kg MS/ha, incluso superior a la de los testigos
Carmen (34.478 kg FV/ha 'y 3.622 kg MS/ha) y Del Pais (36.470 kg FV/hay 3.861 kg MS/ha).

En un segundo ensayo establecido en dos ambientes diferentes, Palermo (Sicilia) y Jerez (Cadiz),
también se incluyo la linea Cordoba para evaluar su potencial como forrajera y compararla con
poblaciones sicilianas. El estudio detallado de este ensayo se muestra en el Capitulo II.

En este caso, en las condiciones de Jerez, la linea Cérdoba junto con las variedades comerciales
Carmen y Grimaldi formaron el grupo de mayor produccién de forraje verde, siendo superior a la
variedad S. Omero y a las poblaciones Gangi y Hc-11. Para el RMS, después de las variedades Carmen
y Grimaldi fue la que mas produjo (Figura 5y 6 del Capitulo II).

En las condiciones de Palermo, formo parte del grupo de mayor produccion de FV junto a las

variedades comerciales y para kg MS/ha fue la que més produjo (Figura 5y 6 del Capitulo I1).

4. DISCUSION

Una de las nuevas lineas de investigacion desarrolladas en Australia Occidental en la especie
Hedysarum coronarium L. es la destinada a la obtencion de genotipos de semilla blanda, los cuales no
necesitarian descascarillado y contribuirian a reducir el coste de las semillas (Moore et al., 2006).
Aunque la dureza de las semillas puede estar influenciada por las condiciones ambientales, por ejemplo
el estrés hidrico y en el caso de las semillas de zulla por diversos “mecanismos” (fisicos y quimicos) de
dormancia que evitan su germinacion masiva (San Miguel, 2007), también se ha sefialado que es un
caracter heredable no pudiéndose excluir el efecto de variaciones genéticas intraespecificas, ya que se ha
mostrado que existen evidencias relativas a caracteres cuantitativos, entre los cuales se menciona la
dureza de las semillas (Miles et al., 1997; Argel y Paton, 1999).

Normalmente la zulla convencional produce un alta cantidad de semillas duras, semillas con la
cubierta impermeable, que son capaces de sobrevivir campafias de cultivo especialmente en ambientes
caracterizados por lluvias imprevisibles en cantidad y distribucién, logrando la persistencia de la
leguminosa en condiciones silvestres (Taylor y Ewing, 1988; Sulas et al., 1999). Bajo condiciones de
domesticacion y para su uso como planta forrajera, esta cualidad no es deseable, obligando al agricultor

a aumentar la dosis de siembra hasta valores exagerados, con objeto de asegurar una minima nascencia e

171



Mejora genética de Hedysarum coronarium I.

implantacion en el terreno. A esto se une la necesidad de extraer las semillas de las vainas y
escarificarlas para una mayor germinacion. La dificultad del descascarado de la zulla incide en la cuasi
obligacion del agricultor a comprar la semilla, ya que no puede por cuestiones técnicas realizar dicha
operacion en su explotacion, teniendo que pagar un alto precio por las semillas. Desarrollar genotipos
con niveles muy bajos de semillas duras en las vainas evitaria la necesidad del descascarado y la
escarificacion, permitiendo la siembra directa de las vainas. Esta estrategia ha sido muy eficaz en
serradela rosada (Ornitophus sativus) siendo una de las principales razones de la rapida y generalizada
aceptacion de este cultivo como especie forrajera.

Por lo tanto un primer objetivo a la hora de hacer mejora en la especie para su uso como planta
productora de forraje sera el de seleccionar genotipos con alta proporcién de semilla blanda, facilmente
germinable, dando un paso mas si se consiguen lineas de alto valor de germinacion con semilla sin
descascarillar.

Con estas premisas, se plante6 evaluar en las poblaciones silvestres recolectadas, la proporcion
de semillas blandas y duras, estudiando su germinacion con las semillas descascarilladas y sin
descascarillar (con vaina). El fin ualtimo fue seleccionar aquellos genotipos con alto valor de
germinacion, lo cual implicaba una mayor proporcion de semillas blandas producidas, para ser
incorporados en el programa de mejora de la especie.

Los resultados obtenidos identificaron a las poblaciones 3 y 26 con la mayor proporcion de
semillas blandas y fueron incluidas en el programa de mejora para el desarrollo de una nueva poblacion
de zulla.

Los ensayos comparativos llevados a cabo en la localidad de Jerez demuestran que la nueva
poblacién de zulla desarrollada durante esta Tesis, es similar a las poblaciones actuales o superior, en
diversos aspectos. Se pone de manifiesto, por tanto, que la flora espontanea o cultivada local o nacional
tiene, para el proceso de seleccién y mejora de las especies pratenses y forrajeras, una importancia
capital. Debe prestarsele, por esta razon, la maxima atencion.

Por otra parte, la evaluacion llevada a cabo en la P, para determinar la proporcion de semillas
blandas, uno de los caracteres de interés buscado en esta nueva linea, también nos mostré su
superioridad en este aspecto. La germinacion que presento fue muy superior al resto de las poblaciones
de zulla evaluadas en el ensayo anterior e incluso a los parentales Hc-3 y Hc-26 que fueron

seleccionados para desarrollar esta linea (Tabla 1 y 3). La germinacion de los parentales (Hc-3 y Hc-26)
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a los catorce dias fue de 24,3 y 31 % respectivamente, habiéndose conseguido casi triplicar este aspecto
en la linea Cordoba.

Hasta la fecha se ha obtenido una poblacion de zulla muy prometedora y se espera seguir con el
programa de mejora de la especie, en los proximos afos, hasta llegar a alcanzar poblaciones
perfectamente adaptada a las condiciones de Jerez que puedan dar las méximas producciones de forraje
de la mejor calidad.
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Conclusiones

According to the agronomic and genetic diversity studies, and breeding in Hedysarum coronarium L.
carried out in order to (i) optimize their harvesting regimes, (ii) select plant materials, (iii) develop new
lines and, (iv) set the molecular basis for gene expression studies, the following conclusions can be

reached:

1. The present study documented large phenotypic variability among Andalusian wild populations
of H. coronarium. From a breeding point of view, the observed diversity could be a great
advantage when searching for H. coronarium material to exploit different potential uses in semi-

arid Mediterranean environments.

2. According to the position of the accessions in the plane of principal components 1 and 2, three
groups were established. The first group including commercial varieties and natural ecotypes was
characterized by a high yield due to highest vegetative features. The second group presented
intermediate characteristics and may be used for forage or pasture. Finally, the third one would

be selected for grazing due to smaller plant size of the entries

3. The potential of H. coronarium as a fodder plant with production exceeding 3.800 kg dry
matter/ha in Andalusia, indicates that it might be a species to be included in the alternative

culture of our dryland.

4. Crop management cannot be generalized because the results showed that the ideal harvest date

depends on the genotype and the environment in which crop is developed.

5. There is evidence that H. coronarium induces the germination of the parasitic plant Orobanche
crenata and allows the development of their nodules. Therefore, sulla can be considered a host of

this parasitic plant.

6. Content of condensed tannins in H. coronarium showed significant differences among genotypes
and individuals within the same genotype. This reflects a significant degree of variability in the
material studied that would allow a priori identification of genotypes of interest for future

breeding programs in the species.
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7. A set of different reference genes is provided for their use as reference standards to normalize
gene expression data from different stresses in H. coronarium. These internal standards can be

used in expression studies of different traits and different experimental conditions in the species.
8. The population of H. coronarium developed so far is very promising. The breeding program will

continue over the next years to obtain populations well-adapted to Jerez conditions that could

give maximum production of forage quality.
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ANEXO I: Valores de Cq de los diferentes genes de referencia en diferentes tejidos y media y
desviacion estandar (SD) de todos los tejidos

Muestra PAct TUAI TUA2 UBQ Helicasa 18§ GH720838
1 23,1 2351 23,65 25,7 30,73 19,32 26,86
2 27,82 22,76 22,71 2468 2855 21,11 30,14
3 31,08 23,02 22,87 25,6 27,28 20,5 29,84
4 29,72 22,61 22,46 2357 26,36 20,32 27,83
5 25,84 23,02 2491 2495 2534 15,05 26,16
6 24,65 23,20 22,78 2480 2484 1593 29,15
7 31,03 23,09 2283 2529 2441 @ 26,47 28,47
8 23,97 23,08 22,62 2498 2283 22,90 26,49
9 26,31 22,53 22,52 2574 25,66 17,02 26,97
10 28,41 23,7 2288 2447 2331 22,37 26,26
11 28,47 22,94 2250 2490 2426 21,73 27,07
12 30,78 23,33 22,89 2472 2413 21,34 27,63
13 22,52 2331 2242 2435 28,73 21,07 26,68
14 27,80 2294 22,76 2437 30,26 16,71 29,41
15 30,09 2262 2242 2381 27,00 24,96 31,16
16 29,23 2254 2236 23,86 26,01 23,89 27,42
17 25,59 2357 2347 25,18 2551 20,28 25,68
18 25,04 23,14 22,82 24,82 24,6 16,44 28,78
19 31,35 23,30 23,02 2537 2438 23,82 28,17
20 24,26 22,85 2280 2552 2486 20,86 26,20
21 26,17 2258 2235 2545 2570 17,39 26,23
22 28,24 23,36 22,76 2396 2428 21,92 26,63
23 28,22 23,16 22,64 2486 2442 21,60 27,55
24 29,97 2259 2251 2395 2365 23,65 26,72
Valores

médios Cq 27,49 23,03 2283 24,79 2571 20,69 27,65
SD 2,68 0,34 0,54 0,63 2,09 3,00 1,45

Condiciones de estreses usadas en el analisis de expresion génica: (1) hojas sin tratamiento
hormonal; (2) hojas con tratamiento hormonal; (3) raices sin tratamiento hormonal; (4) raices
con tratamiento hormonal; (5) hojas sin tratamiento osmotico; (6) hojas con tratamiento
osmotico; (7) raices sin tratamiento osmotica; (8) raices con tratamiento osmdtica; (9,12)
controles de hojas y raices; (10, 11) controles de cotiledones y radiculas; (13-24) repeticiones
biologicas de las muestras.
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Average expression stability (M)

ANEXO II: Valores médios de la estabilidad de la expresion ,M, de los genes de referencia

cuando eliminamos alternativamente la TUA1 6 TUA2 (susceptibles a la corregulacion) del
analisis.
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ANEXO III : Semillas producidas (g) por cada una de las plantas recogidas en junio del 2008

Poblacion Individuo Pmdl}ccmn de Poblacion Individuo Pmdl}ccmn de
semillas (g) semillas (g)

26 1 7,4 26 43 41,8
26 2 68,8 26 44 4,2
26 3 12 26 45 334
26 4 23,3 26 46 34,1
26 5 154 26 47 15,8
26 6 3,7 26 48 6,8
26 7 3,7 26 49 29,5
26 8 1,7 26 50 29
26 9 52 26 51 44,5
26 10 6,6 26 52 23,3
26 11 26,6 26 53 20,6
26 12 18 26 54 30
26 13 54,6 26 55 80,3
26 14 16,4 26 56 28,8
26 15 33,5 26 57 36,6
26 16 40,2 26 58 27
26 17 18,8 26 59 30,1
26 18 31,4 26 60 2,1
26 19 31,8 26 61 30,2
26 20 40,7 26 62 48,3
26 21 23,4 26 63 32,4
26 22 60,5 26 64 41,3
26 23 25,9 26 65 44,8
26 24 2 26 66 32,8
26 25 57,6 26 67 14
26 26 16,2 26 68 47,5
26 27 1,5 26 69 82,8
26 28 48,5 26 70 58
26 29 18,8 26 71 17,7
26 30 38,9 26 72 26,6
26 31 30,9 26 73 54
26 32 25,1 26 74 53,8
26 33 51 26 75 42,6
26 34 10,9 26 76 42,9
26 35 38,5 26 7 29,7
26 36 38,8 26 78 44,5
26 37 4,8 26 79 31,9
26 38 41,7 26 80 4,1
26 39 45,7 26 81 21,4
26 40 12,9 26 82 31,5
26 41 21 26 83 3,5
26 42 14,6 26 84 32,6
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Poblacién Individuo ~ Froduccionde iy cion Individuo ! roduccion de

semilla (g) semilla (g)
3 1 3,8 3 46 34
3 2 1,3 3 47 3,4
3 3 9,4 3 48 6,5
3 4 25,7 3 49 351
3 5 13,5 3 50 14,5
3 6 3,9 3 51 14,9
3 7 16,3 3 52 7,8
3 8 10,1 3 53 10,5
3 9 10,9 3 54 7,5
3 10 13,2 3 55 2,9
3 11 30,5 3 56 7,6
3 12 16,8 3 57 3,4
3 13 8,5 3 58 6,6
3 14 10,3 3 59 11,1
3 15 24,7 3 60 154
3 16 15,8 3 61 6
3 17 12,5 3 62 28
3 18 6 3 63 5,2
3 19 12,7 3 64 16,5
3 20 33 3 65 20
3 21 31 3 66 98
3 22 111 3 67 13,6
3 23 2,4 3 68 36,4
3 24 16,2 3 69 16,3
3 25 4,2 3 70 45
3 26 5 3 71 0,5
3 27 39,4 3 72 44
3 28 12,3 3 73 7,6
3 29 9,2 3 74 12,8
3 30 43 3 75 22,1
3 31 3 3 76 7
3 32 4 3 77 1,7
3 33 7 3 78 44
3 34 2,5 3 79 3,4
3 35 4,2 3 80 0,8
3 36 15,3 3 81 4.2
3 37 4 3 82 17,7
3 38 11,3 3 83 14,2
3 39 14,6 3 84 10,9
3 40 13,5 3 85 0,9
3 41 47 3 86 9
3 42 1,3 3 87 2,3
3 43 54 3 88 1
3 44 13,7 3 89 9,9
3 45 6,2
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ANEXO 1V: Tablas de temperaturas medias y precipitaciones

IFAPA Centro “Alameda del Obispo” (Cérdoba) campaiia 2007/08

o T? media Precipitaciones
Ano Mes p

(W9) (mm)
Septiembre 23,65 24,2
2007 Octu-bre 17,95 32,4
Noviembre 11,04 105,2
Diciembre 8,32 27,4
Enero 9,44 69
Febrero 11,83 72,1
Marzo 12,61 9,4
2008  Abril 15,37 194,8
Mayo 17,51 55,8
Junio 24,7 7,4
Julio 27,1 22,2
Media de las T? 16,32
Precipitaciones totales 619,90

IFAPA Centro “Alameda del Obispo” (Cordoba) campaiia 2008/09

o T? media Precipitaciones
Ano Mes P

(W9) (mm)
Septiembre 22,03 73
2008 Octubre 17,86 54
Noviembre 9,89 41
Diciembre 7,42 49
Enero 7,89 69,6
Febrero 9,89 82,3
Marzo 13,44 97,2
2009 Abril 14,52 30,2
Mayo 20,08 52
Junio 24,85 7
Julio 27,63 1
Media de la T 15,95
Precipitaciones totales 509,5
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IFAPA Centro “Las Torres-Tomejil” (Carmona) campaiia 2008/09

T* media  Precipitaciones

Ano Mes °C) (mm)
Septiembre 22,16 46,6
2008 Octubre 18,4 53,6
Noviembre 11,02 8,6
Diciembre 8,75 38
Enero 9,03 43,2
Febrero 10,83 81,2
Marzo 14,79 38,4
2009 Abril 15,34 22,8
Mayo 20,66 7,6
Junio 24,92 14,2
Julio 27,39 0
Media de la T? 16,66
Precipitaciones totales 354,2

IFAPA Centro “Rancho de 1a Merced” (Jerez de la Frontera) campaiia 2008/09

T? media Precipitaciones

Aiio Mes ¢C) (mm)
Septiembre 21,89 84,4
2008 Octubre 18,15 170
Noviembre 11,88 58,8
Diciembre 10,15 70,2
Enero 9,71 77,8
Febrero 11,58 93,4
Marzo 14,71 47,8
2009 Abril 14,63 79,8
Mayo 19,34 9,6
Junio 23,14 0,6
Julio 25,06 0,4
Media de la T? 16,39
Precipitaciones totales 692,8
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IFAPA Centro “Rancho de 1a Merced” (Jerez de la Frontera) campaia 2010/11

~ T* media  Precipitaciones
Aiio Mes C) (mm)
Septiembre 23,78 14,6
2010 Octubre 18,15 73
Noviembre 13,43 97,8
Diciembre 13,4 1424
Enero 11,61 60,2
Febrero 11,6 75
2011 Marzo 13,76 111,8
Abril 18,43 0,5
Mayo 20,2 6,4
Junio 22,45 0,4
Media de la T® 16,68
Precipitaciones totales 4341
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La Tesis Doctoral de Diia. Eva Maria Cordoba Jiménez se ha llevado a cabo en
el IFAPA Centro Alameda del Obispo de Cordoba, en las Areas de Produccion Agraria
y de Mejora y Biotecnologia de Cultivos. Durante el desarrollo de la presente Tesis
Doctoral, la doctoranda no solo ha superado ampliamente los objetivos planteados al
comienzo de la misma, sino que ha desarrollado y validado técnicas experimentales de
una gran utilidad para el grupo de investigacion, que le han permitido obtener resultados
muy relevantes, que en un futuro cercano quedaran patentes en varias publicaciones con
factor de impacto. Concretamente como fruto del trabajo de la doctoranda ya han sido
publicados dos trabajos, uno en la revista Plant Disease, y otro en Analytical

Biochemistry.

Cordoba, E., Gonzélez-Verdejo, C. 1., Die, J.,, Roman, B., and Nadal, S., 2008.
First report of Orobanche crenata on sulla (Hedysarum coronarium L.) in Andalusia,
Southern Spain. Plant Disease, 92 (12): 1709. FI: 1.874 Q2 (Plant Sciences)

Cordoba, E.M., Die, J.V., Gonzélez-Verdejo, C.I., Nadal, S., Roman, B, 2011.
Selection of reference genes in Hedysarum coronarium under various stresses and
stages of development. Analytical Biochemistry, 409: 236-243. FI: en 2009 el factor de
impacto fue de 3.328 Q1 (Chemistry, Analytical)



Ademas el trabajo realizado permitira, en la medida de lo posible, la publicacion
de 3 articulos cientificos més, que actualmente se encuentran en distinto estado de
desarrollo.

Por Gltimo, la doctoranda ha presentado sus resultados en diferentes congresos

nacionales (3) e internacionales (1), jornadas técnicas (1) y visitas de campo (1).

Por todo ello, se autoriza la presentacion de la tesis doctoral.

Cordoba, 3 de septiembre de 2011

Firma de los directores
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Fdo.: José Ignacio Cubero Salmeron Fdo. (Salvador Nadal Moyano



