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RESUMEN

Los cereales actualmente cultivados proceden de la domesticacion,
ocurrida hace varios milenios de especies silvestres; siendo el maiz, el arroz, el
trigo, la cebada, la avena y el centeno los vegetales principales que sustentan la
alimentacion humana. Todos estos cereales guardan entre si una relacion
filogenética méas o menos proxima, asi como con otras especies de la familia de
las Poaceae, entre las que se incluye el género Brachypodium del que forman

parte las especies B. distachyon, B. staceiy B. hybridum.

Desde hace algo més de una década, se ha propuesto a B. distachyon
como especie modelo de los cereales de climas templados, ya que presenta
unas caracteristicas especiales como son: un ciclo de vida corto y facilidad de
cultivo, reproducciéon principalmente autbégama, posibilidad de transformacion
genética y un genoma pequeno, lo que ha permitido abordar su secuenciacion
con relativa facilidad. Con todo ello, se ha abierto un amplio abanico de
posibilidades para la identificacion de genes de interés agronémico, en los

cereales cultivados de mayor importancia econémica.

Por otra parte, Brachypodium es capaz de implantarse en suelos pobres
y alterados, por lo que se estéa utilizando como cubierta vegetal, para proteger
el suelo de la erosién en cultivos lefiosos como el olivo y el almendro. En este
sentido, gracias a trabajos conjuntos con el INIA, IFAPA y la empresa de
semillas Agrosa S.A, se han obtenido dos variedades comerciales ('Zulema’ e
‘Ibros’), a partir de la seleccion de poblaciones silvestres inducidas a

domesticacion.

En el presente trabajo, se han utilizado tres especies de Brachypodium
recientemente clasificadas y denominadas: B. distachyon, B. stacei y B.
hybridum, en las que se ha llevado a cabo un estudio de diversidad, selecciény
domesticacion a partir de poblaciones silvestres. Desde hace mas de 10 afos,
investigadores del Departamento de Medio Ambiente del Instituto Nacional de
Investigacion 'y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA), han hecho
expediciones a lo largo de la Peninsula lbérica, para recolectar poblaciones

naturales de especies de gramineas, entre las que se encuentran las del género



Brachypodium. A partir de éstas se ha iniciado un proceso de selecciéon y
cultivo anual en la Finca ‘La Canaleja’ en Alcald de Henares. El objetivo
principal ha sido la obtencidon de lineas homogéneas en cuanto a porte,
precocidad y produccién, para que pudiesen ser empleadas como cubiertas
vegetales vivas en suelos de secano. De la coleccién conseguida, se han
seleccionado 13 poblaciones en proceso de domesticacién y 13 poblaciones

silvestres, con diferente origen geografico, de las que derivan.

Para detectar los cambios morfolégicos producidos entre las
poblaciones naturales y sus lineas derivadas sometidas a presion de cultivo y
seleccion, se utilizaron 18 descriptores agromorfoldgicos. Se han observado
cambios caracteristicos de los procesos de domesticacion en las especies
vegetales, como son: el incremento del tamafio de las plantas y de las semillas.
En algunos casos en las poblaciones inducidas a domesticacion el incremento
de altura en la etapa de maduracién, alcanza valores que superan los 25,2 cm
de altura, respecto a las poblaciones silvestres de las que deriban. En algunas
poblaciones en proceso de domesticacion, se ha observado la disminucién en

los dias de desarrollo.

El estudio agromorfolégico se ha completado con el anélisis de
marcadores moleculares de tipo intermicrosatélite (ISSR) y microsatélite (SSR).
Asi, el empleo de 16 cebadores para la amplificacion por PCR de ISSR, ha
posibilitado la identificacion 2.378 fragmentos polimérficos, en un conjunto de
26 poblaciones (13 silvestres + 13 derivadas). Mediante 11 parejas de
cebadores para la amplificaciéon por PCR de SSR, en 10 poblaciones (5 silvestres

+ 5 derivadas) se han podido detectar 42 loci polimérficos.

El estudio comparado de las poblaciones silvestres y las lineas derivadas
de ellas, ha revelado una pérdida general de diversidad en las lineas en
proceso de domesticacién. En especial para las parejas de las poblaciones
326F y S-401 (B. hybridum) y 129F — S-513 (B. satacei). No obstante, en algunos
casos se ha podido identificar algin marcador de tipo ISSR y SSR en las lineas
derivadas que no se detectaron en las poblaciones silvestres de origen,
probablemente debido a que la baja frecuencia de los mismos en estas

poblaciones impidié su deteccién.



En los anélisis de marcadores SSR, las poblaciones de B. hybridum
presentaron un 25% de alelos SSR excusivos mientras que las poblaciones de B.

distachyony B. stacei presentaron un 11.1% de alelos Unicos.

Por otra parte los anélisis de marcadores ISSR, revelaron diferencias
entre ejemplares silvestres con sus respectivas lineas derivadas en B.
distachyon, de entre 11 y 25 fragmentos. En B. stacei se presentaron 11

fragmentos no compartidos y en B. hybridum entre 21 a 29 fragmentos.

Los resultados presentados sirven para avanzar en el conocimiento de la
variacién agromorfolégica y molecular en Brachypodium, como respuesta a la
seleccion y domesticacién. Asi mismo, los resultados obtenidos en el presente
trabajo, y debido a la proximidad evolutiva de Brachypodium con los cereales
cultivados de la familia Poaceae, podrian servir de base para el estudio de la
domesticacion en estas especies que, aunque tienen un gran interés
econémico, sus genomas son mucho mas grandes y complejos, lo que supone

una barrera para los anélisis genéticos.

Por ultimo, hay que resaltar el potencial de Brachypodium para la
obtencién de cubiertas vegetales vivas, en la proteccién de cultivos lefosos
como son los olivares, y que tienen una gran importancia econémica en
Espafia. Asi, de las tres especies analizadas, B. staceiy B. hybridum presentan
mayor tamafio y tienen habito semipostrado lo que produce una mayor
densidad de cobertura del terreno, y, dado que son especies con una amplia
distribucion geogréfica pueden presentar una mayor capacidad de adaptacion
a diversas zonas. Por otra parte, B. distachyon tiene una distribucion geogréfica
mas restringida y su capacidad para cubrir el suelo es menor, por lo que seria
necesaria una densidad de siembra mas alta que en el caso de las otras dos

especies.






SUMMARY

The cereals currently produced come from the domestication that
occurred over various millennium from wild species; being corn, rice, wheat,
barley, oat and rye the principal grains that sustain the human food supply. All
of these grains present a close phylogenetic relationship as with other species
of the Poaceae family, including the genus Brachypodium in which are included
the species B. distachyon, B. stacei and B. hybridum.

For more than a decade, B. distachyon has been proposed as a model
specie of temperate climate cereals since it possesses special characteristics
such as a short life cycle, ease of harvest, principal self reproduction, and a
small genome which has permitted its complete sequencing. With this, an
elevated number of possibilities has been opened to identify genes of
agronomic interest, in the cultivated cereals with the most importance

economically.

On the other hand, Brachypodium is capable of been introduced in poor
or degraded soils which leads to its use as a vegetable cover to protect the soil
from erosion in woody crops such as olives or walnuts. In this context, because
of the joint effort of the INIA, IFAPA and the seed company Agrosa S.A, two
commercial varieties have been obtained ("Zulema” and “lbros’) based on the

selection of wild populations introduced in domestication.

In this project, three recently classified species of Brachypodium were
used: B. distachyon, B. stacei and B. hybridum, whose diversity, selection and
domestication in wild populations have been studied. For more than ten years,
researchers from the Department of the Environment of the “Instituto Nacional
de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA)”, have collected
natural and wild populations of grasses from different parts of the lberian
Peninsula in which genus Brachypodium was contained. From these samples, a
process of selection and annual harvest was started in the “Finca La Canaleja”
in Alcala de Henares. The primary objective was to obtain homogeneous lines
in terms of height, precocity and production, so that they can be used as live

vegetable cover in dry soils. Of the obtained collection, 13 populations in the



process of domestication were derived from 13 wild populations from differing

geographic origins.

In order to detect morphological changes produced between the natural
populations and their derived lines subjected to the pressure of harvest and
selection, 18 agro-morphological descriptors were used. Characteristical
changes in the process of domestication were observed in the vegetable
species, such as an increase in the size of the plants and of the seeds. in somen
cases in the populations induced to domesticated, reached heights over 25,2
cm greater than the wild populations from they were derived. In some

populations in process of , there was a decrease in the time of development.

The agro-morphological study was completed by the analysis of two
types of molecular markers: Intermicrosatellite (ISSR) and microsatellite (SSR).
The use of 16 probes for the amplification by PCR of ISSR has made possible
the identification of 2.378 polimorphological fragments in a group of 26
populations (13 wild populations and 13 derived populations). Using 11 pairs of
probes for the amplification by PCR of SSR in 10 populations (five wild
populations and five derived populations), 42 polimorphological loci were
detected.

Comparing the studies of the wild populations and the lines derived
from them, has revealed a general loss in the diversity of the lines in process of
domestication. More specifically, in the pairs of populations 326-F and S-401 (B.
hybridium) and 129F - S-513 (B. stacei). However, in some cases an ISSR or SSR
molecular marker could be identified in the domesticated lines but weren't
detected in their original wild populations, probably most likely low frequencies

in these wild populations hindered their detection.

The analysis of SSR markers in the populations of B. hybridum presented
25% of unique SSR alleles while in both, populations of B. distachyon and B.

satcei presented 11% of unique SSR alleles.

On the other hand, the analysis of ISSR markers showed differences in B.
distachyon between 11 and 25 fragments that are not shared with the wild
populations and their derived lines; in B. stacei were detected differences in 11

fragments; and in B. hybridum between 21 and 29 fragments.



The results serve to advance the knowledge of the agro-morphological
and molecular variations in Brachypodium, as a result of the process of
selection and domestication. The results obtained in this project and the
evolutionary proximity of Brachypodium with the cultivated cereals of the
Poaceae family, could serve as a base to study the domestication of these
species which, although have great economic potiential, pose a challenge in

their genetic analysis due to larger and more complex genomes.

Finally, the potential of Brachypodium should be underlined in the
cultivation of alive vegetable covers, in the protection of woody crops such as
olive groves, ought to its great economical importance in Spain. Of the three
analyzed species, B. stacei and B. hybridium have a higher size with a
semipostrated bearing, wich produced a better coverage density on the soil,
and owing to both are species with a broad geographic distribution, could have
a greater capacity of adaptation in diverse geographical regions. By the other
hand, B. distachyon have a restricter geographical distribution and its capacity
to cover the soil could be smaller, compared with the other two species, about

that could be required a greater density of harvest.
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Metro

Mega bases

milimetros

milimolar

Mega pares de bases

nanogramos
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NPGS
Nud
PAGE

Pb
PCA

PCR
PROG1

qSH1
QTL
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Rc
rDNA
RFLP

SEM
SH4
SNP

SSR
STS
TAE
Tgal

UPGMA

Vrsl
Waxy
uL

National Plant Germoplasm System.

Gen determinante del grano desnudo en cebada
Polyacrylamide gel electrophoresis, electroforesis en gel de
poliacrilamida

Pares de bases

Principal component analysis, Analisis por componentes
principales

Polymerase chain reaction, reaccién en cadena de la polimerasa
Gen determinante del crecimiento erecto o postrado en arroz
Gen determinante de la fragilidad de la espiga en trigo
domesticado.

Gen de dispersioén del grano en la domesticacion del arroz
Quantitive trait loci, locus de un caracter cuantitativo

The R project for statistical computing http://www.r-project.org

Random Amplification of Polymorphic DNA, amplificacion
aleatoria de ADN polimérfico.

Gen del color del pericarpio en arroz

Ribossomal DNA, ADN ribosomal

Restriction Fragment Length Polymorphism, polimorfismos en la
longitud de los fragmentos de restriccion.

Scanning electron microscopy, Microscopio electrénico de barrido
Grain shattering quantitative trait locus on chromosome 4

Single nucleotide polymorphism, polimorfismo de nucleotido
simple.

Simple Sequence Repeat, secuencia de repeticion simple.
Squence tagget site, sitio de secuencia reconocida.

Tampon de disolucion para electroforesis.

Gen teosinte glume architecture 1, gen determinante de la
cubierta del grano en maiz

Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean, algoritmo
para analisis genético.

Gen determinante de 2 a 6 carreras en cebada.

Gen de textura del grano cocido en arroz.

Microlitros.
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INTRODUCCION

1.1 INTRODUCCION GENERAL

A nivel mundial, la mayor parte de la alimentacion procede de unas
pocas especies de gramineas, que pertenecen a la familia Poaceae que
incluye alrededor de 600 géneros y mas de 10.000 especies, que son
fundamentales en la ecologia y en los sistemas agricolas (Kellogg et al.,
2001). Las especies méas importantes son: el trigo, cebada, avena, arroz y
maiz (Devos., 2010).

Recientemente, las gramineas estan teniendo cada vez mas
importancia como fuente de energia renovable, adquiriendo un papel
fundamental en la economia global. Por todo ello, se estan llevando a
cabo cada vez mas trabajos de investigacién con el fin de conocer en
mayor profundidad la biologia de estas especies, y poder continuar

mejorando genéticamente este importante grupo de plantas (Vain, 2011).

Gran parte de los estudios llevados a cabo en especies gramineas
intentan, de manera sostenible, optimizar estos recursos biolégicos para
asegurar una alimentacién y una obtencién energética eficaz. Para ello,
se utilizan especies modelo como el arroz cuyo genoma ha sido
secuenciado. Sin embargo, esta especie estd evolutivamente distante de
los cereales de climas templados y frios como pueden ser el trigo y la
cebada, cuyos genomas son muy grandes, lo que dificulta la
identificacion de genes de interés agricola. Por esta razén, en los Ultimos
anos se ha buscado una nueva especie representativa de los cereales de
invierno. En este sentido, se propuso a Brachypodium distachyon como
especie modelo y hoy en dia es ya una realidad, habiéndose realizado un
gran numero de trabajos de investigacion baésica, incluyendo la

secuenciaciéon de su genoma (Draper et al., 2001; IBI 2010).
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1.2 CLASIFICACION TAXONOMICA DEL GENERO Brachypodium

El género Brachypodium fue descrito por primera vez por Palisot de
Beauvois en 1812. Desde entonces, su clasificacién ha sufrido varios cambios,
incluyéndose sucesivamente en las familias Triticeae, Bromeae y Poaceae
(Catalan and Olmstead, 2000) y diversas revisiones han mostrado discrepancia
en las clasificaciones propuestas para este género, al basarse principalmente
en caracteristicas morfoldégicas de la inflorescencia, espigado, caridpside,

almacenamiento del grano y forma del ovario.

Posteriormente, mediante andlisis cariolégicos, embriolégicos vy
marcadores moleculares, se propuso que Brachypodium debia ser considerado
como un género independiente (Schippmann, 1991). De este modo se
reconocié como tribu Brachypoidae y se clasificd, tras la revisién llevada a cabo

por Watson y Dallwitz, (1962) de la siguiente manera:

Reino: Plantae

Division: Magnolophyta

Clase: Liliopsida
Orden: Poales
Familia: Poaceae

Subfamilia: Pooideae
Tribu: Brachypoidae
Género: Brachypodium

En el siguiente gréfico se ilustra la relacion de parentesco del género

Brachypodium con otros miembros de la familia Poaceae y la subfamilia

Pooidae.
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Poaceae Family

Anomochlooideae

Pharoideae

Puelioideae

Bambusoideae

L Ehrhartoideae Pooideae subfamily
(Rice) .
Meliceae
Pooideae ——» Stipeae
_ Diarrheneae
Chloridoideaea Brachypodieae
(Brachypodium)
= Bromeae
(Bromus)
Panicoideae Triticeae
(Sorghum, maize) (wheat, barley, rye)
Aveneae
(oat)
Poeae
(Lolium)

Figura 1.1. Representacion simplificada de la posicion filogenética de
Brachypodium distachyon. [Tomado de Hands and Drea, 2012]

1.3  DISTRIBUCION Y ECOLOGIA DEL GENERO Brachypodium

El género Brachypodium comprende plantas herbaceas que crecen de
manera silvestre, y cuyo origen se encuentra en el Mediterraneo y region
Eurosiberiana (Wonly y Hasterok, 2009). Su distribucién actual es bastante
amplia y se extiende por Africa, Asia, Europa, Sur América y Norte América e

incluso ha sido introducida en Oceania.

Las condiciones ambientales a las que se han adaptado diferentes
especies del género van, desde zonas con humedad moderada, a habitats de
extrema sequia, creciendo en bosques abiertos, a nivel del mar y en algunos
casos alcanzan altitudes superiores a los 2000 m (Schippmann, 1991; Garvin et
al., 2008).
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Las diferentes especies que comprende el género Brachypodium
presentan una extensa distribucion geogréfica. Asi, B. pinnaticum y B.
sylvaticum estan ampliamente distribuidas a lo largo de Eurasia, B. retusum a lo
largo del Mediterrdneo, mientras que B. rupestre se encuentra
predominantemente en Europa Occidental, y B. phoenicoides en el

Mediterraneo Occidental.

Otras especies se consideran endémicas como B. arbuscula cuyo
crecimiento se restringe en las Islas Canarias, B. boissieri al Sur de Espafia y B.
kawakamii a Taiwan, mientras que B. mexicanum se encuentra en Centro y Sur
América, B. flexum en el tropico Oriental y Occidental Africano al igual que en
Sudafrica, y B. bolussi en Sudéfrica (Schippmann, 1991; Catalédn and Olmstead,
2000).

Fuera de las areas geogréficas ya mencionadas, se ha podido encontrar
regiones en las que, diferentes especies del género Brachypodium, se han
introducido y se han establecido llegando incluso a considerarse invasivas en
regiones de Uruguay, Sudéfrica y Australia. En la Figura 1.2 se muestra un mapa
en el que se observa la amplia distribucién del género Brachypodium,

indicativo de la rica diversidad genética de este género

®2n=2x=10
O2n=2x=20
®2n=4x=30

Figura 1.2. Distribucion geogréfica del género Brachypodium. Las areas resaltadas en verde
corresponde a la distribucion aportada por registro de herbarios, observaciones en campo y
datos de pasaporte de colecciones de germoplasma [Tomado de Garvin et al., 2008].
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1.4 DESCRIPCION MORFOLOGICA DEL GENERO Brachypodium

Las especies del género Brachypodium se caracterizan principalmente
por ser herbaceas con crecimiento cespitoso, pudiendo formar algunas de ellas
cubiertas vegetales. El porte puede ser erecto, como es el caso de B.
distachyon, cuya altura no supera los 20 centimetros, o postrado con hojas més
anchas y densas. El cuanto a la longitud de sus tallos o cafias puede variar
desde 2 cm hasta 200 cm de altura (Khan and Stace, 1999).

Las hojas de Brachypodium son bastante finas, con margen aserrado, y
forma lineal, pudiendo medir de 3 a 12 mm de ancho. Su inflorescencia se
presenta generalmente en racimo y rara vez en espiga, con raquis excavado;
posee espiguillas subsentadas alternas, con numerosas flores. Presenta glumas
desiguales, coridceas con dorso redondeado, entre 3 y 9 nervios, lema
coriacea, con dorso redondeado, por lo general con 7 nervios, mucronada o
aristada. La palea es casi del mismo tamafo de la lema, coridcea con quilla
ciliada y en su mayoria en el androceo se pueden apreciar 3 estambres (Watson
and Dallwitz,1962).

En relacién a las formacion de raices, se trata de un sistema radicular
fibroso, sin cambium vascular y que emergen desde la base del embrién a
partir el interior de la semilla (Watt et al., 2009). El nimero de raices seminales
es pequeno (de 1 a 8) y puede variar segun la especie, el vigor de la semilla y
las condiciones ambientales. Estas raices aparecen durante las primeras
semanas de vida de la planta, con un desarrollo muy rapido, pero pronto son

reemplazadas por las raices secundarias.

En cuanto a su fruto y semilla se presenta en caridpside. El fruto puede
estar adherido a la lema y/o palea o estar libre de estas dos, posee un tamano
que se considera medio y longitudinalmente ondulado, comprimido dorso
ventralmente con vellosidades confinadas a la zona del hilo. El hilo es linear y
alargado, el embrién en este tipo de plantas suele ser pequefo, con

endospermo duro conteniendo principalmente almidén. El embrién puede
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presentarse con o sin epiblasto, formando un diminuto internudo del

mesocdtilo.

En cuanto al crecimiento y desarrollo de las plantas del género
Brachypodium, algunas especies requieren de vernalizaciéon, como es el caso
de B. pinnantum y B. phoenicoides que no florecen, o bien, desarrollan una
escasa floracién si la temperatura se mantiene alta durante el inverno. Por otro
lado, especies como B. hybridum, B. mexicanum'y B. restusum no requieren de
vernalizacién. Mientras que B. sylvaticum y B. glaucovirens presentan una
situacion intermedia entre estos dos grupos, ya que florecen mas
abundantemente si son vernalizadas, pero pueden producir también floracién si
no la reciben (Khan and Stace, 1999).

Por otro lado, la inflorescencia de todas las especies se desarrolla en
racimo simple que posteriormente madura basipetalmente, emergiendo los
primordios desde la vaina de la hoja, sin embargo, la maduracién es acropetala.
Los periodos de floracion se mantienen durante varias semanas y pueden
prolongarse por varios meses si se eliminan las inflorescencias, causando asi la

formacidn de nuevas inflorescencias.

La antésis ocurre después de que la inflorescencia ha emergido
completamente, en un rango de 4 dias para B. distachyon y hasta 3-4 semanas

en B. sylvaticum, B. glaucovirens, B. pinnatumy B. phoenicoides.

Durante la antesis la lema y palea se separan, permitiendo que emerjan
los estigmas y las anteras. En especies Europeas perennes las flores son
casmdgamas, con anteras de aproximadamente 3 mm de largo provistas de
largos filamentos colgantes. Sin embargo, en la especie Americana B.
mexicanum y en la especie anual Europea B. distachyon, las anteras son

menores a ITmm de largo y son cleistégamas (Khan and Stace, 1999).
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1.5 CITOGENETICA DEL GENERO Brachypodium

El género Brachypodium comprende especies con genomas pequefos y
un ndmero basico de cromosomas bajo (X= 5, 7, 8 y 9) (Catalan et al., 1995),
otros autores como Watson y Dallwitz (1962) enmarcan la existencia de especies
2n= 10, 14, 16, 18, 28, 30, 42 y 56, cromosomas. También Catalan (1995) registra
que la poliploidia es un fenémeno frecuente en Brachypodium donde se
pueden presentar poblaciones con algunos taxa diploides, tetraploides,

hexaploide y octopoides.

Wonly y Hasterok, (2009), llevaron a cabo estudios citoldgicos para
determinar el nimero de cromosomas sométicos y cantidad de ADN nuclear en
seis especies diferentes de Brachypodium, representadas por 20 accesiones
cada una. El menor nimero de cromosomas para el estudio, fue observado en
B. distachyon (2n=10) y el nimero mas alto para B. retusum (2n=38). Las
accesiones de B. rupestre y B. sylvatium presentaron 18 cromosomas, excepto
una subpoblacion de B. sylvaticum denominada glaucovierens (2n=16). Se
encontré ademas, que algunas especies pueden presentar mas de un ecotipo
con diferente nimero de cromosomas, por ejemplo, la especie B. pinnatum
presentd dos accesiones con 18 cromosomas y cuatro con 28. A continuacién
en la Tabla 1.1 se presentan algunas especies del género Brachypodium con su
respectivo nimero de cromosomas y para algunas de ellas el tamafio de su

genoma (Wonly and Hasterok, 2009).
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Tabla 1.1. Numero de cromosomas y estimacion del tamafio del genoma de algunas
especies del género Brachypodium.

B. sylvaticum 18 221
B. pinnatum 18

28 468
B. phoenicoides 28
B. arbuscula 18
B. distachyon 10 272
B. stacei 20
B. hybridum 30 530
B. arbuscula 18
B. glaucovirens 16
B. mexicanum 40
B. retusum 38
B. rupestre 18

Draper et al. (2001), mediante citometria de flujo, determinaron el
tamano de genoma de diferentes accesiones de B. distachyon y lo compararon
con el de otras especies del mismo género observandose que el tamafo del
genoma para la especie diploide B. distachyon es menor de 175 Mpb y que los
cariotipos analizados eran morfolégicamente iguales. Este estudio permitié
establecer un cariotipo consenso para esta especie. Se describieron cinco
cromosomas, que fueron ordenados de mayor a menor segun la longitud de las
croméatidas (Figura 1.3). Siendo el cromosoma 1 submetacéntrico y a su vez el
de mayor longitud, el cromosoma 2 menor en tamafo en proporcién al 1y asu
vez el mas acrocéntrico, el cromosoma 3 es ligeramente mas pequeno que el 2
y el Unico metacéntrico del complemento, el cromosoma 4 comparte
caracteristicas similares al 3, aunque las pruebas de FISH revelaron que el
cromosoma 4 solo tiene un locus 5S de rDNA. Por ultimo, el cromosoma 5 es
acrocéntrico y es el méas pequeno de todo el complemento y es el Unico que
contiene un locus 45S rDNA.
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Figura 1.3. Representacion de los cinco cromosomas de B. distachyon.
[tomado de Draper et al., 2001]

Por otra parte, desde los primeros trabajos llevados a cabo por
Robertson (1981), se suponia que Brachypodium distachyon era una sola
especie con tres niveles ploidicos (2n= 10, 20 y 30). Segun Draper et al. (2001),
estas variaciones se podrian atribuir a diferentes eventos de hibridacion,
pudiéndose dar una duplicacion posterior de los cromosomas. De esta manera,
se habian establecido para B. distachyon los tres citotipos como consecuencia
de una serie de eventos de autopoliploidia, derivados de una ancestro diploide
inicial con nimero bésico de cromosomas x=5y 2n=10, que subsecuentemente
generaron individuos tetraploides y hexaploides, con 2n=20 y 2n=30.
Inicialmente se consideraba a los individuos con 2n=20, como mas cercanos a
los de 2n=10, mientras que el citotipo 2n=30 se consideraba alotetraploide tras
sufrir entrecruzamientos entre individuos 2n=10 y 2n=20 (Opanowicz et al.,
2008).

Sin embargo, diferentes autores mostraban su desacuerdo con mantener
el nombre de B. dystachyon para los tres citotipos que se incluian en esta
especie. En un estudio multidisciplinar posterior llevado a cabo por Catalan et
al. (2012), se hizo un anélisis citogenético comparativo para estos tres citotipos
con el fin de determinar la divergencia evolutiva entre ellos. Para ello, se
emplearon diferentes técnicas como hibridacion in situ fluorescente (FISH), con

ADN gendmico total (GISH) y FISH con genes multicopias de ADN ribosomal.
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Tras el anélisis de los resultados se pudo deducir que los citotipos 2n=20 y
2n=10 representan distintas especies y que a su vez estas tras su hibridacion y
posterior duplicacion cromosdmica, dieron lugar a la formaciéon del derivado
alotetraploide con 2n=30. Por otra parte, se establece una naturaleza
citogenética distinta para los taxa 2n=10 y 2n=20, con un ndmero béasico de
cromosomas diferentes para cada uno de ellos (x=5 y x=10. De esta manera se
propone que lo que se venia conociendo como Brachypodium distachyon
realmente se compone de tres especies, proponiéndose una nueva
nomenclatura para los taxa 2n=20 y 2n=30, pasando a denomiarse B. stacei
para 2n=20y B. hybridum para 2n=30 mientras que B. distachyon se mantiene
exclusivo para 2n=10 (Catalan et al., 2012 y Lépez-Alvarez et al., 2012).

1.6 Brachypodium distachyon COMO ESPECIE MODELO PARA LA
INVESTIGACION EN GRAMINEAS

En el afio 2001, se propuso a Brachypodium distachyon como un sistema
modelo Util para la investigacion de las gramineas (Draper et al., 2001). Desde
entonces y durante la ultima década, diversos estudios genéticos vy
moleculares, han permitido a Brachypodium convertirse en un tiempo record
en un “puente” que acelera y acerca cada vez més la investigacién y el
conocimiento de los cereales cultivados més extensamente como el trigo, la

cebada, la avenay el centeno (Vain, 2011).

Brachypodium posee diversas caracteristicas, necesarias para que pueda
considerarse como un sistema modelo manejable (Draper et al., 2001). Dentro

de estas se incluyen:

R Porte bajo (20 cm aprox.)

R’ Un genoma compacto (272 Mb)

R~ Poca demanda en el control de crecimiento

> Ciclo de vida corto (2 - 3 meses)

R Reproduccién autogama

R Posee facilidad de transformacién

R Presenta un 6ptimo desarrollo en condiciones de laboratorio e

invernadero

34



INTRODUCCION

En adicién a las caracteristicas descritas previamente por el grupo de
Draper, diversos autores han subrayado aiun més la importancia de B.
distachyon como sistema modelo, al disponerse de métodos de transformacion
altamente eficientes mediados por Agrabacterium (Pacurar et al., 2008; Vain et
al., 2008; Vogel y Hill, 2008), disponer de bibliotecas y secuencias gendémicas
EST especificas (Vogel et al., 2006), librerias y secuencias BAC (Huo et al., 2006;
2008), protocolos de mutagénesis, mapas fisicos y un mapa genético de alta
densidad (Unver and Budak, 2009) entre otros.

Uno de los proyectos claves para avanzar en el desarrollo de la
investigacion en Brachypodium, fue la creacion del “International
Brachypodium Iniciative” (IBl), en el que se han involucrado mas de 40
instituciones de investigacion alrededor del mundo, y cuyos trabajos han
permitido conocer la secuencia completa del genoma de Brachypodium
distachyon (IBl 2010). Actualmente mas de 400 laboratorios a nivel mundial
trabajan con diversas accesiones de B. distachyon y segun datos registrados,
tan solo entre 2009 y 2010, se publicaron mas de 100 articulos utilizando esta

planta modelo (Vain, 2011).

A nivel filogenético Brachypodium se encuentra en un grado intermedio
entre Triticeae (incluyendo trigo y cebada) y Ehrhartoideae (incluyendo arroz)
(Figura 1.1), lo que le permite a su vez ser también un sistema Gtil para estudios
evolutivos y de gendmica comparada, al estar la mayoria de los genes de las
gramineas muy conservados y en muchos casos ser colineales (Devos, 2010; IBI,
2010).

Otras especies vegetales como Arabidopsis thaliana e incluso Oriza
sativa han sido ampliamente utilizadas como sistema modelo. Sin embargo, en
relacion a la biologia de las gramineas, se encuentran mas alejadas
filogenéticamente que Brachypodium. Arabidopsis es desde luego uno de los
sistemas modelo mas importante para la investigacion, pero tiene la desventaja
de ser una dicotieddénea, lo cual es un inconveniente a la hora de encontrar

genes ortdlogos con los cereales. Por otro lado, Oriza sativa a pesar de ser una
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graminea de gran importancia, presenta como desventaja el tener un genoma
grande, sus periodos de desarrollo y generacion son muy extensos, y requiere a
demas unas condiciones de crecimiento muy especificas (Ozdemir et al., 2008).
En la Tabla 1.2 se destacan algunas relaciones de Brachypodium con otros
modelos biolégicos, estimando variables como altura, densidad de plantas por
metro cuadrado, tamano del genoma, tiempo de generacion tipo de

reproduccion y tipo de células.

Tabla 1.2. Comparacion entre diferentes sistemas modelo y plantas cultivadas.

Pasto
Brachypodium Arabidopsis Arroz Trigo varilla
Switchgrass
Tamaiio(cm) 15-20 15-20 100 50 200
Densidad
. 1000 2000 36 50 6
(plantas/m®)
Requerimiento _ _ alta ) :
G ERTEIE simple simple demanda simple simple
Tamaiio del
272 165 430 16,000 2,400
genoma (Mbp)
Ciclo de vida
8-12 8-12 30 12 26
(semanas)
Reproduccion autogama autogama  autogama autogama  alogama
Tipo de pared . . . . .
Tipo 2 Tipo 1 Tipo 2 Tipo 2 Tipo 2

celular

1.7 GENOMA Y SECUENCIACION DE Brachypodium distachyon

Tras la publicacién del genoma de Brachypodium distachyon (IBI 2010)
esta especie se convirtid en el primer miembro de la subfamilia Pooideae de la
que se conoce su secuencia completa. Para su secuenciacion, se utilizd el
ecotipo diploide Bd21 (Garvin et al., 2008) con un tamafo genémico de 272
Mpb.

El anélisis de la secuencia ha permitido conocer que se trata de un

genoma muy compacto, estando el 21,4 % del mismo, constituido por
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retrotransposones, localizados por lo general en los centromeros donde la
densidad de genes es muy baja. Se comprobd también, que los transposones
abarcan un 4.77% del total del genoma y estan ampliamente distribuidos,

principalmente asociados a regiones ricas en genes.

Se han identificado un total de 25,532 genes codificantes de proteinas,
lo que representa un rango similar al arroz y al sorgo. En las siguientes web se

puede encontrar mas informacién acerca de los mismos

http://www.brachybase.org

http://www.phytozme.net

http://www.modelcrop.org

http://mips.org.

1.8 DOMESTICACION DE PLANTAS

Cuando se habla del origen de la agricultura, es necesario diferenciar
entre el proceso de cultivar y de domesticar. El primero conlleva la siembra y
cosecha tanto de formas silvestres como de cultivadas. En cambio, la
domesticacion es el proceso de seleccidn genética que, mediante la alteracién
de caracteristicas especificas, transforma especies silvestres en variedades de

cultivo domesticadas utiles para el hombre (Peng et al., 2011).

Este proceso ha sido llevado a cabo por el hombre durante los Gltimos
10.000 anos (Zohary et al., 2012) y ha permitido seleccionar determinados
mutantes que resultan ser Utiles para el hombre (Harlan, 1992). El
descubrimiento de la agricultura causé muchos cambios en la cultura humana,
un fendmeno reconocido como Revolucidon Neolitica (Salamini et al., 2002). El
sedentarismo humano, la urbanizacién, la cultura y la expansion demogréfica
han dependido en gran medida de la domesticacion y la agricultura. La
domesticacion de las plantas y el surgimiento de los primeros cultivares los hizo
humano-dependientes, capaces de sobrevivir sélo bajo el cuidado humano,
facilitando asi la estratificacion social y el desarrollo tecnoldgico (Gustafson et
al., 2009).
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Sanchez-Monje (1974), definié la domesticacién vegetal, como la
transformacion de una especie silvestre en una cultivada por accién del
hombre, ademés de atribuir a este proceso como el eje principal que dio

origen a todas las variedades de especies vegetales que se conocen hoy en

dia.

1.8.1 Primeros registros sobre la domesticacion de las gramineas

Segun Salamini et al. (2002), los primeros humanos pioneros en la
agricultura vivian en el Creciente Fértil, en una regién que se extiende en la
actualidad por los estados de Israel, Jordania, Libano, pasando por el Sureste

de Turquia a lo largo de los rios Tigris y Eufrates, recorriendo también Iraqy los

flancos Este de Irén (Figura 1.6).
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Figura 1.4. Mapa del Cercano Oriente. El Creciente Fértil (sefialado en verde) se establece
como la zona geografica en la que se inici6 la domesticacion de los cereales. Se caracteriza por
una topografia variable, con estaciones de inviernos frios y lluviosos y veranos muy secos.
[Tomado de Feuillet et al., 2008].

Los registros arqueoldgicos establecen que las primeras experiencias de

cultivo realizado por el hombre, condujeron a la creacidon de una serie de
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variedades de cereales domesticados, muchos de los cuales permanecen aun
en uso alrededor del mundo (Salamini et al., 2002).

En el estudio de la domesticacién de cultivos se utilizan datos genéticos,
arqueoldgicos y fitogeogréaficos. Quizas el ejemplo mas relevante en cuanto a
la domesticacion de las gramineas es el trigo que es el cereal més cultivado a
nivel mundial, seguido del arroz y maiz. Los cultivares modernos de trigo
incluyen dos especies una de ellas hexaploide (trigo panadero) Triticum
aestivum (2n = 6x = 42 AABBDD) y la otra tetraploide (trigo duro o tipo durum)
Triticum durum (2n=4x=28, (AABB) usado para elaboracién de pasta y panes de

poco crecimiento.

Entre las especies domesticadas en los inicios de la agricultura en
Oriente Préximo se encuentran dos trigos, uno diploide (2n=14) denominado
“Einkorn” 'y otra tetraploide denominada “Enmer” (2n=4x=28). Diversos
registros establecen que el trigo hexaploide es una especie que nunca fue
silvestre, se origind como consecuencia de la agricultura cuando los cultivos de
trigo tetraploide se extendieron desde su zona original hasta la zona donde
crecia el diploide silvestre T. tauschii. De la hibridacién del trigo tetraploide
cultivado y el diploide silvestre surgié una nueva especie, tras la duplicacion de
los cromosomas del hibrido, que presentd unas caracteristicas agricolas de

interés para los primitivos agricultores.

1.8.2 Einkorn como ejemplo primitivo de domesticacion

El trigo Einkorn es la primera variedad de trigo cultivado de la cual se
tiene conocimiento, cuyo progenitor seria Triticum boeoticum de genoma
diploide AA y cuyo area de distribucién se encontraria en la parte Central y
Oriental del Creciente Fértil. Se han hallado semillas T. boeoticum que datan
del Epi-Paleolitico y el Neolitico temprano (12.500 anos a.C) en el Creciente
Fértil. También se han encontrado granos de mayor tamafo (=10.500 afos a.C)

que seria indicativo de procesos de domesticacion de esta especie (Heun et al.,
1997).
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Tras la domesticacién de Einkorn en el Creciente Occidental (aprox.
9.500 afnos a.C), se extenderia su cultivo a Grecia, los Balcanes (aprox. 8.000
anos a.C) y mas tarde a la antigua Yugoslavia, Bulgaria y Hungria (Salamini et
al., 2002). De esta manera, Einkorn fue importante para la agricultura primitiva
de Europa Central (aprox. 7.000 afios a.C), pero su cultivo empezd a declinar en

la edad de Bronce.

El origen geografico de domesticaciéon de Einkorn ha sido ampliamente
debatido. En un estudio realizado por Heun et al. (1997), se identificd mediante
un analisis realizado con 288 marcadores moleculares de tipo AFLP que la
especie silvestre T. boeoticum procedia de poblaciones originales de las
colinas del Karacadag al Sureste de Turquia, sin embargo, otros autores (Jones
et al., 1998) han argumentado que la zona de domesticacion fue la cuenca del

Jordan.

La conclusién del grupo de Salamini (2002) es que las montanas de
Karacadag fueron muy probablemente, el lugar de origen de los trigos
diploides y tetrapliodes cultivados. Estos resultados se apoyan en que cerca de
estas montafias se encuentran varias localizaciones arqueoldgicas como Cafer
Hiyln, donde se han datado semillas silvestres y cultivadas desde el 7.600 al
6.200 a.C, Cayonl 7.500 a 6.700 a.C, o Nevali Cori, con formas cultivadas en
7.200 a.C.

1.8.3 Cambios asociados a la domesticacion de plantas

El cambio més evidente como consecuencia de la domesticacién, es la
pérdida de diversidad (Gepts., 2004). Otros cambios que acompanan a la
domesticacion, debidos a la presidon de la seleccion ejercida sobre el cultivo

son, segun Sanchez-Monge, (1974):

% Aumento del tamafio de las semillas, especialmente en especies cuyo

aprovechamiento son las mismas.
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X/
°e

Aumento de la uniformidad de maduracidon de todas las ramificaciones o
hijuelos de la planta.

X/
°

Aumento de la fertilidad floral.

X/
°e

Aumento en el tamafio y nimero de inflorescencia.

X/
°

Disminucién del contenido proteico de las semillas y aumento de su

contenido en hidratos de carbono.

X/
°e

Aumento de la rapidez de germinacion por eliminacion de inhibidores y

por reduccion o desaparicion de las envolturas de la semilla.

Otros autores como Vallejo y Estada (2002), incluyen una descripcién mucho
mas amplia en relacién a las diferentes caracteristicas que pueden ser adoptas

por las plantas, tras sufrir procesos de domesticacion. Entre ellas se encuentran:

% Competencia: Las plantas cultivadas pierden la capacidad de competir
con la vegetacién natural, y no pueden vivir cuando el hombre deja de
cultivar la tierra. Sin embargo, algunas plantas cultivadas persisten por

varios afios pero al final desaparecen.

% Gigantismo: Se manifiesta en el érgano de la planta que el hombre ha
seleccionado y no necesariamente en toda la planta. Por ejemplo, el
hombre selecciona frutas, semillas, tubérculos o rizomas grandes. Estos
6rganos son muchos mas grandes que sus equivalentes en las plantas

silvestres.

% Rango amplio de variabilidad morfolégica: Muchos de los cultivos actuales
tales como arroz, patata, trigo, maiz y otros, presentan un rango muy
amplio de variabilidad morfolégica. Como el gigantismo, en este caso,
la parte de la planta que mas interesa al hombre es la que presenta

mayor variabilidad.

% Rango amplio de adaptacion fisiolégica: Las especies silvestres al ser
trasladas desde su habitat original, se adaptan a un medio de cultivo
con un ambiente diferente. De este modo, presiones naturales de
seleccion de suelo, clima y presiones artificiales del régimen de cultivo,

causan cambios adaptativos de las especies silvestres para transformase
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en especies domesticadas. En varios casos las especies silvestres forman
hibridos con las plantas cultivadas, lo que conlleva a un intercambio

genético entre especies.

% Pérdida de los mecanismos naturales de dispersién de semillas: Por ejemplo,
el remplazo de raquis fragil en los pastos silvestres por un raquis fuerte
en los cereales domesticados, ha permitido que el hombre pueda
cosechar una porcién mayor de la semilla. De igual manera, en cereales
se presenta reduccién en el nimero y extensién de las aristas. Muchos
de los trigos actuales no presentan aristas, aunque en los tipos durum,

se han retenido las aristas casi siempre.

% Disminucion o pérdida de factores de defensa: Muchos de los mecanismos
naturales de defensa contra herbivoros, bien sea mediante la
acumulaciéon de sustancias repelentes o tdxicas, o por caracteristicas
morfoldgicas (espinas, pelos, etc) son desfavorables para el hombre, de

manera que en las formas cultivadas, han desaparecido.

% Cambio de habito: En la mayoria de los casos, las gramineas silvestres
producen mas meristemos que son Utiles para las plantas, por ejemplo,
en caso de que sufran predaciéon. En especies domesticadas, por el

contrario, se observa un descenso en el nimero de meristemos.

% Germinacion rapida y uniformidad de las semillas: Las semillas de algunas
especies pueden presentar latencia por un tiempo, por el contrario, en

gramineas cultivadas carecen de este periodo de latencia.

% Autofecundacién: Asegura que las plantas sean genéticamente uniforme
mientras que en las especies silvestres la variabilidad ayuda a la especie

a sobrevivir cuando las condiciones ambientales son variables.
% Poliploidia en plantas cultivadas: La polipliodia junto con el control de

apareamiento homedlogo, son quizas el ejemplo méas destacado de

poliploidizacién en gramineas.
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1.8.4 Implicacion genética en la domesticacion de Gramineas

Estudios genéticos y gendmicos recientes han permitido identificar
genes especificos implicados en los efectos de domesticacién de gramineas. El
método utilizado para identificar genes implicados en este proceso es
mediante el andlisis de co-segregacién entre marcadores moleculares y
fenotipos, comparando especies silvestres y domesticadas (Glémin and
Bataillon, 2009). Esto ha permitido la descripcién de diversos “loci de
caracteres cuantitativos” — QTLs (Quantitive trait loci) (Paterson, 2002). Los
estudios mas precisos se han realizado en especies donde se conoce la
secuencia completa de su genoma. Es el caso del arroz, que ha sido la primera
graminea en la que se ha secuenciado su genoma, y en la que se han

identificado varios loci relacionados con la domesticacién (Goff et al., 2002).

En el caso de Brachypodium se han realizado diversos estudios
relacionados con procesos de domesticacion como son el desarrollo de los
meristemos y la morfologia del grano. Asi, Opanowick et al. (2008) estudiando
diferentes accesiones de B. distachyon, observaron variabilidad en el nimero
las espiguillas en las inflorescencias seguin su procedencia geografica. De igual
manera, en la morfologia del grano, se observé para algunas poblaciones, la
retencion de las semillas antes de la maduracién dentro de la espiga y
mediante microscopia electrénica de barrido, se comprobd que la abscisién del

grano es diferente entre accesiones segun su origen geografico.

Resultados similares se han observado en el arroz, que ademas cuenta
con un amplio nimero de genes clonados que participan en el control de la
arquitectura de la inflorescencia y que también han podido ser identificados en
maiz, aprovechando la sinténia entre ambas especies. De esta manera, se ha
sugerido que, comparando genes candidatos entre Brachypodium y otras
gramineas se podria explicar algunas de las diferencias en la arquitectura de

sus inflorescencias (Opanowicz et al., 2008).
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Una de las caracteristicas mas importantes durante el proceso de
domesticacion en las gramineas, es la retencidon del grano maduro en la
inflorescencia, de tal forma que este pueda ser recogido facilmente en la post-
cosecha mediante el trillado. La manera en la cual el grano se rompe o se
desarticula de la espiga varia entre especies de gramineas. Sin embargo, el
momento y la extensién en la desarticulacién es crucial en los procesos de
domesticacion de una especie. Cuando la desarticulacion ocurre muy pronto, la
cosecha se hace ineficiente, si por el contrario, la desarticulacion es muy
complicada, los granos no se liberan facilmente lo que conlleva a una reduccién
en el valor energético del cultivo. Se cree que el desarrollo de un raquis fuerte
fue uno de los cambios cruciales que tuvo lugar durante la domesticacién del
trigo (Lev-Yadun et al., 2006), y segun se ha descrito en el genoma del arroz, los
genes sh4 juegan un papel importante en el establecimiento de la abscisién en

un estadio temprano del desarrollo de la flor (Li et al., 2006).

1.8.5 Brachypodium frente a la domesticacion y su utilizacion como cubiertas
vegetales vivas

Son pocos los estudios que se ha realizado en relacion con la seleccion 'y
domesticacion del género Brachypodium. Algunos autores como Opanowickz
et al. (2008), han indicado que Brachypodium es una especie sin domesticar, de
manera que se convierte en una herramienta Util para comprender cémo la

seleccion humana puede influir en la domesticacién de esta especie.

En este sentido, Soler et al. (2002, 2004) han propuesto el uso de
Brachypodium como cubiertas vegetales vivas con el propdsito de actuar
contra la erosion del suelo en zonas de plantacién de olivo del Sur de Espana,
empleando variedades de esta especie obtenidas por seleccién a partir de
materiales silvestres. Diversos estudios han demostrado que las cubiertas
vegetales vivas, ademas de reducir drasticamente la perdida de suelo, facilitan
un mejor aprovechamiento del agua de lluvia, asimismo conservan y
enriquecen la fauna y mesofauna propias de la zona, entre otras caracteristicas
(Soler et al., 2004).
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En el caso de Brachypodium, se observé que presentaba un buen
control de malas hierbas, sin necesidad de agregar al cultivo herbicidas
selectivos. En cuanto a su cobertura se determiné que era de talla baja o
mediana y que producia excelentes residuos protectores del suelo durante la
temporada de verano (Soler et al., 2004). Posteriores avances en esta misma
linea de investigacion, permitieron la obtencion por domesticacién a partir de
variedades silvestres de dos variedades comerciales de Brachypodium. En este
importante avance, participaron el INIA, y el IFAPA y la empresa
comercializadora de semillas Agrosa. Estas variedades (Figura 1.8) fueron
reconocidas y aprobadas por la Ofician de Variedades Europea y sus semillas
son comercializadas por la empresa Agrosa Semillas S.A. con la denominacién

“lbros” y “Zulema" respectivamente.

"

u.: ,"'
YL R AT

Figura 1.5. Cubiertas vegetales de Brachypodium en suelos de olivar en el sur de Espafia. Las
variedades ‘Ibros’y ‘Zulema’ son variedades comercializadas obtenidas por domesticacion.
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1.9 CARACTERIZACION MEDIANTE MARCADORES MORFOLOGICOS

Los marcadores morfoldgicos son caracteres facilmente detectables,
aunque normalmente hay que esperar al desarrollo completo de la planta para
su manifestacion. Pocos de ellos son neutros en relaciéon con dicho desarrollo y
en general con cualquier tipo de actividad vital. Casi nunca muestran
codominancia y con cierta frecuencia son controlados por genes pleiotrépicos,
esto es, que afectan a mas de una funcién al mismo tiempo. Algunos tienen un
claro efecto sobre la planta (clorosis, enanismo, etc), otros reflejan por ejemplo
la composicién quimica de las plantas, y en gramineas podria citarse el color y
la forma del grano (Cubero, 2002).

La evaluacion de caracteres morfoldgicos, implica la descripciéon para
atributos de importancia agrondémica, de la variacidon existente en una
coleccién.  Los descriptores empleados permiten evaluar caracteres
considerados importantes y/o Utiles en la descripcién de una muestra. De esta
manera, se establece que un descriptor es una caracteristica que se puede
identificar y medir, usada para simplificar la clasificacién, almacenamiento,
recuperacion y uso de datos (Painting et al., 1993). Un descriptor puede
adoptar valores numéricos, estar comprendido en una escala, corresponderse

con un cédigo o puede estar definido por un adjetivo calificativo.

Existen distintas categorias de datos, segun la expresién del descriptor
que puede ser de forma cualitativa o cuantitativa. Si se expresa en forma
cualitativa se puede expresar en datos binarios (también llamados de doble
estado), datos con secuencia (ordinales) y datos sin secuencia (nominales). Si se
expresa en forma cuantitativa los datos generados pueden ser discontinuos

(Ilamados también discretos) y continuos (Franco and Hidalgo, 2002).

La caracterizacién agro-morfolégica es una herramienta fundamental
para proveer informacion Gtil en programas de mejoramiento de plantas.
Diferentes autores han reportado el uso de caracteres morfo-agronémicos en la
caracterizacién y estudio de germoplasma de especies gramineas. Por ejemplo,
en Brachypodium, Vogel y Bragg (2009), han caracterizado una colecciéon de

germoplasma de aproximadamente 30 accesiones y han descrito diversos
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caracteres agromofolégicos dentro de los que se incluyen: requerimientos de
vernalizacién, iniciacion del periodo de floracion, tamano de las plantas,

pubescencia en las semillas, y arquitectura de la inflorescencia.

1.10 CARACTERIZACION GENETICA MEDIANTE MARCADORES MOLECULARES

Los marcadores moleculares son secuencias de ADN o proteinas,
valiosas para la detecciéon y uso de la diversidad genética, lo que permite su

utilizacién en programas de seleccion y mejora genética vegetal.

Para que un marcador molecular sea util, debe mostrar una variacién
detectable entre los individuos y un modo de herencia claro. Un marcador ideal

debe tener las siguientes caracteristicas:

R~ Altamente polimérfico: con varios alelos, que faciliten la realizacién de
estudios genéticos.

R~ Heredable y preferiblemente con herencia codominante: es decir, que
cuando un individuo presente dos alternativas alélicas de un locus,
ambas se manifiesten. De esta manera, se pueden diferenciar
homocigotos y heterocigotos.

R~ De facil y rapida identificaciéon: siendo conveniente que se puedan

analizar también en los estadios tempranos de la planta.

La caracterizacion mediante marcadores moleculares basados en ADN
resulta muy Util, porque es relativamente répida, facil de interpretar y puede ser
usada en cualquier laboratorio con herramientas estdndar de Biologia
Molecular (Vogel et al 2006; 2009). Dentro de estos se destacan dos tipos de
marcadores, aquellos basados en técnica de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa PCR y aquellos basados en hibridaciéon de acidos nucleicos como
los RFLP (Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccién). Dentro de
los marcadores basados en PCR se encuentran técnicas muy diversas como
son: AFLP (Polimofismo en la Longitud de Fragmentos Amplificados), RAPD
(Amplificacion ~ Aleatoria de ADN), SSR (Microsatélites) e ISSR

(Intermicrosatilites).
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1.10.1 Intermicrosatélites (ISSR)

Los ISSR se obtienen mediante la amplificacion por PCR de ADN
gendmico utilizando un Unico cebador complementario de una secuencia
microsatélite, anclado mediante 1-3 bases en los extremos 3’ o 5'. La utilizacién
de este tipo de marcador molecular es técnicamente mas sencilla en
comparacién con otros sistemas de marcadores moleculares y permite ademas,
obtener resultados ampliamente reproducibles, generando abundantes
polimorfismos en diversos sistemas (Liu and Wendel, 2001). La deteccion de los
fragmentos obtenidos se lleva a cabo mediante electroforesis en geles de
agarosa o bien en geles de poliacrilamida (PAGE), que posteriormente son

tefidos para la identificacién de los fragmentos amplificados.

En la Figura 1.9 se ilustra este método que involucra la amplificacion de
segmentos de ADN presentes entre dos regiones idénticas de microsatélite,
orientadas en direccién opuesta. Las regiones microsatélites utilizadas
generalmente tienen longitudes de 16-25 pb. La utilizacion de un unico
cebador en una reaccién PCR permite el estudio de varios loci del genoma
siempre y cuando tengan diferentes tamanos. Los cebadores utilizados
pueden no estar anclados, aunque como se menciond anteriormente, es mas
comun que se encuentren anclados en los extremos 3" o 5" con 1-4 bases que
se extienden a lo largo de las secuencias flanqueantes con el fin de reducir el

numero de fragmentos amplificados (Reddy et al., 2002).
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Figura 1.6. Representacion esquematica de un cebador ISSR (AG)g, (a) no anclado, (b) anclado
en 3, (c) anclado en 5. La zona intermicrosatélite de reconocimiento corresponde a la repeticion
de la secuencia (TC)n flanqueada por 2 regiones ISSR dirigidas inversamente [tomado de Reddy
etal., 2002].

En Brachypodium no se han utilizado los ISSR hasta recientemente. Asi,
Hammami et al. (2014), utilizaron marcadores de tipo SSR e ISSR para estudiar
poblaciones de tres especies de Brachypodium recolectadas en la Peninsula
lbérica, encontrando una gran diversidad tanto intra como interespecifica en

ambos tipos de marcadores.

1.10.2 Microsatélites (SSR)

Se trata de regiones gendmica consistentes en la repeticion de una
unidad pequena, siendo variable el nimero de veces que se repite la unidad, lo
que da origen a distintos alelos.
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Los microsatélites son codominantes, abundantes, multialélicos y se
encuentran uniformemente distribuidos a lo largo del genoma, siendo facil su
deteccién y anélisis (Powel et al., 1996). Estas importantes caracteristicas han
permitido que los microsatélites sean marcadores ampliamente utilizados para
la mejora asistida por marcadores (MAS), anélisis de huella de ADN, obtencidn
de mapas genéticos y en la clonacién de genes especificos, aunque los
mecanismos de evolucién de los microsatélites y el origen de su amplia
distribucion a lo largo del genoma, siguen sin haber sido esclarecidos por

completo (Sonah et al., 2011).

En Brachypodium se han identificado una gran cantidad de regiones
microsatélite. Asi, Sonah et al. (2011), identificaron un total de 51.875
marcadores SSR en el genoma de Brachypodium con un méximo de 30.573
dominios mono-nucelotidos, seguido de 10.625 di-nucleotidos y 9.407
repeticiones de trinucleotidos. Las repeticiones de penta y hexa nucledtidos
fueron de 1.270, lo que representa un 2,5% del total de marcadores SSR
identificados en Brachypodium. Ademés, identificaron 22.879 marcadores SSR
validados por PCR electrénica (e-PCR) y mapeados en los diferentes
cromosomas de Brachypodium, con una frecuencia de 101 marcadores SSR por
Mb. Estos datos se encuentran disponibles en la base de datos denominada
‘BraMi’ .

Diversos estudios han descrito el uso de marcadores de tipo
microsatélite en Brachypodium. Asi, en un estudio reciente desarrollado por
Garvin et al. (2010), se obtuvo un mapa de ligamiento genético en el que se
utilizaron 139 loci de tipo SSR, usando poblaciones F, derivadas del

cruzamientos entre las lineas diploides Bd3-1y Bd21.

En un estudio previo llevado a cabo por Vogel et al. (2009) se describié la
utilizacién de 187 lineas diploides procedentes de 56 regiones diferentes de
Turquia, que fueron analizadas con 43 marcadores tipo SSR, para determinar la
variacion genotipica entre estas poblaciones. Los resultados, permitieron

demostrar que existe una variacién genética y fenotipica dentro de las lineas

" http://125.18.242.1 9/plantgenonedb/brachypodium_markersearch.jsp
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estudiadas, concluyendo ademéas que la distribucion geogréfica de los
genotipos SSR sugieren que una amplia dispersién de las semillas determina un
factor relevante en la estructura de diversas poblaciones de Brachypodium.
Otros autores como Azhaguvel et al. (2009) han descrito de igual manera el uso
de marcadores SSR para evaluar la diversidad genética entre accesiones de

Brachypodium.

51






2. OBJETIVOS

53



54



OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es identificar cambios
agromorfologicos y moleculares, en una coleccién de poblaciones de B.
distachyon, B. staceiy B. hybridum que, tras la recoleccién en campo de
ejemplares silvestres, se han sometido a un proceso de seleccion a lo
largo de varias generaciones, con el propdsito de obtener poblaciones
homogéneas en cuanto a precocidad, porte y produccién para su

posterior uso como cubiertas vegetales vivas en suelos de secano.

Este propdsito general se concreta con los siguientes objetivos
especificos:

1. Andlisis de la diversidad genética de las poblaciones silvestres de
Brachypodium spp. recolectadas, tanto a nivel intra como
interpoblacional, mediante el estudio de marcadores
agromorfoldgicos y moleculares de tipo intermicrosatélite (ISSR) y

microsatélite (SSR).

2. Obtenciéon de lineas en proceso de domesticacién, derivadas de
las poblaciones silvestres de Brachypodium, tras el cultivo vy
seleccion en campo durante periodos consecutivos de siembra,

comprendidos entre 7 y 9 afios.

3. Andlisis comparativo de los cambios fenotipicos entre las
poblaciones silvestres y sus respectivas lineas descendientes,

mediante el uso de descriptores agromorfoldgicos.

4. Anélisis comparativo de marcadores moleculares de tipo ISSR y de
tipo SSR entre las poblaciones silvestres y las lineas derivadas de

ellas.

5. Estudio de las lineas en proceso de domesticacién para su uso

como cubiertas vegetales en la proteccién de suelos degradados.

55






3.MATERIALES Y METODOS






MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

Para este estudio se seleccionaron un total de 26 poblaciones de
Brachypodium que incluyen tres especies: B. distachyon (2n=10), B. stacei (20=
20) y B. hybridum (2n= 30), procedentes de la colecciéon de germoplasma del
Departamento de Medio Ambiente del Instituto Nacional de Alimentacién y
Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA), conservado en la Finca La Canaleja —
Alcald de Henares (Madrid). El material vegetal de este proyecto, procede de
diversas expediciones de estudio y recoleccion de gramineas silvestres en la
Peninsula Ibérica, realizadas por el grupo de la Dra. Consuelo Soler. Los limites
geograficos establecidos para el muestreo del género Brachypodium,
estuvieron apoyados en revisiones bibliogréficas e informacién aportada por

herbarios y diversos Jardines Botanicos.

Las 26 poblaciones seleccionadas para este estudio comprenden 13
poblaciones silvestres, recolectadas en diferentes zonas de la Peninsula lbérica.
Posteriormente estas poblaciones fueron trasladadas a la Finca La Canaleja,
donde se sometieron a la presion del cultivo y domesticacion durante
diferentes periodos.

Las 13 poblaciones restantes, derivan de las poblaciones silvestres
mencionadas anteriormente, tras el periodo de domesticacidén consistente en
varios algunos anos de siembra y seleccion de cultivo. El tiempo
correspondiente a la presién del cultivo es diferente para algunas poblaciones
segun la fecha en que se llevaron a cabo las expediciones. Por otra parte cabe
destacar que, durante el periodo de domesticacion se seleccionaron las plantas
en base a caracteristicas de interés agronémico, como homogeneidad de las
muestras cultivadas, con vistas a su utilizacién como cubiertas vegetales vivas
que sean eficaces en la protecciéon de suelos susceptibles a la erosién en

cultivos de olivar.

Dentro de las 13 poblaciones domesticadas, destacan dos poblaciones
que actualmente se comercializan y que fueron obtenidas por domesticacion.
Estas lineas denominadas “Ibros” (B. hybridum) y “Zulema” (B. distachyon), son

59



MATERIALES Y METODOS

el producto de una seleccién masal conducente a una homogeneidad en el
porte, precocidad, produccién y buenos resultados en su utilizacién como
cubiertas vegetales vivas, segin se pudo comprobar en diversos ensayos
llevados a cabo en diferentes localidades Espafolas. Estas lineas fueron
registradas y aprobadas por la Oficina de Variedades Europeas y actualmente
estan comercializadas por la empresa de semillas del grupo Agrosa S.A. Cabe
destacar, que su obtencidn se consiguié gracias al trabajo conjunto de la Dra.

Consuelo Soler y colaboradores, el INIA, el IFAPA y la empresa Agrosa.

3.2 RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL SILVESTRE

Para la recoleccién del material vegetal en campo se siguié la metodologia
propuesta por Hawkes (1980), para plantas silvestres que se reproducen por
semillas. Para una mejor conservacién de la estructura natural de la poblacién,
el muestreo se realizd al azar, recogiendo mdltiples espigas de modo que la

distancia entre plantas no fuera inferior a 1 m.

De todas las poblaciones se registraron las variables eco-geogréficas:
altitud, longitud y latitud, lo que permite localizar de manera precisa el habitat
de cada poblacién. Del mismo modo se han registrado las variables climaticas,
correspondientes a la estacidon climatolégica mas préoxima al punto de
recogida. Los datos registrados sobre la procedencia del muestreo son los

siguientes:

* T=Temperatura media anual

* M =Temperatura media de las méaximas del mes més frio del afio
* m = Temperatura media de las minimas del mes més frio del afio
e It = indice de termicidad de Rivas-Martinez; It = (T+ m + M) / 10
* DIh = dias libres de heladas

* P = Precipitacién anual en mm. (Rivas-Martinez, 1990)

* Pv = Precipitacién en verano, en mm

* Im3=ETP Jun + Jul + Ago /P Jun + Jul + Ago > 2,5

(ETP, evapotranspiracién potencial mensual de Thornwaite)
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Tabla 3.1. Datos geogréaficos tomados en la recoleccion del material vegetal silvestre.

Pob
129F
137F
160F
162F
176F
260F
326F
333F
357F
365F
395F
480F
481F

Prov
Granada
Jaén
Albacete
Cuenca
Cérdoba
Malaga
Badajoz

Huelva

Ciudad
Real

Jaén
Jaén
Madrid

Madrid

LatN
37,3333
37,6589
38,9500
39,8833
37,9803
36,9739
39,1061
37,9206
38,4603
37,6814
38,2961
40,8100

40,5080

Long
-3,7833
-3,7950
-2,5331
-2,8000
-4,7608
-4,6756
-4,9642
-6,7311
-3,9269
-3,6058
-2,5922
-3,5983

-3,2622

Alt
1084
830
1035
830
445
528
520
623
450
725
1300
780

730

T
12,843
14,420
12,205
13,253
16,317
15,468
16,008
15,444
17,006
15,456
11,596
12,592

13,185

It
222,000
269,000
193,000
214,000
317,000
324,000
302,000
304,000
326,000
301,000
176,000
213,000

213,000

Pv
24,343
29,479
56,099
54,401
29,336
18,256
41,469
36,746
31,669
30,930
56,861
81,293

52,484

Im3
18,002
17,677
7,058
7,543
16,226
27,815
10,763
11,587
16,997
15,558
7,299
4,276

7,804
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Figura 3.1. Zonas de prospeccion en Espafia de Brachypodium. Coleccion Banco de
Germoplasma Depto. de Medio Ambiente del Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia
Agraria INIA.

3.3 PROCESO DE DOMESTICACION DE LAS PLANTAS

Las plantas silvestres fueron recolectadas en los anos que se citan en la
tabla 3.2. Tras la recolecciéon del material silvestre en campo, las plantas fueron
trasladadas a la Finca La Canaleja, donde se llevé a cabo la descripcién del
material vegetal, aportacion de datos de pasaporte, asignacién de nimero de

entrada y descripcion de datos de gestion.

El proceso de domesticacién se llevd a cabo en siembras controladas en
parcelas experimentales de 35 cm de ancho (Figura 3.2), sembrando las
semillas a una proporcién de 65 - 100 semillas/m. Las fechas de siembra se
realizaron en época de otono - invierno entre los meses de octubre a
diciembre, para obtener la produccion de espigas en verano. Por otra parte,
algunas poblaciones fueron sembradas en cémaras de germinacién e

invernadero, para poder tener un control més detallado sobre los factores
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abidticos, y asi poder determinar ciertas demandas de este tipo de plantas tal
como la vernalizacién. Las siembras se repitieron anualmente para todas las
poblaciones, desde el ano de recoleccién (Tabla 3.2) hasta verano de 2012. Las
semillas recolectadas durante cada cosecha se fueron almacenando en botes
de cristal con tapa de aluminio y conservadas a 4°C, debidamente rotulado con
el afio correspondiente a su recoleccién y se asigné una nueva numeracion a
cada generacion obtenida. Posteriormente de cada cosecha se seleccionaron
nuevamente semillas al azar para repetir la siembra anualmente y asi

sucesivamente.

Tabla 3.2. Afio de recoleccidn del material silvestre.

Poblacion Silvestre Ano de recoleccion

129F 1998
137F 1998
160F 1998
162F 1998
176F 1998
260F 1999
326F 2000
333F 2000
357F 2000
365F 2000
395F 2000
480F 2004
481F 2004

Figura 3.2. Parcelas experimentales de Brachypodium en la Finca ‘La Canaleja’
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Durante el desarrollo de la planta se tuvieron en cuenta diversos factores
para describir el comportamiento de este material en condiciones de cultivo,

los descriptores empleados se citan a continuacién en la Tabla 3.3.
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Tabla 3.3. Descriptores morfo-agronémicos analizados.

Porte de la planta

(durante el ahijamiento)

Color de la hoja

(comienzo del ahijamiento)

Epoca de floracion

(50% de la parcela florecida)

Porte de la planta

(durante la floracién)

Altura de la planta
(durante la maduracion)
Seccion del tallo

(durante la maduracion)

Tipo de inflorescencia

(durante la maduracion)

Longitud de la inflorescencia
(durante la maduracién)
Numero maximo de espiguillas por
inflorescencia
(durante la maduracion)
Longitud de la espiguilla terminal
(durante la maduracion)

Longitud de aristas en la parte central
de la espiguilla
(durante la maduracion)
Longitud de la gluma

(durante la maduracién)
Longitud de la lemmalarista

(durante la maduracion)

Peso de 1000 semillas

Erecta

Erecta a Intermedia
Intermedia

Intermedia a postrada
Postrada

Verde claro

Verde medio

Verde oscuro

Muy precoz

Precoz

Media

Tardia

Muy tardia

Erecta

Erecta a intermedia
Intermedia

Intermedia a Postrada
Postrada

Muy baja (<30cm)
Baja (30-40cm)
Alta (>40cm)
Hueco

Semilleno

Lleno

Espiguilla poco divergente con el eje de
la inflorescencia.

Muy divergente con el eje de la
inflorescencia.

Corta (<5cm)
Media (3-5cm)
Larga (>5cm)
Pequefio (2-3 espigas)
Medio (4 espigas)
Grande (5 espigas)
Muy grande(>6 espigas)
Corta (<3cm)
Media (3-4cm)
Larga (>4cm)
Normal (<10mm)
Media (10-11mm)
Larga (>11mm)
Corta (<8mm)
Media (8-9mm)
Larga (>9mm)
Menor

Igual

mayor

Alto (<4gr)
Medio (4-6gr)
Bajo (>6gr)
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3.3.1 Plantas silvestres y plantas domesticadas

Como se menciond anteriormente, el material vegetal utilizado para el
presente estudio se compone de 13 parejas de plantas silvestres y plantas
domesticadas; la nomenclatura de cada especie y los afos de siembra en

cultivo se cita a continuacion en la tabla 3.4.

Tabla 3.4. Poblaciones de Brachypodium analizadas.

160F S-515 B. distachyon 7 Albacete
162F S-514(Zulema)  B. distachyon 9 Cuenca
395F S-403 B. distachyon 9 Jaén
480F S-406 B. distachyon 5 Madrid
481F S-501 B. distachyon 6 Madrid
129F S-513 B. stacei 7 Granada
137F M-61 B. hybridum 8 Jaén
176F S-506 (Ibros) B. hybridum 9 Cérdoba
260F S-502 B. hybridum 7 Malaga
326F S-401 B. hybridum 9 Badajoz
333F S-405 B. hybridum 8 Huelva
357F S-500 B. hybridum 8 Ciudad Real
365F S-402 B. hybridum 8 Jaén

Las semillas correspondientes al material de anélisis, fueron sembradas
en noviembre de 2008, en invernadero en la Finca La Canaleja — INIA, Alcala de
Henares. Se utilizaron tiestos de plastico con una composicion de sustrato de
una cuarta parte de mantillo, 2 partes de vermiculita y 1 parte de tierra. En cada
tiesto se sembré una semilla individual, a la que posteriormente se le asignd un
nimero de individuo, para su seguimiento en los anélisis moleculares. Las
condiciones de crecimiento en invernadero fueron de una temperatura minima
de 4°C y méxima de 25°C, y fotoperiodo de 16 horas (Figura 3.3). Durante el
tiempo de desarrollo de las plantas sembradas, comprendido entre diciembre y
marzo se hizo un seguimiento hasta que alcanzaron un tamafio adecuado y un

niumero de hojas suficientes para la extracciéon del ADN. En algunas
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poblaciones fue necesario repetir la siembra dado que el porcentaje de

germinacién de algunas semillas fue inferior a lo esperado.

Las poblaciones silvestres 129F (B. stacei), 160F (B. distachyon) y 481F (B.
distachyon) y su correspondiente pareja domesticada S-513, S-515 y S-501,
fueron afadidos en una parte méas avanzada del trabajo dado el interés de

aumentar el nimero de poblaciones de B. distachyon e incluir un ejemplar de

B. stacei con un nimero considerable de afios en proceso de seleccion.

Hlll ”‘ﬁ

Figura 3.3. Desarrollo de las plantas de Brachypodium en invernadero

3.4 ANALISIS DE CARACTERES AGROMORFOLOGICOS

Tanto para las plantas silvestres como para las plantas domesticadas, se
llevd a cabo un estudio detallado de caracteres agromorfolégicos, segun los

descriptores citados en la Tabla 3.3.

Para las plantas silvestres analizadas en este trabajo, se tomaron semillas
obtenidas en las expediciones citadas en la Tabla 3.2. Las semillas se colocaron
sobre papel filtro humedecido y posteriormente se trasladaron a una estufa a
25°C, donde permanecieron hasta su germinacién, que ocurre a los 5 dias

aproximadamente. Trascurrido este periodo, fueron sembradas en tiestos con

67



MATERIALES Y METODOS

sustrato compuesto de una cuarta parte de mantillo, dos partes de vermiculita y
una parte de tierra. Los tiestos se llevaron a cdmaras de germinacion bajo las

siguientes condiciones de crecimiento:

* Fotoperiodo Dia /Noche: 16/8

* Temperatura Dia / Noche: 23/21°C

* Temperatura de vernalizacién: 6°C

* Porcentaje de humedad Dia/ Noche: 68/68 + 10%

e Valor PAR (mmol s" m?):140 = 10

e Fuente luminica: 55W (Osram) tubos de alta frecuencia (4,580

lumen) suplementado con 2x30W luz clara fria (Osram)

En las parcelas experimentales, también se llevaron a cabo estudios
agromorfolégicos para comparar la susceptibilidad de las plantas frente a

factores abidticos no controlados y controlados.

3.5 EXTRACCION DEL ADN

El material vegetal seleccionado para la extraccién de ADN consistid en
hojas jovenes de los primeros estadios de las plantas que fueron congeladas
con nitrébgeno liquido y pulverizadas en morteros, para romper las paredes
celulares. De cada una de las poblaciones se seleccionaron 19 individuos
representativos, a partir de los cuales se llevd a cabo la extraccion utilizando el
kit “DNeasy® plant mini kit (250)" de la casa comercial Qiagen, siguiendo el

protocolo y las recomendaciones del fabricante.

La cuantificacién y deteccién de la cantidad de ADN se realizé mediante
la utilizacién de un Nanodrop 2000c de Thermo Scientific, midiendo una
muestra de 1 uL de ADN; una vez conocida la concentracién de ADN obtenido
en cada muestra, se llevd a una concentracion final de 20 ng/pL. Las muestras

de ADN fueron conservadas a -20° C hasta su posterior uso.
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3.6 AMPLIFICACION DEL ADN

3.6.1 Amplificacion de secuencias Inter-microsatélite (ISSR)

De cada una de las 23 poblaciones se seleccionaron 19 individuos,
utilizandose 16 cebadores para amplificar, mediante PCR, regiones
intermicrosatélites (ISSR) (Tabla 3.5). Los cebadores fueron elegidos por su
reproducibilidad y variabilidad segun estudios previos realizados por Hammami
(2011). Se tomaron 10 ng de ADN gendmico por muestra y se hizo una mezcla
de la reaccion PCR con los siguientes componentes: 1,5 puL de tampdn de
reacciéon 10 x (100 mM Tris-HCL pH= 8.3, 500 mM KCI, 15 mM MgCl, y 0.01%
gelatina), 0,6 pL ANTP (2,5 mM), 0,2 uL de cebador (10 mM) y 0,3 uL de Taq

polimerasa (5 U/uL, de la casa comercial Sigma) para un volumen final de 15 pL.

Se utilizaron dos programas de PCR, que se diferenciaron entre si en la
temperatura de anillamiento. Las reacciones se hicieron en un termociclador

2720 de Apply Biosystems, bajo las condiciones especificadas en la Tabla 3.6.

Tabla 3.5. Secuencias de los cebadores ISSR utilizados

ISSR 1 AGAGAGAGAGAGAGAGAG G
ISSR 6 TCTCTCTCTCTCTCTCTC G
ISSR 8 AGAGAGAGAGAGAGAG GYC
ISSR 9 GAGAGAGAGAGAGAG AA
ISSR 10 ACAACAACACACACA CYT
ISST 11 GAGAGAGAGAGAGAG AYG
ISSR 12 ACACACACACACACA CYT
ISSR 13 CTCTCTCTCTCTCTC TRC
ISSR 14 CACACACACACA GT

ISSR 15 CACACACACACA AG

ISSR 16 GAGGAGGAG GC

ISSR 17 GTGGTGGTG GC

ISSR 19 CACACACACACACAC ARC
ISSR 20 ATGATGATGATGATGATG
ISSR 21 AGAAGAAGAGAGAGA GYT
ISSR 22 CCTCCTCCTCCTCCT G
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Tabla 3.6. Programa de amplificacion por PCR de los ISSR.

94°C > &
ISSR 8 ISSR 15 94°C > 30”
ISSR 9 ISSR 19 52°C > 45” 40 ciclos
ISSR 10 ISSR 21 72°C > 2
ISSR 11 ISSR 22 72°C> 7
ISSR 14 4°C > oo
94°C > &
94°C > 30”
ISSR 1 ISSR 16 52°C - 45” 40 ciclos
ISSR 12 ISSR 17 72°C > 2
ISSR 13 ISSR 20 72°C> 7
4°C > o0

3.6.2 Separacion por electroforesis de los fragmentos amplificados

La separacion de los fragmentos amplificados se llevd a cabo en geles
de agarosa al 1% (p/v), se utilizaron céamaras de electroforesis horizontal
modelo SGU-020 de 20x20cm, de C.B.S. Sicientific Co. con peines para 20
muestras. Una vez finalizada las reacciones de PCR, se anadié a cada muestra 2
uL de tampdn de carga (0.10% azul de Bromofenol, 0,25% xileno-cianol, 30%
glicerol). Los geles de agarosa se hicieron con tampdn TAE 1x (20 mM Tris
acetato y 0,5mM EDTA pH= 8,0), posteriormente se colocd en cada pocillo 17
uL de ADN amplificado y se dejé migrar durante aproximadamente 1 hora y 30

minutos a temperatura ambiente, a un voltaje de 100 V/cm.

Una vez finalizada la electroforesis se procedid a la tincién de los geles
con una solucién de 12,5 ulL de bromuro de etidio, diluidos en 250 mL de TAE
1x durante al menos 20 minutos. Como patrén de peso molecular se utilizd el

marcador “1Kb plus DNA ladder” de la casa comercial Invitrogen.
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Posteriormente se llevaron los geles a un transiluminador de luz ultravioleta

UVldoc, donde se capturd y documenté la imagen de cada gel.

2.2 8 & 3 1 1 3}

b i —
- - —

ISSR 21
Poblacion 326F de 1 a 19

Figura 3.4. Captura de imagenes en gel de electroforesis para la deteccion de los fragmentos
ISSR amplificados

3.6.3 Cuantificacion y analisis de los patrones polimérficos

Las bandas generadas en la amplificacion de cada ISSR se estudiaron
empleando el analizador de iméagenes GIMP, tomando como patréon de
referencia el marcador de peso molecular 1Kb, de esta manera se estimé el
tamano de cada uno de los fragmentos amplificados. Los fragmentos
observados en cada poblaciéon, se registraron en una matriz binaria de datos

donde “1" indicaba presenciay “0" ausencia.

3.6.4 Amplificacion de microsatélites (SSR)

Para el andlisis de SSR, se seleccionaron 4 parejas de poblaciones
(silvestre y domesticada), que tras ser previamente analizadas mediante
marcadores ISSR, mostraron mayor y menor variabilidad genética entre ellas.
Posteriormente, se anadio la pareja formada por las poblaciones 129F y S-513 a
este analisis como Unico ejemplar represéntate de la especie B. stacei. Las
poblaciones analizadas mediante SSR se muestran a continuacién en la tabla
3.7.
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Tabla 3.7. Poblaciones analizadas con marcadores SSR.

162F S-514 (‘Zulema’) B. distachyon
480F S-406 B. distachyon
129F S-513 B. stacei
176F S-506 (‘Ibros’) B. hybridum
326F S-401 B. hybridum

Se utilizaron 12 parejas de cebadores para amplificar regiones de tipo
SSR. Los cebadores se eligieron en base a estudios anteriores realizados por
Hammami (2011), segin se indica en la Tabla 3.8. La longitud de estos
cebadores varid entre11 y 39 pb. Todos los cebadores “forward” presentaban
en el extremo 5’ una secuencia de nucledtidos correspondiente a un fragmento
del fago M13. En la reaccién de PCR se afiadié un tercer cebador marcado con
el fluorocromo 6-FAM  (6-carboxyfluoresceine) en el extremo 5,
complementario a la secuencia de la cola de los cebadores M13 forward”, con
el fin de permitir la deteccién del tamano de los fragmentos amplificados. Para
la reacciéon de PCR se tomaron: 20 ng de ADN gendmico, 1,5 uL de tampdn 10x
(100 mM Tris-HCL, pH 8,3, 500 mM KCI, 1,5 mM MgCI2 y 0.01% gelatina), 0,6 uL
dNTP (2,5 mM) (1,25 pL diluidos en 50 pL de agua ultrapura destilada), 0,2 uL de
cada cebador (10 mM) y 0,3 pL de Taq polimerasa (5 U/uL, de Sigma). Para la
amplificacién de los SSR se utilizaron dos programas de PCR segun se indica en

la tabla 3.9.

72



MATERIALES Y METODOS

Tabla 3.8. Secuencias de los cebadores utilizados en la obtencion de SSR.

Bra-3F
Bra-3R
Bra-5F
Bra-5R
Bra-8F
Bra-8R
Bra-13F
Bra-13R
Bra-16F
Bra-16R
Bra-17F
Bra-17R
Bra-18F
Bra-18R
Bra-19F
Bra-19R
Bra-20F
Bra-20
Bra-21F
Bra-21R
Bra-32F
Bra-32R

TGT AAA ACG ACG GCC AGT CCA GTA AGT GCACAC ATGTTA
CCT TGT ACT TGT GCT TAT GGT

TGT AAA ACG ACG GCC AGT TAC GTG TCA GTT TAG CAC CTT
AGG AGG CCACATCCTACCT

TGT AAA ACG ACG GCC AGT GTC AGT ATG AGT TTC CTC GTG
CTG ACT GAA AGC TCA AGT TGT

TGT AAA ACG ACG GCC AGT AAA CGA ACAACC CAACAAC
CTT AAT TAATCT GCG GTT GC

TGT AAA ACG ACG GCC AGT CGC GTATCT AGATGC TTT TT
GTT TCC CAC TAG AAC AAA GGT

TGT AAA ACG ACG GCC AGT AGT TGG CGG TCT ACA TCT ATT
ACT AAAGAC CAC TCACGTTTG

TGTAAA ACG ACG GCC AGT GAA GAA AGG AAG AAG AGATGC
AAT TCC TCC ATT CAC ATC G

TGT AAA ACG ACG GCC AGT GCT TGA GCC TCATCT TTT AGT
GAA AGATTT ACA GCC CCT AAC

TGT AAA ACG ACG GCC AGT GTG GAA CAA GAG ATG TAT GGA
CCCTGT TGACTAAAAACCTT

TGT AAA ACG ACG GCC AGT TTT TAT ACA AGG GGC AAG AG
CCAATT AATTCCCTT CCTTC

TGT AAA ACG ACG GCC AGT CCC AAT TAC TTT CCC GTA GT
GCC GGATTT AGAGAACAAC
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Tabla 3.9. Programas de amplificacion SSR por PCR

Primera fase

94°C > %’
94°C > 20”
Bra 17 58°C > 1’ 14 Ciclos
Bra 20 72°C - 30”
Bra 21 Segunda fase
Bra 32 94°C > 20
56°C > 1’ 28 Ciclos
72°C - 30”
72°C 2> 10’
4°C > o©
Primera fase
94°C > %’
Bra 3 94°C > 20”
Bra 5 58°C > 1’ 14 Ciclos
Bra7 72°C > 30”
Bra 8 Segunda fase
Bra 16 94°C - 20
Bra 18 56°C > 1’ 28 Ciclos
Bra 19 72°C - 30”
72°C 2> 10’
4°C > o©

3.6.5 Analisis y deteccion de microsatélites (SSR)

Una vez concluida las reacciones de PCR, se llevd a cabo el anélisis de
los productos amplificados utilizando un secuenciador capilar ABI 3130
(Genetic analyzer de Applied Biosystem). Posteriormente para el estudio de los
fragmentos amplificados se utilizé el programa “Peak Scanner Software v 1.0”,
con el que se realizd la alineacién de los picos y su estandarizacion segin un

marcador de peso molecular “GS500 (-250) LIZ".
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3.7 ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico y gréfico, se utilizd el software de
programacién R (www.r-project.org/), mediante la aplicacién de los paquetes
de anélisis Adgenet, Ade4 y Rcomander. Mediante este programa se llevaron a
cabo andlisis de correspondencia, distancias genéticas, andlisis de

componentes principales, obtencién de dendrogramas etc.
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4.1 ESTUDIO DE CARACTERES AGRO-MORFOLOGICOS ENTRE POBLACIONES
SILVESTRES Y DOMESTICADAS

Este estudio se ha realizado en una seleccién de plantas de
Brachypodium de las especies B. distachyon (2n=10), B. stacei (2n=20) y B.
hybridum (2n=30) [Figura 4.1], procedentes de poblaciones tanto silvestres

como sometidas a un proceso de seleccion y domesticacion.

Durante los diferentes anos de siembra, se ha establecido un registro de
descriptores agro-morfolégicos por medio de los cuales se ha pretendido
detallar el comportamiento y evolucién de algunos de estos materiales tras
haber sido extraidos de condiciones silvestres, e intentar llevar a cabo un
proceso selectivo de domesticacién. La finalidad de este trabajo fue la de
obtener poblaciones homogéneas, que posteriormente pudiesen ser utilizadas
como cubiertas vegetales vivas en la proteccién de suelos susceptibles a la

erosién, especialmente en zonas asociadas al cultivo de olivar.

162 F 129F 137F
INIA INIA INIA

Figura 4.1. Ejemplares de B. distachyon (2n= 10), B. stacei (2n=20) y B. hybridum (2n=30)-.

* Imagen de cromosomas tomada de Draper et al. 2001.
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Se analizaron en total 14 descriptores agro-morfolégicos de 7 parejas de
poblaciones de Brachypodium silvestres y domesticadas, procedentes de
parcelas experimentales de la Finca La Canaleja — Alcaléd de Henares. Tres de
estas parejas corresponden a B. distachyon y las cuatro parejas restantes
pertenecen a B. hybridum

En la Tabla 4.1 se muestra para cada una de las poblaciones, los datos
incluidos en los descriptores. Una vez recolectado el material silvestre se
obtuvo una primera generacién a la cual se le ha denominado “silvestre”, la
nomenclatura de estas poblaciones se acompana de la letra F. Posteriormente
se llevaron a cabo siembras sucesivas anuales en parcelas experimentales de
campo, hasta obtener la Ultima generacién en la que se han registrado datos
incluidos en este trabajo, que corresponden al verano de 2012, fecha en la se
concluyé la fase experimental. A este grupo de plantas se les ha denominado

poblaciones “domesticadas” y su nomenclatura se acompafna de la letra S
(Figura 4.2).

Tabla 4.1. Descriptores agro-morfoldgicos para 7 parejas de poblaciones de
Brachypodium con ejemplares silvestres y domesticados.

Pareja 1 Pareja 2 Pareja 3 Pareja 4 Pareja § Pareja 6 Pareja 7
Poblacién B. distachyon B. distachyon B. distachyon B. hybridum B. hybridum B. hybridum B. hybridum
S-514 | 162F | S-501 | 481F | S-515 | 160F | S-500 | 357F | S-502 | 260F | M-61 | 137F | S-506 | 176F
ahij’:r)nni::n to erecta erecta erecta erecta erecta erecta | intermed | intermed l:t:::t?: l:t:::t?: intermed | intermed | intermed | intermed
aﬁf;;‘:;l':r’]’; N 7 7 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
época floracion Intermed tardia tardia intermed tardia tardia precoz precoz | intermed | intermed | precoz precoz | intermed | intermed
e i » T e ectaa | crectaz TR intermed | Intermed | intermed | intermed | Intermed | Intermed o ol ;
porte floracion intermed | intermed | intermed | intermed | intermed | intermed a a a a a a inierme inierme
postrada | postrada | postrada | postrada | postrada | postrad
madu:;%:réz (cm) 42,2 26 354 12,33 40,8 28,6 37,91 28,33 55,2 50,4 37,25 35,2 37,12 46.1
(s;:zﬁr;;iaglno) hueco | hueco | hueco | hueco | hueco | hueco | hueco | hueco | hueco | hueco | hueco | hueco | hueco | hueco
tipo de poco poco muy muy poco poco poco poco poco poco poco poco poco poco
inflorescencia divergen | divergen | divergen | divergen | diverge diverge | divergen | divergen | divergen | divergen | divergen | divergen | divergen | divergen
longitud total de
inf. con arista 6,8 52 6,13 6,42 6,06 6,5 7,46 71 9,23 6,86 743 53 10,2 6,73
(cm)
#méximo de 5 4 4 5 6 4 3 5 4 4 4 4 5 4
I‘;Z?mﬁ,sﬁlg::,',l)la 39 3,26 34 | 4625 | 272 45 5,36 35 5,56 44 413 33 52 43
;‘:I"s%:s“?c‘r’:) 0875 | 1,33 | 08 | 1275 | 078 | 12 09 17 | 09% | 183 1 136 | 09 | 13
;E?r:tau(dcgs 065 | 05 | 06 | 0575 | 076 | 04 | 083 | 073 | 093 | 088 | 09 | 06 | 073 | 073
Relacion
lema/arista menor | menor | menor | menor | menor | menor | menor | menor | menor | menor | menor [ menor | menor | menor
2:::":: (';‘I'r; 405 | 327 | 395 | 275 | 462 | 337 | 769 | 49 | 48 | 549 | 538 | 501 | 675 | 535

*color ahijamiento: 3 verde claro; 5 verde medio; 7 verde oscuro
fondo azul: B, distachyon; fondo verde: B. hybridum

80




RESULTADOS

A
s‘ Q\ s\\\\ “"l '

- &\\

\ I\““

Figura 4.2. Parcelas experimentales de Brachypodium en la ‘Finca La Canaleja’, lugar de
procedencia de las poblaciones “domesticadas”. B. distachyon 2n=10; B. stacei 2n=20'y B. hybridum 2n=30.

Dentro de los 14 descriptores estudiados (Tabla 4.1), se ha podido
observar que, algunas de las caracteristicas morfo-agronémicas pueden llegar a
verse influenciadas por la presion y seleccion del cultivo, mientras que otras se
mantienen constantes durante los diferentes afios de siembra, como por
ejemplo el porte de las plantas. Asi mismo, se ha podido observar que las
plantas de B. distachyon, presentan un porte generalmente erecto durante las
épocas de ahijamiento y floracién aunque, en esta Ultima fase, tienden a
observarse un poco mas postradas. Por el contrario, plantas procedentes de

poblaciones B. hybridum muestran un porte de intermedio a postrado desde el
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ahijamiento hasta la floracion. Esta caracteristica, ha sido decisiva para
determinar la utilidad de Brachypodium para su uso como cubiertas vegetales
vivas, tal como lo han mostrado los trabajos llevados a cabo por Soler et al.
(2004).

Otras caracteristicas que se mantienen constantes entre parejas de
plantas silvestres y domesticadas son el color de la hoja durante el ahijamiento,
la seccién del tallo durante la maduracién y el tipo de inflorescencia. En cuanto
a la secciéon del tallo, se ha observado que es hueco en todas las plantas de
Brachypodium, independiente la especie. Por otro lado, el color de la hoja
durante el ahijamiento se ha descrito como verde medio y tiende a ser similar
para todas las poblaciones estudiadas, excepto la pareja formada por las
poblaciones 162F y S-514 (B. distachyon), en las que se pudo apreciar en las

mayoria de sus ejemplares un color méas oscuro.

Poblaciones silvestres

Pob 162F

Pob 395F Pob 129F Pob 326F

l I
|

B. distachyon 8. distachyon B. stacei B. hybridum

Pob $-403 Pob S-513 Pob $-401
Poblaciones domesticadas

Pob $-514

Figura 4.3. Descripcion agromorfolégica color de hojas durante el ahijamiento para
algunas poblaciones de B. distachyon, B. stacei y B. hybridum.

Por otra parte, de acuerdo con los datos registrados, existen ciertos
caracteres que se han visto afectados por los efectos de la presion y seleccion
del cultivo. Dentro de estos cabe citar aquellos que se analizan durante la
etapa de maduracién como son: altura de la planta, longitud de la

inflorescencia, longitud de la espiguilla terminal, longitud de la arista en la
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parte central de la espiguilla, longitud de la gluma, longitud entre lema y arista

y el peso de mil semillas.

Con el fin de incluir en el estudio de caracteres agro-morfolégicos a las
26 poblaciones que forman parte de este trabajo, se han tenido que reducir el
nuimero de caracteres a evaluar. Asi, en la Tabla 4.2 se pueden observar los
datos registrados para 6 descriptores, dentro de los que se destacan
principalmente la altura de maduracion, altura de espigado y peso de mil

semillas.

Tanto para las poblaciones silvestres como para las poblaciones
domesticadas, los datos resultan de la media de 10 plantas por poblacién
seleccionadas en el campo. Hay que sefnalar que, el registro de los datos
correspondientes a las poblaciones domesticadas presentados en la Tabla 4.2,

proceden del Ultimo ano de siembra.

De este modo, al comparar entre poblaciones silvestres y domesticadas,
se ha podido observar que en cuanto a la altura de maduracion, altura de
espigado y peso de mil semillas, existe una tendencia al incremento de sus
valores en poblaciones domesticadas, especialmente en plantas de B.
distachyon. Asi, la altura de maduracién pueden llegar a tener valores que
estan entre 12,2 cm y los 25,2 cm, por encima de los de las poblaciones
silvestres de las que derivan, como son los casos de la poblacion S-515 con 7
anos de siembra y de la poblacion S-406 con 5 anos de siembra

respectivamente.
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Tabla 4.2. Datos agromorfoldgicos para 26 poblaciones con ejemplares silvestres y
domesticados de B. distachyon, B. stacei'y B. hybridum.

Poblacién __Por?e Altura qe Seccion (_:_olor de AItu.ra de Peso ¢_ie
ahijamiento maduracion del tallo Ahijamiento* espigado mil semillas
160F erecta 28,6 Hueco 5 30,2 3,37
S-515 erecta 40,8 Hueco 5 36,8 4,62
162F erecta 26 Hueco 7 258 3,27
S-514 erecta 422 Hueco 7 36,2 4,05
395F erecta 20,2 Hueco 5 21,2 2,91
S-403 erecta 38,75 Hueco 5 24,91 5,63
480F erecta 14,8 Hueco 3 15,7 2,72
S$-406 erecta 40,75 Hueco 3 39,75 3,6
481F erecta 12,33 Hueco 5 19 2,75
S-501 erecta 35,4 Hueco 5 23,95 3,95
129F intermed 29,4 Hueco 5 31,2 6,51
S-513 intermed 57 Hueco 5 52,4 6,46
176F intermed 46 Hueco 5 458 5,01
S-506 intermed 37,12 Hueco 5 44,4 6,75
137F intermed 35,2 Hueco 5 38,8 5,35
M-61 intermed 37,25 Hueco 5 30,17 5,38
260F intermed a postrada 50,4 Hueco S 49,6 5,49
S$-502 intermed a postrada 55,2 Hueco 5 42,75 4.8
326F intermed 30,2 Hueco 5 29,2 417
S-401 intermed 32,5 Hueco 5 23,1 5,64
365F intermed a postrada 35,2 Hueco 5 34,8 4,26
S$-402 intermed a postrada 58 Hueco 5 32,7 5,18
357F intermed 28,33 Hueco 5 42,33 4,96
S$-500 intermed 37,91 Hueco 5 33,34 7,69
333F intermed a postrada 30,66 Hueco 7 39,33 4,34
S$-405 intermed a postrada 43,91 Hueco 7 35,31 7,33
*color ahijamiento: 3 verde claro; 5 verde medio; 7 verde oscuro

(B. distachyon, B. stacei, B. hybridum)
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En cuanto a las plantas domesticadas de B. stacei (S5-513), se ha
observado que, trascurridos 7 afios de siembra en campo, han llegado a
mostrar para la altura de maduracién valores de hasta de 27,6 cm por encima
de su poblaciéon de origen, al igual que para la altura de espigado con un
incremento de 24 cm. Por el contrario, el peso de mil semillas presenta un valor
muy similar al de su correspondiente ejemplar silvestre, aunque hay que
precisar que durante el Ultimo afo de siembra los valores en estas variables

fueron menores en relacidn a anos anteriores.

En el caso de B. hybridum el incremento entre las poblaciones silvestres
y domesticadas para la altura de espigado, fue en la poblaciéon S-402 de 22,8
cm después de 8 anos de siembra en campo, mientras que para el resto de las
poblaciones las diferencias estan comprendidas entre los 2 cm y los 13,25 cm.
En cuanto a la altura de espigado para este grupo de plantas, se observd que,
los valores registrados para las poblaciones silvestres, son mayores que para
sus correspondientes descendientes en proceso de domesticacién, con
diferencias de entre 1 cm y 10 cm por encima para las silvestres, destacando
una vez mas que, los datos registrados para el Gltimo ano (2012) en poblaciones
domesticadas son menores en relacién a afios anteriores.
Finalmente, comparando el peso de mil semillas y su relacidon entre plantas
silvestres y en fase de domesticacion, se observaron diferencias desde 0,3 gr a
2,99 gr, siendo los datos de las plantas domesticadas siempre mayores que su

correspondiente ejemplar silvestre.

El conjunto de datos de alturas de maduracién, espigado y peso de mil
semillas se muestra mediante representacion gréfica en la Figura 4.4, donde
ademas se hace evidente que las mayores alturas en estas variables se alcanzan

para las poblaciones domesticadas, en especial para el ejemplar S-513 (B.
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stacei 2n=20), seguido de las poblaciones S-502 y S-402 ambas
correspondientes a B. hybridum (2n=30).

Alturas de espigado, maduracion y peso de mil semillas para 13 parejas de Brachypodium con
poblaciones silvestres y domesticadas

70

il

160F |S-515 162F | S-514 | 395F |S-403  480F 'S-406 4B81F S-501  129F S-513 176F S-506 8 137F ' M-61 260F  S-502 ' 326F | S-401 365F S-402 357F | S-500 333F S-405

S

153

o

2n=10/2n=10 2n=10 2n=10 2n=10 2n=102n=10 2n=102n=10 2n=10 2n=20 2n=20 2n=30 2n=30 2n=30 2n=30 2n=30 2n=30 2n=30 2n=30 2n=30 2n=30 2n=30 2n=30 2n=30 2n=30
Poblaciones

Figura 4.4. Grafico de alturas de maduracion, espigado y peso de mil semillas para 13 parejas
de Brachypodium para poblaciones silvestres y domesticadas de las especies [B. distachyon
(2n=10), B. stacei (2n=20) y B. hybridum (2n=30)].

4.2 REGISTRO DE CARACTERES AGRO-MORFOLOGICOS EN FITOTRON E
INVERNADERO

Con el fin de estimar el comportamiento de las plantas y su desarrollo en
diferentes ambientes de crecimiento, se llevd a cabo una evaluacidon de
caracteres agro-morfolégicos en fitotron e invernadero, para algunas
poblaciones Brachypodium silvestres con respecto a su correspondiente
poblacion en proceso de domesticacién (Figura 4.5). Estos datos
posteriormente fueron comparados con los registros de campo, considerando
entre estas tres zonas de desarrollo los 10 caracteres (descriptores)

agromorfolégicos que se cita en las Tabla 4.3.1y 4.3.2.

Los caracteres evaluados en esta fase del trabajo derivan de la media de

10 plantas por poblacién en cada uno de los tres ambientes, durante diferentes
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periodos de siembra. En las Tablas que siguen a continuaciéon se muestran los

resultados obtenidos.

Tabla 4.3.1. Registro de datos agro-morfologicos en invernadero para 4 parejas de
Brachypodium con ejemplares silvestres y domesticados [B. distachyon, B. staceiy B. hybriduml].

Datos en invernadero

Dias de Diametro Largo Ancho

Dias de Dias de 50% d Altura de hoi hoi Altura
POB Siembraa Espigadoa o ma Espigado en .. Color Porte ola ola en
. mad. maduracion bandera bandera ..
espigado  50% mad. (cm) maduracién
total (cm) (cm) (cm)
160F 163 33,1 8,3 20,9 7,1 medio erecto 18 0,2 16,1
$-515 160 322 8,4 237 6,9 medio erecto 2,0 0,2 17,1
481F 169 33,3 8,9 29,6 6,8 medio erecto 19 0,2 14,8
S$-501 168 35,3 8,6 24.4 6,8 claro erecto 2,3 0,2 18,1
129F 165 33,3 9,3 28,5 6,3 claro  semipostrado 2,9 0,2 19,2
$-513 163 335 96 243 6,9 medio semipostrado 2,4 0,3 17,3
365F 160 324 8,1 15,6 7,1 medio  postrado 2,0 0,2 13,8
S-402 162 34,1 7,2 173 6,9 medio  postrado 19 0,2 125

Tabla 4.3.2. Registro de datos agro-morfologicos en fitotron para 4 parejas de Brachypodium con
ejemplares silvestres y domesticados [B. distachyon, B. staceiy B. hybridum].

Datos en Fitotron

Dias de Diametro Largo Ancho

Dias de Dias de 50% mad Altura de en hoia hoia Altura
POB Siembraa Espigadoa ° d Espigado d .. Color Porte b (: b (: en
espigado  50% mad mac. (cm) macduracion andera bandera - duracién
total (cm) (cm) (cm)
160F 172 338 9,5 239 7,2 medio erecto 18 0,2 17,6
S$-515 174 34,3 8,3 27,4 7,2 medio erecto 18 0,2 18,8
481F 165 34,6 10,2 215 6,8 medio erecto 17 0,2 15,5
S$-501 168 35,2 1,1 26,9 7,1 claro erecto 2,3 0,2 18,0
129F 178 32,1 7.2 28,9 6,9 claro  semipostrado 2,9 0,3 18,1
$-513 173 35,4 8,7 23,4 7.1 medio semipostrado 2,3 0,3 17,3
365F 174 30,1 8,2 15,8 6,9 medio  postrado 2,1 0,2 13,7
S-402 175 33,2 9,1 17,2 6,9 medio  postrado 19 0,2 131

En las Figuras 4.6 a y b, se muestran graficamente los resultados de las
Tablas 4.3.1 y 4.3.2, comparando los datos de alturas de espigado vy

maduracion, para estas poblaciones en los tres ambientes de desarrollo.
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Pob §-501
2n=10

Pob 481F
2n=10

Pob 129F \ | Pob 5-513

Pob 365F Pob 5-402
2n=30 / \\ i 2n=30

Figura 4.5. Desarrollo en fitotrén de plantas de Brachypodium con ejemplares silvestres y
domesticados de tres especies diferentes (B. distachyon 2n=10, B. stacei 2n=20 y B. hybridum
2n=30) en fase de espigado.
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De acuerdo con estos resultados, se ha podido observar un mayor
crecimiento de estas plantas en campo, llegando en algunas poblaciones a
obtener valores muy por encima de la media de invernadero y fitotron como en

el caso de la poblacién 365F (B. hybridum).

Por otra parte, se ha podido observar que las medias obtenidas para
invernadero y fitotrén son muy similares entre si, destacando también que en
estas dos zonas de desarrollo se ha intentado mantener condiciones similares
de temperatura y vernalizacién, mientras en campo las plantas se desarrollaron

espontaneamente sin una vernalizacion previa.

También es de destacar que los valores obtenidos para alturas, tanto de
espigado como de maduracidn, son un reflejo del porte de las plantas durante
estas etapas del desarrollo, lo que permite sefalar que, en invernadero vy
fitotrén, las plantas tienden a presentar un habito postrado en una etapa mas
precoz, mientras que en campo en general se conservan con mayor altura,
aunque hay que tener presente que, el habito de las plantas de Brachypodium
varia ampliamente entre las tres especies, tal como se puede apreciar en la

Figura 4.5.
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a) Alturas en espigado para poblaciones de Brachypodium en tres zona diferentes
de crecimiento
a5
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160F 5-515 481F 5-501 129F 5-513 365F $-402
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Poblaciones

Alturas en maduracion para poblaciones de Brachypodium en tres zonas
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diferentes de crecimiento
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Figura 4.6. Crecimiento comparativo de poblaciones de Brachypodium (B. distachyon 2n=10, B.
stacei 2n=20 y B. hybridum 2n=30) en tres zonas diferentes de desarrollo. a) alturas en

espigado. b) alturas en maduracién.

Por otra parte, al establecer una comparacién entre plantas silvestres y
las plantas en proceso de domesticacion que derivan de éstas, se ha podido
observar que, algunas de estas Ultimas, alcanzan tamanos superiores a su
correspondiente ejemplar silvestres en especial en las poblaciones de B.
distachyon y B. hybridum. Esta caracteristica también se ha podido observar en
el tamafo de los granos que es superior para las poblaciones domesticadas, en

comparacién con su correspondiente pareja silvestre (Figura 4.7)
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Figura 4.7. Comparacion del tamafio de las semillas de Brachypodium entre poblaciones
silvestres y domesticadas con diferente nimero de cromosomas. a) B. distachyon; b) B. stacei;
c) B. hybridum.

4.3 ANALISIS DE VARIABILIDAD MEDIANTE MARCADORES MOLECULARES
DE ADN GENOMICO

Con el fin de conocer la variabilidad genética que encierran las
poblaciones de las tres especies de Brachypodium seleccionadas, y determinar
los cambios de variabilidad que se producen durante el proceso de
domesticacién, se ha llevado a cabo un estudio de marcadores moleculares
tipo ISSR y SSR.

4.3.1 Estudio de Intermicrosatélites (ISSR)

Se han empleado 16 cebadores para amplificar regiones
intermicrosatélites (ISSR) en 19 individuos de cada una de las 26 poblaciones,
contabilizdndose un total de 494 individuos y 7.904 amplificaciones. En la
Figura 4.8 se muestra algunos ejemplos de los productos amplificados en las

tres especies estudiadas, tras su separacién en geles de agarosa.

El anélisis de los geles de agarosa, ha permitido identificar un total de
2.378 fragmentos polimérficos para el conjunto de las 26 poblaciones y los 16
cebadores ISSR empleados. Estos fragmentos se agruparon en 28 rangos
segun el tamafo de las bandas obtenidas. Cada uno de los fragmentos
obtenidos con los diferentes cebadores, se ubicd segin su tamano en uno de
los rangos de acuerdo con los valores mostrados en la Tabla 4.4.

Posteriormente con todos los fragmentos obtenidos, se generd una matriz de
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presencia-ausencia con 84.472 datos registrados que luego fueron analizados

con el programa estadistico R.
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Figura 4.8. Separacion en geles de agarosa de fragmentos ISSR amplificados empleando
diferentes cebadores, en tres parejas de poblaciones (silvestre izquierda — domesticada derecha)
de Brachypodium a) B. distachyon; b) B. stacei; ¢) B. hybridum.
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Tabla 4.4. Conjunto de regiones amplificadas para los 16 sistemas ISSR analizados. En la
primera columna se muestra el rango de los tamafios obtenidos para las 26 poblaciones totales.

Rangos
de fragmentos
Tamaiio (pb)

4000pb
3500pb
3000pb
2900pb
2700pb
2500pb
2200pb
2100pb
2000pb
1900pb
1800pb
1700pb
1650pb
1600pb
1500pb
1300pb
1200pb
1100pb
1000pb
900pb
850pb
700pb
650pb
600pb
500pb
450pb
400pb
350pb

Total 179

En conjunto, por cada cebador de ISSR se obtuvieron entre 104 a 194
fragmentos con una media de 148,62 productos amplificados por marcador
segun se muestra en la Tabla 4.5, con tamanos comprendidos entre 350 pb y
4.000 pb dependiendo del cebador empleado. El sistema con menor nimero
de amplificaciones fue el ISSR 20, mientras que el mayor nimero de fragmentos
se registré para los ISSR 9y 15.
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Tabla 4.5. Numero total de fragmentos polimérficos amplificados y tamafio de los fragmentos
obtenidos por cada ISSR en tres especies de Brachypodium (B. distachyon, B. stacei y B.
hybridum).

125 46 10 69 3000 - 850
105 41 6 58 4000 - 400
189 79 7 103 3000 - 350
194 74 10 110 3500 - 350
166 69 10 87 3000 - 450
148 60 11 77 2000 - 450
139 64 11 64 4000 - 400
129 59 11 59 3000 - 500
154 66 11 8 2000 - 450
194 75 15 104 3000 - 300
111 49 6 56 2500 - 400
172 68 11 93 2000 - 400
162 62 10 90 2900 - 500
104 47 9 48 2000 - 500
154 56 10 88 3000 - 400
128 47 8 73 2500 - 700

Los porcentajes totales de fragmentos obtenidos para cada grupo de
poblaciones segin su la especie analizada, fueron los siguientes: para las
poblaciones formadas por B. distachyon se obtuvo un total de 962 fragmentos
(40,45%), para las poblaciones de B. stacei se amplificaron 156 fragmentos
(6,56%) y para las poblaciones de B. hybridum se alcanzaron 1.260 fragmentos
(52,99%).

Se ha observado que, algunos fragmentos fueron exclusivos de alguna

especie de los genotipos analizados. Por ejemplo, los fragmentos

comprendidos en el rango de 1.600 pb generados por los cebadores ISSR 11 e
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ISSR 15, se presentan sélo en las poblaciones de B. hybridum, al igual que los
fragmentos de 2.700 pb generados por el cebador ISSR 1, detectados

Unicamente en las poblaciones B. hybridumy B. stacei.

Por otra parte, la presencia de algunos fragmentos resulta comun para
el conjunto de los 16 cebadores de ISSR estudiados; destacando
principalmente los comprendidos entre rangos de 1.500 pb, seguido de 1.200
pb y 700 pb, presentes en todos los sistemas ISSR con exclusion de los
cebadores ISSR 1, 3y 20 en los que no se registré ninguna poblacién con 700
pb, mientras que en los sistemas ISSR 16 y 22 no se detectaron fragmentos con
1.200 pb. A pesar de haberse encontrado fragmentos dentro de los mismos
rangos segln el tamafo generado en los diferentes ISSR, se da por entendido

que las regiones gendmicas amplificadas deben ser diferentes.

4.3.2 Estudio de la diversidad inter-poblacional mediante marcadores (ISSR)

A partir del anélisis de los 16 cebadores para amplificar ISSR, se llevd a
cabo un estudio entre las parejas de poblaciones, para detectar si hubiese
pérdida de variabilidad genética, a consecuencia de los diversos periodos en
los que las plantas fueron sometidas a presiéon de cultivo y domesticacion. En
este sentido, se comprobé la disminucién para el nimero de fragmentos en 13

parejas de las poblaciones estudiadas.

El nimero de fragmentos perdidos entre ejemplares silvestres y en
procso de domesticaciéon se resume en la Tabla 4.6, donde se observé que
algunas parejas de poblaciones presentan mayor diversidad genética entre si.
Asi, al analizar las parejas de B. distachyon se observé que los ejemplares
395F-S-403, 480F-S-406 y 481F-S-501 presentan diferencias de entre 11 a 25
fragmentos entre individuos silvestres y domesticados. Por su parte, en la
pareja de B. stacei (129F-S-503) se detectaron 11 fragmentos diferentes
derivados de 8 cebadores, mientras que para las parejas de B. hybridum
formadas por las poblaciones 326F-S-401, 333F-S-405 y 365F-S-402, se
detectaron entre 21y 29 fragmentos de diferencia entre ejemplares silvestres y

domesticados.
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Tabla 4.6. Perdida de fragmentos detectada para poblaciones de Brachypodium silvestres y
domesticadas mediante el uso de 16 cebadores ISSR (B. distachyon, B. stacei 'y B. hybridum).

160F - S-515 9 ISSR 1, 3,8,9,17, 19
ISSR 3, 8, 11, 14, 16,
395F - S-403 25 17,19, 50, 21, 32
162F - S-514 4 ISSR 12, 15, 17, 21
ISSR 3, 8, 10, 11, 12,
480F - S-406 25 13, 15. 19 20, 31
ISSR 8, 9, 10, 11, 14, 15
481F - S-501 11 o o
ISSR 1,8,10 11, 13, 14,
129 F - S-513 15 15, 17. 19, 20
137F - M-61 6 ISSR 9, 13, 15, 19, 21
176F - S-506 5 ISSR 9, 13, 15, 19, 21
260F - S-502 4 ISSR 11, 15, 16
ISSR 1, 3, 8, 9, 11, 12,
326F - S-401 29 14, 15, 17, 19, 20, 21,
22
ISSR 1, 8, 9, 10, 11, 14,
333F - S-405 21 e o
357F - S-500 8 ISSR 1, 15, 16, 17
- - ISSR 3, 8, 9, 14, 5, 16.

19, 21, 22

Se ha podido observar que, en la pérdida de fragmentos entre parejas
de plantas silvestres y domesticadas, puede presentarse una de las dos
situaciones siguientes: que existan fragmentos presentes en poblaciones
silvestres y ausentes en domesticadas o viceversa. En la Tabla 4.7, se muestra el
porcentaje de pérdida de fragmentos entre poblaciones silvestre vy

domesticadas e inversamente.
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Tabla 4.7. Porcentaje de fragmentos presentes en poblaciones silvestres y ausentes en
poblaciones descendientes domesticadas y viceversa.

10,11 10,22 8,55

3,81 6,81 4,05

Segln se muestra en la tabla anterior, los porcentajes de pérdida de
fragmentos de tipo ISSR, son mas altos en las poblaciones domesticadas
respecto a las poblaciones originales, como era de esperar al haberse dado
una presién y seleccion del cultivo a lo largo de varias generaciones. También
se observd la situacidon contraria, es decir presencia de fragmentos en las
poblaciones domesticadas que no fueron detectados en las correspondientes
poblaciones silvestres, siendo mas evidente esta situacién para la pareja de las

poblaciones de B. stacei en la que el porcentaje llegd a ser del 6,81 %.

Para analizar la relacion genética entre poblaciones silvestres vy
domesticadas, y los cambios moleculares detectados con los marcadores ISSR
a consecuencia de la presién de cultivo tras varias generaciones, se llevd a cabo
un andlisis de componentes principales (ACP) mediante la utilizacion de
programa estadistico R, con la aplicacién de los paquetes Adegenet y Ade4. En
la Figura 4.9 se representan las 26 poblaciones incluidas en el estudio, donde
se observa la distribucion de los materiales analizados con el conjunto de los 16

cebadores para amplificar ISSR empleados en esta parte del estudio.
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Figura 4.9. Grafica de la distribucion de las poblaciones en los dos primeros componentes
principales basados en la utilizacién de 16 sistemas ISSR, para 13 parejas de poblaciones
silvestres y domesticadas de B. distachyon, B. stacei y B. hybridum. Los dos primeros
componentes principales explican el 23,13 % de la varianza.

En la gréfica de la Figura 4.9, se muestra el agrupamiento de las
poblaciones segln su especie, de esta manera se distinguen tres grupos de
poblaciones diferenciados claramente, correspondientes a B. distachyon, B.
staceiy B. hybridum, a excepcién de la pareja 162F — S514 (B. distachyon) que

se muestra mas préxima a las poblaciones de B. hybridum.

Por otra parte, al detallar la distribucién obtenida entre poblaciones
silvestres y sus correspondientes poblaciones domesticadas, se hace evidente
para algunas parejas un distanciamiento menor como en el caso de la parejas

160F — S-515 (B. distachyon), mientras que algunas parejas presentan un
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distanciamiento mayor entre ejemplares silvestres y los domesticados
derivados de estas. Tal es el caso de las parejas de B. distachyon 395F - S403 y
480F — S406 mientas que las parejas de B. hybridum que mas diferencia
muestran corresponden a las poblaciones 260F — S502 y 326F — S-401.

4.3.3 Analisis de la diversidad intra-poblacional mediante marcadores (ISSR)

A partir de la matriz de presencia-ausencia del conjunto de fragmentos
ISSR analizados, se ha llevado a cabo un andlisis de distancias genéticas
mediante la elaboracién de un dendrograma con la utilizacién del programa
estadistico R y el paquete Adegenet, este es un programa dedicado al anélisis
multivariante de marcadores genéticos en el que se aplica el método de
agrupamiento UPGMA. En este estudio se ha empleado el indice de distancia
genética absoluta o método de Prevosti (1974). Este método calcula una
distancia general entre las poblaciones, basado en las diferencias entre
frecuencias de los agrupamientos genéticos que puedan presentarse en las

poblaciones de estudio.

En el dendrograma obtenido (Figura 4.10) se observa que las
poblaciones en proceso de domesticacién se encuentran muy proximas a las
silvestres de las que derivan y también se puede observar que, en conjunto las
poblaciones pertenecientes a una misma especie, estan muy proximas entre si,
exceptuando la pareja de B. distahyon 162F - S514 que se encuentra alejada

del resto del grupo de su misma especie.

También se ha observado que los dos grupos de poblaciones de B.
hybridum que se forman, se hallan en una posicién intermedia entre las
poblaciones de B. distachyon y B. stacei. Asi mismo, las poblaciones de B.
stacei se encuentran ubicadas en medio de las poblaciones B. hybridum, por lo
que, se puede establecer que los ejemplares de B. hybridum comparten
caracteristicas genéticas tanto de las otras dos especies. Asi mismo, los
ejemplares de B. stacei resultan més similares a las poblaciones de B.

hybridum. Estos resultados también corroboran el estudio de caracteres agro-
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morfoldgicos, en los que en general B. stacei y B. hybridum, se muestran muy

similares entre si, en especial en cuanto a porte y tamafo se refiere.
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Figura 4.10. Dendrograma representando las distancias genéticas entre 13 parejas de
poblaciones de Brachypodium, silvestres y domesticadas tras el analisis con 16 cebadores ISSR.

4.3.4 Estudio de Microsatélites (SSR)

Para este estudio se seleccionaron 5 parejas de poblaciones, elegidas
entre las anteriormente analizadas mediante marcadores ISSR. Las parejas

incluidas en este analisis se muestran en la Tabla 4.8.
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Tabla 4.8. Parejas de Brachypodium seleccionadas para el estudio con marcadores

SSR.
B. distachyon 162F S-514 480F S-406

B. stacel
129F S-513
176F S-506 326F S-401

Para la seleccién de estas cinco parejas de poblaciones, se tuvo en
cuenta el grado de variabilidad que se habia observado en el estudio de ISSR.
Asi, las parejas 162F — S514 (B. distachyon), 129F — S513 (B. stacei) y 326F — S401
(B. hybridum) presentaron una elevada variabilidad, mientras que las parejas
480F — S406 (B. distachyon)y 176F — S506 (B. hybridum) mostraron un nivel bajo
de variacién entre las poblaciones silvestres y las poblaciones domesticadas

derivadas de ellas.

De cada una de las poblaciones anteriormente mencionadas se
seleccionaron 19 plantas, de modo que se incluyeron un total de 95 individuos,
en los que se analizaron secuencias tipo microsatélites (SSR), empleando 11
parejas de cebadores SSR que, en estudios anteriormente realizados por
Hammami (2011) en diversas poblaciones de Brachypodium de la misma

coleccién de germoplasma INIA, dieron fragmentos analizables y polimorficos.

Se han realizado un total de 1.045 reacciones de PCR, a partir de las
cuales se estudiaron los fragmentos amplificados para cada individuo segun su
poblacién de origen, detectdndose un total de 42 fragmentos de distinto
tamanfo (Tabla 4.9).
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Tabla 4.9. Conjunto de fragmentos SSR obtenidos para un total de 5 parejas de
poblaciones silvestres y domesticadas de B. distachyon, B. stacei'y B. hybridum.

SSR 3 1 170

SSR 5 16 53 514
SSR 8 7 53 479
SSR 13 3 170 189
SSR 16 2 188 189
SSR 17 5 59 184
SSR 18 2 184 185
SSR 19 2 154 157
SSR 20 1 164

SSR 21 2 174 173
SSR 32 1 213

En general, en las poblaciones analizadas con cada sistema SSR, se
obtuvo uno o dos fragmentos, mostrandose habitualmente el mismo patrén

para todo el conjunto de los 19 individuos por poblacion (Figura 4.11).

Con algunos cebadores se logré la amplificacion de fragmentos
idénticos en todas las poblaciones, a pesar de tratarse de especies diferentes.
Este ha sido el caso al emplear los cebadores SSR 3, SSR 20 y SSR 32.

Por otra parte, algunos cebadores son especificos de alguna de las tres
especies analizadas. Por ejemplo, se observé que los cebadores SSR 5, 8 y 17
amplifican fragmentos Unicos en poblaciones de B. hybridum que no se
comparten con las otras dos especies y estos mismos cebadores amplificaron
fragmentos Unicos en poblaciones de B. stacei, mientras que para las
poblaciones de B. distachyon sélo el SSR 5 amplifica fragmentos. Por otro lado,
cabe destacar que el cebador SSR 5, mostré el mayor nimero de fragmentos
amplificados para todo el conjunto de poblaciones, con un total de 16
fragmentos diferentes, seguido del cebador SSR 8 con el que se detectaron 7

fragmentos.
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Figura 4.11. Ejemplos de resultados de SSR amplificados en parejas de poblaciones silvestres y
en proceso de domesticacion de B. distachyon, B. stacei'y B. hybridum.

4.3.5 Estudio de la diversidad inter-poblacional mediante marcadores SSR

En la Tabla 4.10 se muestra los fragmentos observados en cada una de
las 5 parejas de poblaciones de Brachypodium analizadas, agrupadas segun su
especie. En la Tabla 4.11 se muestran los fragmentos de los SSR detectados en
cada una de las especies de Brachypodium, indicandose aquellos fragmentos

compartidos y/o Unicos para cada especie.
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Tabla 4.10. Fragmentos amplificados con cada sistema SSR en 10 poblaciones totales de B. distachyon,

B. stacei y B. hybridum.

SSR

SSR 17

SSR 21

SSR 8

SSR 5

SSR 20

SSR 32

SSR 3

SSR 13

SSR16

SSR 18

SSR 19

B. distachyon

162F

S$514: 180; 184

406F

S$480: 180; 184

162F
S514
406F
$480

162F
S514

406F
$480

162F: 197;199;200;223;

: 180; 184

:180; 184

1174
1174
:173; 174
1174

1172
1172

1172
1172

455; 621; 514

S$514: 130; 197; 200

406F

$480: 130; 200; 274;

621

162F:
S514:

406F:
S480:
162F:
S514:

406F:
$480:

162F:
S514:

406F:
S480:
162F:
S514:

406F:
$480:
162F:
S514:
406F:
$480:

162F:
S514:

406F:
S480:
162F:
S514:

406F:
S480:

: 200

164
164

164
164
213
213

213
213

170
170

170
170
188
189

170
170
188
189
189
189

184
184

184
184
157
157

157
157

129F
S§513

129F
S§513

129F
S§513

129F: 129;130; 109;

B. stacei

: 59, 180Pb
: 180pb

: ninguno
1174

:172; 250
1173

514; 349

§513: 130; 190; 200;

349; 514

129F
S§513

129F
S§513

129F
S§513

129F
S§513

129F
S§513

129F
S§513

129F
S§513

: ninguna
: 164

: ninguna
1213

1170
1170

1189
1188

: 189
1188

: 184
: 184

: 154
1 154; 157

B. hybridum

176F:
S$506:

326F:
S401:

176F:
S506:
326F:
S401:

176F:
S$506:

326F:
474
S401:

176F:

180; 181
180; 181

183
180; 181

174
174
ninguno
174

172; 249
172

53; 64; 112; 172

172
53; 130; 196; 197

349; 408; 514

S$506:

53; 130; 149;

196; 197; 200; 349; 408

326F:
S401:

53; 197
53; 129; 196;

197; 349

176F:
S$506:

326F:
S401:
176F:
S506:

326F:
S401:

176F:
S$506:

326F:
S401:
176F:
S506:

326F:
S401:
176F:
S506:

326F:
S401:
176F:
S506:

326F:
S401:
176F:
S506:

326F:
S401:

164
164

164
164
213
213

213
213

170
170

170
170
188
189

189
189
189
189

188
189
184
184

185
184
154; 157
154; 157

154
154
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Tabla 4.11. Total de fragmentos obtenidos con 11 cebadores SSR en las 10 poblaciones de
Brachypodium analizadas.

53 53
59 59

64 64
109 109

112 112
129 129 129
130 130 130 130
149 149
154 154 154

157 157 157 157
164 164 164 164
170 170 170 170
172 172 172 172
173 173 173

174 174 174 174
180 180 180 180
181 181
183 183
184 184 184 184
188 188 188 188
189 189 189 189
190 190

196 196
197 197 197
199 199

200 200 200 200
213 213 213 213
223 223

249 249
250 250

349 349 349
408 408
455 455

472 472
514 514 514
621 621
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A partir de los datos de la Tabla 4.11 se han estimado los porcentajes de
fragmentos exclusivos en cada una de las tres especies. Asi como el porcentaje

de fragmentos compartidos y se han representado en la Figura 4.12.

Porcentaje de alelos Ginicos en poblacién por nimero Porcentaje de alelos compartidos entre poblaciones
de cromosomas por nimero de cromosomas
¢ 2
E £ 2n=20-2n=30 83
= 2n=30 25 | g n n
Z z
é g 2n=10-2n=30 27
S 2n=20 11,1 2
< < 2n=10-2n=20 (N
2 2
] ) =
£ =10 111 £ 2n=10,20y 30 333
z E )
0 5 10 15 20 30 0 5 0 15 20 25 30 35
D, 2 ~entaie
a) Porcentaje b) Porcentaje

Figura 4.12. Porcentaje de fragmentos Unicos y compartidos entre poblaciones de B. distachyon,
B. stacei y B. hybridum, analizadas mediante marcadores SSR.

Segun se observa en la Figura 4,11 (a), las poblaciones de Brachypodium
correspondientes a B. hybridum son las que muestran un mayor porcentaje
(25%) de fragmentos exclusivos, mientras que las poblaciones de B. distachyon

y B. staceitienen un 11.1% de fragmentos Unicos para cada una de ellas.

En la Figura 4,12 (b), se muestra el porcentaje de fragmentos
compartidos en el conjunto de poblaciones y por parejas de poblaciones segun
la especie. Asi, todas las poblaciones comparten un total de 33,3% de
fragmentos. Las poblaciones de B. stacei y B. hybridum comparten el 8,3%, las
poblaciones de B. distachyon y B. stacei comparten el 55 del total de
fragmentos mientras que el porcentaje mas bajo de fragmentos compartidos
corresponde a las poblaciones de B. distachyon y B. stacei que sélo alcanzan el
2,7%, lo que podria indicar una mayor distancia genética entre estas

poblaciones.

Al igual que en el estudio realizado con marcadores ISSR, en el presente
analisis se observd que para algunas parejas de poblaciones, en ciertos
individuos silvestres no se detecté la presencia de algun fragmento, que si se

detecté en la correspondiente poblacién domesticada. Por ejemplo, con el
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cebador SSR 21 en la poblacion silvestre 129F (B. stacei), no se obtuvo
amplificacién en ninguno de los 19 individuos analizados, mientras que al
analizar su correspondiente poblacion domesticada (S-513), se observd un
Unico fragmento de 174 pb en todos los individuos analizados. Esta misma
situacion se presentd para las parejas formadas por las poblaciones 326F —
S401 de B. hybridum, en las que se observa un menor de fragmentos en

poblaciones silvestres con este mismo cebador.

En contraste con la situaciéon anterior, se han observado algunos
fragmentos SSR presentes en las poblaciones silvestres pero no en las
domesticadas derivadas de ellas. Es el caso de algunos fragmentos

amplificados con el cebado SSR 5 en las parejas 480F — S406 (B. distachyon).

4.3.6 Estudio de la diversidad intra-poblacional mediante marcadores SSR

Se llevd a cabo un anélisis de componentes principales (ACP) basado en
el estudio de los 11 sistemas SSR, para determinar el grado de variabilidad
genética entre las 5 parejas de las tres especies de Brachypodium, como
consecuencia de los diversos periodos en el que las plantas se sometieron a
presion y seleccion del cultivo. Para la representacion grafica por componentes
principales (Figura 4.13), se utilizé el programa estadistico R con los paquetes
Adegenet y Ade4.

Como se indicé al inicio del apartado del estudio de microsatélites, las
poblaciones presentaron un alto o un bajo grado de variabilidad para ISSR.
Este hecho se ve reflejado en la Figura 4.13, en donde aparecen parejas de
poblaciones claramente separadas como 129F — S513 (B. stacei) 6 326F — S401
(B. hybridum), mientras que el resto de poblaciones ocupan zonas del gréfico

colindantes o solapadas.

Debido a que la seleccién de las poblaciones se hizo en funcién de su
mayor o menor variabilidad genética tras los estudios llevados a cabo con ISSR,
puede deducirse que, en el primer caso, corresponde a aquellas poblaciones
silvestres que mostraron una mayor variabilidad, y tras la presién del cultivo han

dado origen a poblaciones domesticadas claramente diferenciadas de las
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silvestres de las que proceden. En el segundo caso se trata de poblaciones
que, pese a la presion del cultivo, se siguen manteniendo genéticamente
similares a las silvestres con una menor variacion, con lo cual las poblaciones

domesticadas siguen siendo semejantes a la poblacién de origen.

o Relacién parejas:
162F - S-514
o/ 480F — S-406
© - 7 129F - S-513
A 176F — S-506
& 326F - S-401
A129F ¥
o
o . &/
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Figura 4.13. Grafica del analisis de componentes principales para 5 parejas de
poblaciones de Brachypodium (B. distachyon, B. staceiy B. hybridum) analizadas con 11
sistemas SSR. Entre los dos primeros componentes principales se explica el 94 % de la
variabilidad total.

4.4 ANALISIS CONJUNTO DE MARCADORES ISSR, SSR Y DE LOS CARACTERES
AGROMORFOLOGICOS

Se ha llevado a cabo un anélisis conjunto de los marcadores moleculares

ISSR y SSR en las 10 poblaciones seleccionadas inicialmente para el estudio con
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microsatélites, fusionando las matrices obtenidas para estos dos tipos de
marcadores y convirtiendo los datos de presencia-ausencia en valores de
frecuencia. A partir de la matriz resultante, se realizd un anélisis estadistico de

componentes principales con Adegent en programacién R.

PCA2

-10 -5 0 5 10

PCA1

Figura 4.14. Grafico de componentes principales obtenido mediante el analisis conjunto
de marcadores ISSR y SSR representando 3 tipos de poblaciones de Brachypodium (B.
distachyon, B. stacel, B. hybridum). Los dos primeros componentes principales explican
el 49,98 % de la varianza

Inicialmente se analizaron las 10 poblaciones anteriormente
mencionadas agrupandolas en funcién de la especie. En la Figura 4.14, se
puede observar que al realizar un estudio conjunto entre los dos tipos de
marcadores se hace mas evidente la separacion de las poblaciones en funcién
de la especie, formandose de esta manera tres grupos principales. Asi mismo, a

partir de estos se forman pequefos subgrupos que, representan un claro
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distanciamiento genético entre los individuos silvestres y domesticados que

conforman cada una de estas poblaciones.

La formaciéon de grupos para cada una de las tres especies y su
separacion entre ejemplares silvestres y domesticados mencionada
anteriormente, se hace mas evidente al observar la Figura 4.16, en la que el

estudio se hizo tomando en cuenta a cada una de las 10 poblaciones.

Relacion parejas:
162F - S-514
480F - S-406
129F - §-513
176F — S-506
326F - S-401

Pl N WY
-8-51 4 Ei
(o

i

PCA2

-10 -5 0 5 10
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Figura 4.15. Grafico de componentes principales obtenido mediante el analisis conjunto de
marcadores ISSR y SSR representando 10 poblaciones de Brachypodium con plantas silvestres
y domesticadas [B. distachyon, B. stacei, B. hybridum]. Los dos primeros componentes
principales explican el 49,98 % de la varianza.
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Finalmente, se ha aplicado el indice de Prevosti (1974) para analizar la
similitud entre las 10 poblaciones seleccionadas y a continuacion se aplico el
método UPGMA para establecer la agrupacién entre ellas. La representacion
grafica del dendrograma obtenido se muestra en la Figura 4.16, donde se
observa que las poblaciones silvestres y sus domesticadas derivadas se ubican
mas préximas entre si. A nivel general las poblaciones se separan en dos
grupos principales, uno de ellos integrado por las poblaciones 162F — S-514 (B.
distachyon) y 176F — S-506 (B. hybridum) y el segundo grupo integrado por las
parejas 406F -S-480 (B. distachyon), 129F-S-513 (B. stacei) y 326F-S-401 (B.
hybridum).

Relacion parejas:

162F - 5514 ~ ENE
480F - S-406
129F - $-513
176F - 5-506
326F - 5-401
S-514
162F
S-513
129F
S-480
406F
| | | | | | |
120 100 80 60 40 20 0

Figura 4.16. Dendrograma representando las distancias genéticas entre 10 poblaciones
de Brachypodium con ejemplares silvestres y domesticados, analizados con marcadores
ISSR y SSR [B. distachyon, B. stacei, B. hybriduml].
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En este segundo grupo, las poblaciones de B. stacei ocuparian un nivel
intermedio entre las poblaciones de B. distahyon y B. hybridum, aunque con

mas semejanza a los ejemplares de B. hybridum.

El  anélisis de componentes principales utilizando los caracteres
agromorfolégicos citados en la Tabla 4.2, para las 10 poblaciones de
Brachypodium en las que se analizaron los marcadores moleculares, permite
observar la separacién de las parejas de B. distachyon y B. stacei, mientras que
las parejas de B. hybridum tienden a situarse mas cercanas entre si (Figura
4.18).
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Figura 4.17. Distribucién por anélisis de componentes principales para 10 poblaciones de
Brachypodium (B. distachyon, B. stacei, B. hybridum), mediante la evaluacion de caracteres
agromorfoldgicos [Tabla 4.2]. Los dos primeros componentes principales explican el 77,48 % de
la varianza.
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Se ha realizado un analisis de componentes principales con los tres tipos
de marcadores utilizados en este estudio, lo que incluye marcadores ISSR, SSR

y marcadores agromorfoldgicos.

La representacion de los dos primeros componentes principales, se
muestra en la Figura 4.18, donde se observa que las mayores diferencias entre
poblaciones silvestres y domesticadas, se dan en las parejas 129F — S-513 (B.
stacei) y 326F — S-401 (B. hybridum).
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Figura 4.18. Distribucién por anélisis de componentes principales para 10 poblaciones de
Brachypodium (B. distachyon, B. stacei, B. hybridum), incluyendo analisis con ISSR, SSR y
datos morfo-agrondémicos de campo.
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DISCUSION

5.1 CULTIVO Y DOMESTICACION DE ESPECIES SILVESTRES DEL GENERO
Brachypodium

La domesticacién “inconsciente” de especies vegetales silvestres en los
albores de la Agricultura, posibilitd la obtencién de cultivares primitivos
formados por mezclas de genotipos que mostraban fenotipos de interés para
los primeros agricultores (indehiscencia de las semillas, semillas més grandes,
plantas mas productivas etc.). Los cereales han sido de las primeras especies en
ser domesticadas y permanecen hoy en dia como una de las principales fuentes

de la alimentacion humana (Glémin y Bataillon 2009).

Actualmente, los avances conseguidos en diferentes ramas cientificas,
especialmente la Genética, la Biologia Celular y la Biologia Molecular, permiten
desarrollar de forma més répida y eficaz programas de mejora genética
dirigidos a la obtencién de variedades més productivas, tolerantes a estreses
bidticos y abidticos, de mayor calidad, o con otras caracteristicas demandas por
los consumidores. También sigue siendo de interés la domesticacién de nuevas
especies que puedan satisfacer nuevas necesidades de alimentacién, o bien
para otros usos como la descontaminacion o la proteccién de suelos, mediante
cubiertas vegetales, entre las que se incluyen especies pertenecientes a las

gramineas, leguminosas, o en algunos casos cruciferas.

En el caso concreto de las cubiertas vegetales, las leguminosos son
capaces de aprovechar el nitrégeno atmosférico gracias a su asociacién con las
bacterias del género Rhizobium, actuando como abono verde y aportando gran
parte del nitrbgeno requerido por el cultivo; dentro de las especies mas
comunes empleadas como cubiertas se encuentran: la veza (Vicia sativa), yero
(V. ervilia), la "moruna” (V. articulata), algarroba (V. monantha), guisantes
forrajeros, habas, etc, (Guzman and Foraster 2007). Por su parte, las cruciferas
también son interesantes debido a su capacidad para bombear nutrientes, ya
que poseen un sistema radicular muy potente. Dentro de éstas se encuentran
especies como la colza (Brassica napus) o el rédbano forrajero (Raphnnus

raphanistum).
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Asi mismo, en suelos de secano las gramineas presentan la ventaja de
tener mayor densidad de cobertura del terreno, ademéas de ser més
persistentes durante las diferentes estaciones del afo. Al ser especies que
mayoritariamente inician su ciclo en invierno, conviven con el cultivo en una
época de alta precipitacion y escasa evapotranspiracion y muchas de ellas
cuentan con un sistema radicular muy desarrollado que favorece la infiltracion
del agua, permitiendo la descompactacién en profundidad del suelo (Wolfe,
2000). Dentro de las especies de gramineas utilizadas se pueden citar Lolium
perenne, Festuca arundinaceae, Secale cereale, y también Brachypodium
distachyon (Ruiz-Colmenero et al. 2012; Soler et al. 2004). Esta Gltima especie,
se ha adoptado recientemente como sistema modelo de los cereales cultivados
de climas templados como el trigo, cebada, avena y centeno, habiéndose
secuenciado el ecotipo Bd-21 (Vain 2011; IBI 2010). A lo largo de este trabajo se
pretende destacar también su relevancia como un sistema Util para estudiar la

domesticacion de nuevas especies silvestres.

En el proceso de domesticacién de una especie vegetal, se van a
producir cambios, tanto morfolégicos como fisiolégicos que han sido
estudiados en diferentes especies de gramineas como el arroz (Oriza sativa),
trigo duro y trigo panadero (Triticum durum y T. aestivum), maiz (Zea mays),
cebada (Hordeum vulgare ssp. vulgare), centeno (Secale cereale), etc, (Fuller et
al. 2009; Badr et al. 2000; Jones et al. 1998; Sencer and Hawkes 1980; Brown et
al. 2009). Sin embargo, la complejidad tanto de su sistema genético como
bioldgico, es una barrera limitante para su investigacion. Por esta razén,
Brachypodium, aunque no tiene una historia evolutiva tan amplia en cuanto a
los procesos de seleccion y domesticacion, es una buena alternativa para llevar
a cabo este tipo de estudios. No obstante, y a pesar del gran nimero de
trabajos que se han realizado en el género Brachypodium, hasta la fecha no hay
ninguno enfocado especificamente a analizar los cambios que se producen

durante el proceso de domesticacion de estas especies.
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5.2 PROTECCION DEL SUELO MEDIANTE ESPECIES DE GRAMINEAS
SILVESTRES

En Espafa, la erosion del suelo alcanza valores alarmantes como
consecuencia de las practicas agricolas y de las condiciones eco-geogréficas
(Garcia et al. 2000). Es el caso de regiones del Sur de la Peninsula como
Andalucia, donde gran parte del terreno cultivable es utilizado para la
explotacién de especies lefiosas, principalmente olivo, y en donde las pérdidas
de suelo alcanza valores de mas de 80 Tm por hectéarea al afio (Pastor et al.
1997). Las cubiertas vegetales vivas resultan eficaces para la protecciéon del
suelo, por el aumento en la retencién superficial de agua de escorrentia,
también mejoran su estructura (dado un mayor aporte de materia organica), a
lo que hay que sumar el efecto mecéanico de las raices evitando la
compactacién y el incremento de la biomasa y de la actividad bioldgica

benéfica del suelo, entre otras (Pastor et al. 2001).

A la vista de los graves problemas de erosion del suelo y desde hace
varios afos, en el Departamento de Medio Ambiente del Instituto Nacional de
Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA), se han evaluado
diferentes especies de gramineas silvestres para su uso en la proteccién de los
suelos que, estuvieran expuestos a erosidon hidrica y edlica y en los que se
cultivan especies lefiosas. Tras los ensayos iniciales, algunas especies del
género Brachypodium son las que mostraron las mejores perspectivas y con las
que se ha continuado trabajando, ya que este género presenta unas
caracteristicas adaptativas y fisiolégicas muy adecuadas para este tipo de

terreno.

En concreto, el grupo dirigido por la Dra. Consuelo Soler ha llevado a
cabo el estudio agricola de una importante coleccion de poblaciones del
género Brachypodium de origen silvestre, recolectadas en diversas
expediciones en la Peninsula lbérica (Soler et al. 1997; Soler et al. 2004). Con
ellas se ha dado inicio a un proceso de domesticacién, cuya finalidad es
alcanzar poblaciones homogéneas en el porte, precocidad y produccion
(Garcia et al 2002; Soler et al. 2004). Parte del material obtenido se ha utilizado
en el presente estudio y dos poblaciones S-514 (B. distachyon) y S-506 (B.
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hybridum) se comercializan hoy en dia como variedades ‘Zulema’ e ‘lbros’
respectivamente, por la empresa de semillas Agrosa S.A., para su uso como

cubiertas vegetales vivas.

5.3 DOMESTICACION

La domesticacién de las plantas se dio como consecuencia del cambio
forzado, de un ambiente natural silvestre, a uno nuevo generalmente creado o
gestionado por el hombre. Este cambio se acompana también de
modificaciones, muchas veces drésticas en la constitucion genética de las
poblaciones (Zohary, 2004). En general, las formas cultivadas tienen menor
variabilidad genética total que las formas silvestres, incluyendo cambios

cualitativos y aleatorios en el acervo genético.

Diversas adaptaciones morfolégicas y fisioldgicas en las gramineas
cultivadas actualmente, han surgido como resultado de la domesticacion
durante el desarrollo de la Agricultura, tras una seleccién gradual de las
poblaciones silvestres en las que la variabilidad genética se reduce en muchas
ocasiones, para favorecer caracteristicas demandas por el hombre. Cabe
senalar que, tal como algunos autores predicen, en las especies autégamas,
como es el caso de Brachypodium, la domesticacién puede ocurrir de una
manera relativamente méas répida y facil en comparacién con especies

alébgamas (Zohary and Hopf, 2000).

En el presente trabajo se han realizado dos estudios diferentes y a la vez
complementarios, encaminados a conocer los cambios que se dan en el
proceso de domesticacién de Brachypodium spp. Por un lado se ha llevado a
cabo un anélisis agromorfolégico comparando 26 poblaciones (13 silvestres y
13 poblaciones derivadas de ellas por seleccién masal), con un andlisis mas
detallado en 7 parejas de estas poblaciones, y por otro lado, se ha llevado a
cabo un anélisis de marcadores moleculares de tipo ISSR y SSR en una

seleccién de las poblaciones anteriores.
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5.3.1 Estudio agromorfologico

Partiendo de estudios previos con diferentes gramineas silvestres, se
eligieron tres especies del género Brachypodium que mostraron una buena
aptitud en relacién con la proteccion de suelos susceptibles a la erosién. La
seleccién posterior de plantas procedentes de diferentes poblaciones silvestres
se enfocd hacia la obtencién de lineas homogéneas en cuanto al porte,
precocidad y produccién. En este sentido cabe destacar que las tres especies
de Brachypodium mostraron alturas de crecimiento diferentes entre si, siendo
B. distachyon la de menor tamafno, aunque resultd mas compacta en cuanto a
la ramificaciéon y con un porte mas erecto. Por otro lado, las plantas de las
poblaciones de B. stacei y B. hybridum, presentaron mayor tamano, de porte
postrado y con tallos que crecen lateralmente cubriendo una gran superficie
alrededor del eje de la planta, lo que fue especialmente notable en el caso de
B. hybridum. Esta Ultima caracteristica resulta de gran interés en el caso del uso

como cubierta vegetal.

El anélisis genético comparado de las formas cultivadas y las formas
silvestres de las mismas especies, puede aportar informacién de donde se han
producido los eventos de domesticacién, y si dicho proceso fue esencialmente
Unico o se produjo méas de una vez. Por ejemplo, en la cebada (Hordeum
vulgare ssp. wvulgare) se ha especulado que se produjo una doble
domesticacion, basandose en la presencia de genes diferentes que confieren
un raquis tenaz a la cebada cultivada, apuntando a dos mutaciones diferentes y
a dos momentos y lugares de domesticaciéon (Zohary et al., 2012; Morrell and
Clegg, 2007). Las primeras evidencias de tipo molecular indicaron que la
cebada se domesticé una vez a partir de poblaciones del Creciente Fértil
(Salamani et al. 2002). Sin embargo, estudios posteriores basados en el anélisis
filogenético molecular de cinco loci nucleares y dos caracteres morfoldgicos
(granos vestidos o desnudos y dos o seis carreras), en una gran coleccién de
accesiones de cebada, demostré que las variedades del Sur y Este de Asia son
genéticamente distintas de las de Eurasia y el Norte de Africa (Saisho and
Purugganan, 2007). Asi, mediante el andlisis de las frecuencias de haplotipos y
de distribucion en diferentes poblaciones del Este y del Oeste, se postuld la
migracion de la cebada a partir de dos domesticaciones diferentes, una en el

Creciente Fértil y otra en la Meseta Irani (Morrel and Clegg 2007).
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En arroz (Oriza sativa), la historia de domesticacién resulta mas compleja,
e incluso se debate hasta hoy dia. Los estudios realizados empleando
diferentes tipos de marcadores genéticos indican que las dos formas varietales
de Oiriza sativa (indica y japdnica) surgieron de acervos genéticos diferentes a
partir de un ancestro silvestre comun O. rufipogon, dando lugar a varias
domesticaciones independientes de O. sativa. De este modo se ha podido
comprobar que, mediante introgresion, se transfirieron alelos claves para la
domesticacion entre diferentes acervos genéticos (Caicedo et al., 2007; Izawa et
al., 2009; Kovach et al., 2007; Sang and Ge, 2007).

En nuestro estudio sobre la domesticacion en Brachypodium,
conocemos las poblaciones silvestres de partida, por lo que es posible su
comparacién con las poblaciones tras el proceso de domesticacion, a pesar de
que el numero de generaciones en las que se ha llevado a cabo el proceso de

seleccion ha sido pequeno (entre 7 y 10 campanas anuales).

5.3.2 Comparacidon entre poblaciones silvestres y lineas seleccionadas de
Brachypodium

Para determinar los cambios agro-morfolégicos producidos en el
conjunto de poblaciones analizadas y su relaciéon entre ejemplares silvestres y
lineas en proceso de domesticacién, es preciso considerar para cada
poblacién, el tiempo que han estado sometidas a presiéon de cultivo, asi como
la zona de procedencia de las poblaciones silvestres, puesto que ciertos
cambios en la arquitectura de las plantas pueden desarrollarse mas

rapidamente en funcion de las adaptaciones medioambientales (Doust 2007).

En el conjunto de las 26 poblaciones estudiadas (13 silvestres + 13
derivadas), se ha observado que los caracteres: porte al ahijamiento, seccion
del tallo y color en el ahijamiento, no mostraron diferencias entre las lineas
seleccionadas y sus poblaciones de origen. Sin embargo, si se observaron
diferencias en los caracteres: altura de maduracién y ahijamiento y peso de mil

semillas.
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Asi, la seleccion y presion del cultivo, se ha visto reflejada principalmente
en la diferencia de altura entre plantas silvestres y domesticadas que fue mayor
en estas Ultimas. Por ejemplo, entre las parejas de poblaciones 480F — S403 (B.
distachyon), se observé un aumento significativo en el tamano de las plantas en
las etapas de espigado y maduracién, y lo mismo sucede en las parejas 129F —
S513 (B. stacei) y para 365F — S402 (B. hybridum) (Tabla 4.2). En la Figura 5.1 se
presenta una comparaciéon entre las espigas de poblaciones silvestres y
poblaciones correspondientes al dltimo afio de siembra. En la imagen se
ilustran tres ejemplares de Brachypodium cada uno de ellos perteneciente a

una de las tres especies analizadas.

Las principales gramineas cultivadas (maiz, trigo, cebada, avena,
centeno, arroz y sorgo), parecen compartir caracteristicas primitivas similares,
que se han seleccionado y que hacen referencia al tamano y dispersién de las
semillas y periodos de floracién. Las gramineas silvestres florecen en periodos
cortos de tiempo y producen semillas pequefias que se dispersan de forma
natural, mientras que en las domesticadas la seleccion en la floracién incluye
periodos mas largos, y produce semillas de mayor tamano e indehiscentes que
luego se utilizan en la siguiente plantacién (Buckler et al., 2001). Asi, respecto al
aumento del tamano de las semillas, se han mapeado QTLs en maiz, arroz y
sorgo (Paterson et al., 1995; Peng et al., 2003; Gegas et al., 2010).

| Pob36sF | | Pobs-a02
20=30 2n=20

Pob 480F Pob 5-403 ' Pob 129F Pob 5-513
2n=10 2n=10 Y 2n=20 2n=20

Figura 5.1. Comparacién de espigas de Brachypodium en poblaciones silvestres (letra F) y
domesticadas (Letra S), en B. distachyon, B. stacei'y B. hybridum.
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En la coleccién de Brachypodium analizada en este estudio, el
incremento de tamano no sélo se ha podido apreciar en la altura de las plantas,
sino también en las semillas que se han ido obteniendo durante los diferentes
anos de siembra. Desde hace décadas diversos estudios han demostrado que
el incremento en el tamano del grano de cereales domesticados es resultado
del aumento en el tamafo del endospermo, lo que garantiza a su vez un alto

contenido en carbohidratos (Harlan et al., 1973).

Hands y Drea (2012) llevaron a cabo estudios del desarrollo de los granos
de Brachypodium en el que determinaron que el endospermo de las
poblaciones silvestres de Brachypodium analizadas son relativamente pobres
en el contenido de almidén, con un 10% del peso total del grano, comparado
con las semillas de trigo silvestre que poseen 35-40% vy en cereales
domesticados el contenido de almidén llega a valores del 50-70% del peso

total del grano.

En relacién al tamafio de los granos de Brachypodium, Vogel et al. (2009)
encontraron un rango de 2,5 a 59 mg/semilla para lineas silvestres con
diferente nUmero de cromosomas y procedentes de varias areas geograficas de
Turquia, siendo el promedio para todas las poblaciones por ellos analizadas de
4,1 mg/semilla. En nuestro estudio, se estimé el peso de mil semillas para cada
poblacion con el objetivo de determinar si existian diferencias significativas
entre poblaciones silvestres y poblaciones en proceso de domesticacion. El
peso promedio de las lineas silvestres fue de 4,75 gr/mil semillas con un rango
comprendido entre 2,72 gr y 7,69 gr/mil semillas, mientras que en las lineas
domesticadas el promedio se incrementd a 5,46 gr/ mil semillas. Para ilustrar
este hecho se puede tomar el ejemplo de las lineas ‘lbros” y ‘Zulema’ con
respecto a las poblaciones silvestres de las que derivan, siendo evidente el
incremento de peso en las semillas de las poblaciones sometidas al proceso de

seleccién y domesticacion (Figura 5.2).
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Peso mil semillas Brachypodium
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Figura 5.2. Gréfico peso de mil semillas para las poblaciones ‘Zulema’ (B. distachyon 2n=10) e
‘Ibros’ (B. hybridum 2n=30) con sus correspondientes poblaciones silvestres de origen.

El incremento de peso de las semillas de las lineas en proceso de
domesticacion, podria deberse a un aumento en el contenido de almidén de
las semillas, tal como se ha visto en los trabajos de los autores anteriormente
comentados, aunque en el presente estudio, al no haberse realizado un estudio

del contenido de almiddn, no se puede confirmar esta hipdtesis.

En cualquier caso, la obtencién de semillas de mayor tamafio resulta
beneficiosa para conseguir poblaciones que brinden mayor densidad de
cobertura en el terreno en que se desarrollan, lo cual se convierte en un factor

relevante para su aplicacién como cubiertas vegetales vivas.

Con el fin de llevar a cabo un anélisis mas preciso de algunos caracteres
agromorfoldgicos, se eligieron un total de 7 parejas de poblaciones silvestres y
en proceso de domesticacion (3 de B. distachyon y 4 de B. hybridum) en las
que se analizaron 14 caracteristicas agromorfoldgicas (Tabla 4.1). De nuevo, se
observd que algunos caracteres no variaron (color de la hoja, porte al
ahijamiento, tipo de inflorescencia, relacidén lemna/arista, etc.). Sin embargo, si

que hubo diferencias en relacién a la altura de maduracién, altura de la planta

125



DISCUSION

durante el espigado, longitud de la inflorescencia, longitud de la espiguilla
terminal, longitud de la arista, longitud de la gluma longitud entre lema y arista
y el peso de mil semillas, resaltando nuevamente los efectos mas visibles de la

seleccién en el aumento de estos caracteres en las plantas cultivadas.

Las inflorescencias en las gramineas presentan patrones muy variados.
Cabe sefialar que, la domesticacion de los cereales se encuentra
estrechamente vinculada con los cambios morfolégicos de las inflorescencias.
En algunas especies se busca reducir el tamafio de las ramas para obtener
inflorescencias de mayor tamafo, especialmente en maiz y sorgo. En otras
como el trigo, cebada y arroz se intenta obtener un ndmero alto de
inflorescencias para asi conseguir tallos mas densos que garanticen obtener
espigas mas compactas con flores fértiles. En maiz se han caracterizado un
grupo de genes responsables de la variaciéon natural de las inflorescencias. Se
trata de los genes ramosa 1, 2y 3 (Zm-ra 1, Zm-ra 2y Zm-ra 3), que controlan la
transicién entre ramas largas o cortas en las inflorescencias (Vollbrecht et al.,
2005; Bortiri et al., 2006). También se han encontrado relaciones ortélogas de
este grupo genes entre maiz, sorgo y Miscanthus (Brown et al., 2009, Bortiri et
al., 2006), sin embargo, su identificaciéon en otras gramineas como en arroz, no
ha sido posible (Vollbrecht et al., 2005).

En Brachypodium, el tamafio de las inflorescencias estd estrechamente
vinculado con la especie de que se trate. De este modo, las plantas de B.
hybridum, exhiben inflorescencias de mayor tamafio en comparacién con B.
distachyon y B. stacei, cuyos tamafios promedio fueron de 7,53 cm, 6,18 cm y
6,97 cm respectivamente. Al comparar las lineas domesticadas y sus
correspondientes poblaciones silvestres, los tamafios de las inflorescencias
varian entre 6,04 cm y 6,33 cm para poblaciones B. distachyon, mientras que en
B. hybridum el promedio va desde 6,49 cm a 8,58 cm, siendo en todos los casos
mayor el tamano de los ejemplares domesticados (Figura 5.2). Catalan et al.
(2011) encontraron que el tamafo de las inflorescencias de poblaciones
silvestres para citotipos 2n=10 fue de 3,25 cm, mientras que para los citotipos
con 2n=20y 2n=30, los tamafos fueron de 6,12 cm y 3,93 cm respectivamente.
En contraste con los resultados descritos por Catalan et al. (2011), las
poblaciones que se han analizado en este trabajo, presentan tamafios mayores
tanto en las poblaciones silvestres como en sus respectivas lineas en proceso

de domesticacidon. Otros autores también han hecho referencia a las diferencias
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morfoldgicas existentes entre las tres especies de Brachypodium, como es caso
del tamano de las inflorescencias, nimero de espigas o el eje de disposiciéon de
las espigas con el tallo central. (Vogel et al., 2009; Draper et al. , 2001; Catalén
et al., 2012).

Los cambios morfo-agronémicos exhibidos por las poblaciones que se
han analizado, y que se encuentran en proceso de domesticacién, puede
resumirse en aumento en el tamano de las plantas, semillas e inflorescencias y

reduccidon en los dias de desarrollo.

El tiempo de floraciéon también ha sido seleccionado en la mayoria de los
cereales. Los periodos de floracién en gramineas silvestres se transformaron en
las domesticadas, para que la longitud del dia no tuviese influencia en la
floracion (Buckler et al., 2001). Las fechas de inicio de los periodos de floracion
es un criterio importante para la adaptacion geogréfica (regional) de los

cereales.

El control de la fecha de inicio de floracién es critica para el éxito
reproductivo, y su mayor impacto se ha demostrado en el rendimiento de
produccién de granos en la familia Triticeae. Asi, los progenitores silvestres de
los cereales domesticados, estdn bien adaptados para desarrollarse en las
condiciones medioambientales del Creciente Fértil. Sin embargo, durante los
procesos de la domesticaciéon y la expansién geogréfica de la agricultura,
sufrieron nuevos procesos de seleccién y adaptacion. Un evento clave fue la
seleccién de variedades de primavera que pueden ser sembradas después del
invierno. Estas generalmente carecen de requerimientos de vernalizacién, vy
muestran diferente respuesta en relaciéon a la longitud del dia. Reducir la
respuesta al fotoperiodo es importante para especies que crecen en Europa y
Norte América, donde las estaciones son largas. Los estudios realizados por
Peng et al. (2003) han permitido la identificacién de cuatro QTLs, que estan
implicados en la determinacién de los periodos de floracién en las gramineas.
Asi, el alelo silvestre para un QTL localizado en el cromosoma 5A incrementa el
valor en los periodos de floracion de T. dicoccoides, siendo responsable de
una floracién tardia, mientras que los alelos silvestres en los cromosomas 2A,

4By 6B permite acelerar la época de floracién (Peng et al., 2003).
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En su uso como cubiertas vegetales vivas sobre suelos de secano (olivar),
Brachypodium se siembra en otofio, antes de que se produzcan las lluvias
tipicas de esta estacion. De esta manera, la cubierta crecerad durante el otofo-
invierno (estacién fria y lluviosa), favoreciendo la infiltracién de agua sobre el
terreno. Posteriormente, durante la primavera y el verano, se dejan sobre la
superficie del terreno los residuos vegetales secos que proceden de la siega,
reduciendo asi la perdida de agua por evapotranspiracién y ademas, brindando

proteccion contra la erosién en posteriores eventos de lluvia.

En nuestros estudios, un ejemplo de la reduccién en los dias de
desarrollo entre poblaciones en proceso de domesticacion puede apreciarse
mas claramente en las variedades comerciales "Zulema’ (B. distachyon) e ‘lbros’
(B. hybridum). En la Figura 5.3, se hace una comparacion entre los dias del
desarrollo en campo de las poblaciones silvestres y sus lineas derivadas (en
este caso las variedades comerciales ya mencionadas). Asi, la diferencia mas
notable se aprecia en una reduccién de los dias de desarrollo desde la siembra
hasta el espigado, y consecuentemente desde el espigado hasta alcanzar el
50% de la maduracién. Sin embargo, no podemos atribuir esta disminucion de
los dias de desarrollo en campo directamente con el fotoperiodo, ya que
habria que considerar otros factores como la temperatura o disponibilidad de
agua sobre el terreno. Por otra parte, este comportamiento se analizé también
en plantas que se desarrollaron en invernadero y fitotrén, donde se mantuvo
constante el fotoperiodo a 16 horas luz, en este caso las poblaciones silvestres
y sus lineas derivadas para domesticaciones, presentaron periodos similares de

floracién y desarrollo.
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Periodos de desarrollo
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Figura 5.3. Comparacion tiempo de desarrollo para las poblaciones comerciales domesticadas
‘Zulema’ (B. distachyon) e ‘lbros’ (B. hybridum) con su respectiva poblacion silvestre de origen.

5.3.3 ¢Cudando se alcanza la domesticacion?

De acuerdo con la genética de poblaciones, el proceso de
domesticacion puede considerarse completado cuando los “alelos de
domesticacion” se han fijado en una poblacién (Hone and Heun 2009). En
poblaciones autégamas la probabilidad de fijacion de un alelo se determina
mediante la aplicacién de Vs/2N, donde s es el coeficiente de seleccion y N el
tamafio de la poblacion. En un contexto simpatrico la autofecundacién protege
mejor del flujo genético desde las poblaciones silvestres, por ello la
domesticacion es tedricamente mas facil que ocurra en especies autdgamas. En
gramineas, de 23 especies domesticadas, 16 son autdégamas, 2 tienen un
sistema mixto de polinizacién y cinco son alégamas (Glémin and Bataillon,
2009)

Asi pues, el proceso de domesticaciéon, dependiendo del tipo de
especie puede ser largo o corto y de igual manera, esta fuertemente
influenciado por el tipo de seleccion en cuanto a las caracteristicas que se

desean obtener en beneficio del agricultor.
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Por otra parte, mediante los estudios de domesticaciéon es posible
evaluar mecanismos de regulacién en las plantas, algunos de los cuales pueden
dar lugar a procesos adaptacién a cambios medioambientales, e incluso a
eventos de especiacién (Dvorak and Akhunov 2005). Esta investigacion es mas
facil si se conoce la secuencia genémica de la especie de interés, puesto que
permite el seguimiento de alteraciones gendémicas o de genes especificos que
influyen en la de domesticacién. En el caso de Brachypodium la publicacién del
genoma completo de la especie B. distachyon (IBI 2010) es una herramienta
muy valiosa para fortalecer este tipo de estudios en investigaciones futuras,
permitiendo asi ampliar el conocimiento de diversas funciones genéticas y de

regulacion de genes en las gramineas.

Centrandonos en el proceso de domesticacién que se ha pretendido
evaluar a lo largo de esta tesis, cabe sefalar que tal como algunos autores
predicen, en las especies autbgamas, como es el caso de Brachypodium, la
domesticacion puede ocurrir de una manera relativamente mas répida y facil en
comparacién con especies alégamas (Zohary and Hopf 2000). Sin embargo,
esto no es una regla que se pueda aplicar a todas las gramineas, puesto que las
gramineas en general presentan sistemas muy variados de cruzamiento segun

la especie de que se trate (Glémin and Bataillon 2009).

En este contexto, hay que sefalar que las lineas candidatas a
domesticacion que forman parte de este trabajo, se encuentran en una fase
temprana de este proceso y que hasta la fecha, trascurridos entre 7 a 10 anos
de cultivo anual, se han obtenido resultados favorables en la seleccién de las
caracteristicas deseables para el uso de cubiertas vegetales, como es la

obtencién de poblaciones homogéneas cuanto al porte y produccién.

Los efectos de la seleccidon, de las poblaciones descritas en este trabajo,
se han evaluado también genéticamente mediante el estudio de marcadores
moleculares que nos han permitido inferir los cambios sucedidos entre
poblaciones silvestres y sus correspondientes lineas domesticadas. Estos

resultados se comentan en los siguientes apartados.
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5.3.4 Aplicacion de los marcadores moleculares SSR, ISSR y marcadores
morfoagronomicos en las poblaciones analizadas

Actualmente, los cereales se encuentran en el eje principal de
programas intensivos de mejora, utilizindose mdltiples tipos de herramientas
biotecnoldgicas, entre las que se incluye la aplicacion y desarrollo de
marcadores moleculares y la identificacion de genes implicados en
caracteristicas de interés agronémico (Paterson et al., 2005). Los avances en
Biologia Molecular estdn permitiendo la seleccion asistida por marcadores
moleculares, asi como su asociacidn con caracteristicas de interés, comparacién
entre diversos genomas y la deteccién de secuencias ortélogas entre diferentes
especies vegetales como las gramineas, comprobandose que hay un alto nivel

de sintenia entre diferentes especies (Devos 2005).

En el caso concreto de Brachypodium, se han empleado un gran nimero
técnicas moleculares que han permitido incrementar cada vez mas el
conocimiento biolégico y genético del género, dando mayor énfasis a la
especie B. distachyon, con investigaciones que avanzan muy rapidamente,
desde su postulacién como modelo bioldgico de las gramineas (Draper et al.,
2001). Estos estudios incluyen la obtencién de librerias de cDNA, librerias BAC,
una amplia colecciéon de EST, mapas de ligamiento genético de alta resolucién,
mapas fisicos, fuentes bioinformaticas y la secuenciacién completa de su
genoma (Vogel et al 2009; I1BI 2010).

A todos estos estudios se le unen los del presente trabajo, con el uso
de marcadores moleculares de tipo SSR, ISSR y marcadores morfo-
agrondémicos para la deteccién de variaciones moleculares y fenotipicas en un
grupo de poblaciones silvestres de Brachypodium, que han formado parte de
un programa de seleccidén y domesticaciéon, mediante cultivos anuales a lo
largo de distintos periodos de tiempo, estando la seleccién llevada a cabo en
estas plantas dirigida a alcanzar homogeneidad en porte, tamano y desarrollo

de las plantas.
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5.4 MARCADORES MOLECULARES

El andlisis molecular de secuencias de genes concretos o de secuencias
andnimas, ha sido llevado a cabo en el estudio de variedades silvestres, para
establecer el centro de origen de domesticaciéon de una especie determinada.
Asi, Ren et al. (2013) hicieron un estudio en el que se establece la regién del
Tibet como posible centro de domesticacion de la cebada cultivada en China
(Hordeum vulgare ssp. vulgare) a partir de su ancestro silvestre (Hordeum
vulgare ssp. spontaneum). Este estudio se basé en andlisis del gen Nam-1 e
incluyé un total de 103 accesiones de cebada con ejemplares silvestres y
cultivados de diversas regiones asiaticas. Los resultados de esta investigacion
fueron comparados también con estudios previamente realizados por Wang et
al. (2009) en los que se compararon poblaciones silvestres de cebada del Tibet
y Oriente Medio, dado que este Ultimo se ha establecido siempre como el
centro de origen de la cebada cultivada. En este caso Wang et al. (2009)
utilizaron 10 cebadores ISSR, que permitieron amplificar 91 fragmentos, con
81% de polimorfismos para las poblaciones del Tibet y 80,49% de polimorfismo
para las poblaciones del Medio Oriente. Asi mismo, se emplearon 11 parejas
de cebadores para analizar SSR con los que se obtuvieron 100 variantes alélicas
para las poblaciones del Tibet y 77 bandas polimdrficas para las del Medio
Oriente, con lo cual, las poblaciones silvestres de cebada del Tibet
presentaban mayor diversidad genética en comparacién con aquellas del
Medio Oriente, planteando de esta manera nuevas evidencias para la teoria de

un nuevo centro de domesticacion de la cebada.

En nuestro estudio se han empleado 16 cebadores ISSR con los que se
han detectado 2.378 fragmentos polimérficos para 26 poblaciones de
Brachypodium en las que la mitad incluyen ejemplares silvestres y la otra mitad
domesticados. Por cada cebador ISSR se obtuvo en promedio de 148,62
fragmentos amplificados con porcentajes de 40,45% fragmentos para B.
distachyon; 6,56% para B. staceiy 52,99% para B. hybridum.

En cuanto a la pérdida de diversidad entre las poblaciones silvestres y
domesticadas, se determiné una reduccién de fragmentos para las lineas
domesticadas de 3,81 % en B. distachyon, 6, 81 % en B. stacei y 4,05 % en B.
hybridum (Tabla 4.7).
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Respecto a los marcadores SSR, se utilizaron 11 parejas de cebadores
para el estudio de 10 poblaciones, cinco silvestres y cinco en proceso de
domesticacion, obteniéndose 42 alelos polimdrficos. Asi, la diferencia de
diversidad entre poblaciones silvestres y domesticadas implica una reduccion
de alelos para éstas Ultimas en valores de 9 % para las poblaciones de B.
distachyon, 18,18 % para B. stacei y 9 % para B. hybridum. Cabe también
senalar, tal como se comentd en el apartado de resultados, que en algunas
poblaciones silvestres se detectaron fragmentos que no fueron posteriormente
identificados en sus correspondientes lineas de domesticacion, aun asi el
porcentaje de éstos fue siempre inferior en relacion con la pérdida de alelos
observada en las poblaciones en proceso de domesticacién. Este fenédmeno
puede explicarse si la frecuencia de estos fragmentos en las poblaciones

silvestres es muy baja, lo que dificulta su identificacion.

5.4.1 Distancia genética

Segun Salamini (2002), los estudios de distancia genética, son de gran
importancia ya que estiman, empleando diferentes algoritmos, parentescos
entre miembros mas o menos relacionados. En nuestro estudio de marcadores
ISSR se han empleado algoritmos que tienen en cuenta la presencia-ausencia
de los fragmentos analizados. Los resultados obtenidos se reflejan en un
dendrograma que muestra las agrupaciones de las poblaciones analizadas. Asi,
en cuanto a las 26 poblaciones estudiadas con ISSR la distancia genética entre
las poblaciones de B. stacei y B. hybridum (Figura 4.8) es menor en
comparacién con las poblaciones de B. distachyon. Sin embargo, en el estudio
de los marcadores SSR de las 10 poblaciones, hay una tendencia al
agrupamiento de las poblaciones silvestres por un lado y las domesticadas por
otro (Figura 4.12). En este sentido, podria decirse que la variabilidad que se
explora con cada uno de estos marcadores es diferente, aunque hay que
subrayar que en nuestro estudio los marcadores ISSR, nos han brindado mas
informacién al ser mucho mayor el nimero de fragmentos polimérficos

analizados.
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5.5 Influencia del origen geografico en relacion a las adaptaciones genéticas
y fenotipicas de las poblaciones evaluadas

La distribucién geografica de Brachypodium abarca un amplio rango de
regiones, incluyendo zonas célidas de interior, dreas de costa fria y regiones
montafiosas, lo que permite pensar en la existencia de una amplia diversidad
genotipica entre sus poblaciones (Vogel et al., 2009). El rango natural de
desarrollo de Brachypodium se centra alrededor del Mediterraneo y se
extiende por el Norte de Europa hasta el Sur de la India (Garvin et al 2008). La
Peninsula lbérica se encuentra en el limite occidental de crecimiento de
Brachypodium y de acuerdo con Stebbins (1957, 1975), las especies autégamas
tienen a presentar una mayor diversidad en los limites de distribucion, lo que
explicaria la alta diversidad encontrada en colecciones de estas especies
recolectadas en la Peninsula lIbérica, para diferentes marcadores como
proteinas de reserva del endospermo (Hammami et al., 2011) y marcadores

moleculares de tipo microsatélite e intermicrosatélite (Hammami et al., 2014).

Previamente, Vogel et al. (2009), determinaron la diversidad de
poblaciones de Brachypodium distachyon procedentes de Turquia mediante el
analisis con 43 parejas de cebadores para SSR. Tras el anélisis de 187 lineas
diploides de Brachypodium procedentes de 56 zonas diferentes de Turquia,
encontraron una amplia diversidad fenotipica y genotipica. Algunas de estas
poblaciones fueron seleccionadas para analizar su posterior desarrollo vy
crecimiento en condiciones de laboratorio, donde se valoraron ademas
caracteristicas fenotipicas de las plantas, como el tamafio de la semilla,
requerimientos de vernalizacién, arquitectura de la inflorescencia y presencia
de vellosidades. A partir de este estudio, se observd un alto grado de
homogeneidad entre las plantas desarrolladas en el habitat silvestre y en
condiciones de laboratorio, atribuyendo principalmente esta poca variacién a la
autogadmia presente en este tipo de plantas; de esta manera, los autores
destacan que es posible mantener lineas silvestres puras en condiciones de

laboratorio.

Segun Doust (2007), el origen geografico de las plantas en el que se
inicia la seleccién de fenotipos de interés, y el nimero de veces en el que se

repite el proceso de siembra bajo el control del hombre, es esencial para
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determinar la domesticacién efectiva de un cultivo, convirtiéndolo en un

sistema propio de la agricultura.

En nuestro estudio, cada una de las poblaciones silvestres, presentan un
origen geogréfico diferente, tal y cémo se indica en la Tabla 3.1. El anélisis de
componentes principales llevado a cabo para cada uno de los tipos de
marcadores (ISSR, SSR, agro-morfolégicos) por separado y en conjunto ha
servido para mostrar el grado de diferencia que muestran las poblaciones
domesticadas respecto a las silvestres de las que proceden, junto con su lugar
de procedencia. Asi, cuando se analizan los ISSR en el total de las 26
poblaciones (13 silvestres + 13 domesticadas) las que mas distanciamiento
genético muestran tras el proceso de seleccion son las parejas de B. distachyon
395F - S403 y 480F — S406 y las parejas de B. hybidum 260F — S502 y 326F —
S401. Las formas silvestres de estas poblaciones proceden de Jaén (395F),
Madrid (480F), Malaga (260F) y Badajoz (326F) respectivamente.

En cuanto a los andlisis con SSR, se redujo a 10 el nimero de
poblaciones evaluadas. De ellas, las que maés diferencia presentaron entre
ejemplares silvestres y los domesticados, han sido nuevamente la pareja 326F —
S401 (B. hybridum) y se incluye la pareja 129F — S513 (B. stacei) procedente de

Granada.

Si sélo se tienen en cuenta los cambios agro-morfolégicos presentados
entre poblaciones silvestres y domesticadas, las mayores diferencias fenotipicas
se observaron para las poblaciones 480F —-S406 (B. distachyon), anteriormente
mencionada entre las que presentaron cambios moleculares detectados con
SSR y la pareja 129F - S513 (B. hybridum) descrita también entre las mas

distantes cuando se emplean los marcadores de tipo SSR.

Finalmente, si se tienen en cuenta simultaneamente los tres tipos de
marcadores (Figura 4.18), se observa que las parejas 129F — S513 (B. stacel) y
326F — S401 (B. hybridum), son las que han presentado mayores cambios tanto
a nivel fenotipico como molecular, tras ser sometidas a una siembra intensiva
en parcelas experimentales de campo. Las formas silvestres de estas
poblaciones proceden de las provincias de Granada y Badajoz
respectivamente, con periodos de sometimiento a presion de cultivo por 7
anos para las parejas de poblaciones 129F - S513 y 9 afios para 326F - S401.
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Respecto a la influencia del origen geogréafico en la reduccion de
variabilidad encontrada en las lineas de domesticacion, no ha sido posible
establecer una relacion concreta, pues hubiera sido necesario hacer un estudio
mas amplio de poblaciones silvestres y sus respectivas lineas derivadas. Lo que
si es posible deducir es que las poblaciones de B. distachyon son las que
muestran diferencias menores entre las silvestres y las domesticadas, debido a
la menor variabilidad inicial que presentan las poblaciones naturales, mientras
que las poblaciones de B. stacei y de B. hybridum mostrarian inicialmente una
mayor variabilidad y la seleccién ha dado lugar a una reduccién de la misma lo
que hace que, en el andlisis de componentes principales, aparezcan mas

distantes.

5.6 Evaluacion de poblaciones estudiadas para su uso como cubiertas
vegetales vivas

Considerando el interés de las poblaciones de Brachypodium spp que
forman parte de este trabajo para su posterior uso como cubiertas vegetales
vivas, se ha tomado como referencia la experiencia y resultados obtenidos con
las variedades ‘Zulema’ (B. distachyon) e ‘lbros’ (B. hybridum). Para este fin, se
han tenido en cuenta los resultados alcanzados en las parcelas experimentales
de la Finca “La Canaleja” en las que se llevaron a cabo siembras a una
densidad de 150 — 200 semillas / m? con 3 o 4 repeticiones, valorando
caracteristicas como facilidad de implantacién, tipo y grado de cobertura a
partir del ahijamiento, cantidad de biomasa, altura de las plantas y porte en la
maduracion de las inflorescencias (caracteristica que resulta muy importante
para la recoleccién mecanica de las semillas), y fecha de la maduracién de las

plantas.

Asi, de las tres especies estudiadas se ha podido apreciar que en cuanto
al tipo de cobertura sobre el terreno, las poblaciones de B. staceiy B. hybridum
debido a su porte semipostrado pueden resultar muy favorables para la
proteccién del suelo contra la erosion. Por su parte B. distachyon generalmete
mantiene un porte mas erecto durante las diferentes etapas del desarrollo de

las plantas y también desempefia una buena proteccién del suelo, pero se
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destaca que para su uso en cubiertas vegetales es necesaria mayor cantidad de
semillas para alcanzar una cobertura apropiada por m? esta diferencia se
puede observar en el estudio de caracteres morgo-agronémicos realizado. De
este modo cabe resaltar que con la seleccién e induccion a la domesticaciéon
del material que forma parte de este estudio, la obtencién de semillas de
mayor tamano resulta favorable para alcanzar en un futuro la comercializacion
de nuevas lineas. Del mismo modo, obtener plantas de mayor tamafno es un
factor relevante para la aplicacién de estos materiales en cubiertas vegetales ya
que como se menciond anteriormente se ve favorecida la recoleccién mecénica
de las semillas, lo que representa una ventaja en las zonas de cultivo del olivar

que comprende grandes hectéreas.

Por ultimo, cabe destacar la adaptacion de dicho material a zonas
geograficas distintas a las de sus progenitores silvestres. En este sentido hay
que resaltar que de acuerdo con las prospecciones que se llevaron a cabo afnos
atrés, por investigadores del Departamento de Medio Ambiente del INIA, se
han hallado un mayor nimero de ejemplares de poblaciones pertenecientes a
B. hybridum, las cuales suelen presentar una distribucion geografica mas
amplia, mientras que las poblaciones de B. distachyon suelen tener una
dispersién maés restringida. Por su parte, las poblaciones de B. stacei, suelen ser
menos frecuentes en diversas zonas de la peninsula e incluso en las colecciones
publicas de Brachypodium existentes (USDA - USA, Universidad de Averystwyth
- UK y Univerisdad de Sabanci - Turquia) se registran menor cantidad de

accesiones de dicha especie en comparacién con B. distachyony B. stacei.
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El presente trabajo ha consistido en el estudio de los cambios que se
producen durante el proceso de domesticacion de poblaciones silvestres
de Brachypodium spp, y que afectan tanto a caracteres agromorfolégicos
como a marcadores moleculares. Para ello se ha partido de 13
poblaciones silvestres de Brachypodium spp, que se han ido
seleccionado en siembras consecutivas a lo largo de un periodo de entre
7y 9 anos. En el estudio se han incluido cinco parejas de la especie B.
distachyon, una pareja de B. stacei y siete parejas de B. hybridum. En el
estudio comparado entre las poblaciones silvestres y las lineas en
proceso de domesticacién, se han incluido 18 descriptores
agromorfolégicos y también marcadores moleculares de tipo
intermicrosatélites (ISSR) y de tipo microsatélites (SSR).

Las conclusiones que se obtienen son:

1. El anélisis de marcadores agromorfolégicos en las poblaciones
silvestres y en las lineas en proceso de domesticacion, permite
deducir que el proceso de seleccion al que se han visto sometidas
estas Ultimas, induce cambios caracteristicos de la domesticacion
de las especies vegetales como son: el aumento en altura de las
plantas, mayor tamano en las inflorescencias y de las semillas, y
también, en algunos casos, disminucion en los dias de desarrollo.

2. Durante el proceso de domesticacion, algunas caracteristicas
fenotipicas tales como: porte de las plantas, color de la hoja
durante el ahijamiento y la seccion del tallo durante la maduracion,
permanecen constantes en las poblaciones silvestres y en las lineas
derivadas de ellas.

3. El aumento de altura observado en las poblaciones en proceso de
domesticaciéon fue mayor en las poblaciones de B. stacei, seguido
B. distachyon y de B. hybridum.

4. E| estudio con marcadores moleculares de tipo ISSR en el conjunto
de poblaciones silvestres y en proceso de domesticacién, ha
permitido la identificacion de 2.378 fragmentos polimorficos. El
numero de fragmentos detectados en las poblaciones en proceso
de domesticacion fue inferior al de las poblaciones silvestres de las
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que derivan, lo que implica una disminucién de la variabilidad. Sin
embargo, se han identificado algunos fragmentos ISSR en las
lineas en proceso de domesticacidon que no se observaron en las
silvestres, probablemente debido a su baja frecuencia en estas
ultimas.

5. El anédlisis de componentes principales y de distancias genéticas
mediante los ISSR permite separar claramente las tres especies de
Brachypodium, estando B. staceiy B. hybridum mas préximas entre
si que con B. distachyon. Ademas, se observa una mayor
proximidad entre las poblaciones silvestres y las lineas derivadas
de ellas.

6. El estudio con marcadores de tipo SSR, en una seleccién de 10
poblaciones (5 silvestres y 5 lineas en proceso de domesticacion),
permitié identificar un total de 42 fragmentos polimérficos. Al igual
que en el caso del estudio con ISSR, se observé una menor
variabilidad en las lineas en proceso de domesticacién con
respecto a sus poblaciones de origen. El 25% de los SSR fueron
especificos de B. hybridum y el 11,1 % de B. stacei y de B.
distachyon, respectivamente.

7. De las cinco parejas de poblaciones analizadas con SSR, se pudo
comprobar que las poblaciones 129F — S-513 (B. stacei) y 326F — S-
401 (B. hybridum) son las que mas diferencias presentan entre los
ejemplares silvestres y sus respectivas lineas derivadas.

8. El andlisis conjunto de los caracteres agromorfoldgicos y de los
marcadores moleculares permite concluir que, de las 5 parejas de
poblaciones estudiadas, 129F — S-513 (B. stacei) y 326F — S-401 (B.
hybridum), son las que muestran una mayor diversidad. Las
poblaciones de B. distachyon mostraron una menor diversidad y
una mayor semejanza entre poblaciones silvestres y las lineas en
proceso de domesticacion.

9. En relacién a la utilizacién de las poblaciones de Brachypodium,
para su posterior uso como cubiertas vegetales vivas en la
proteccion de suelos de secano, se puede concluir que las
poblaciones de B. staceiy B. hybridum, al presentar mayor tamafno
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y un porte semipostrado durante las etapas de espigado y
maduracién, pueden resultar muy favorables tanto para la
cobertura del suelo como para la recoleccién mecanica de sus
semillas. Ademas, la amplia distribucion ecogeogréafica de estas
dos especies facilitaria su adaptacion a diferentes zonas
geograficas. Por su parte, B. distachyon también es un buen
candidato para su uso como cubiertas vegetales vivas, aunque el
tamafo de las plantas es menor y requiere mayor cantidad de
semillas para conseguir una buena cobertura del terreno. Por otro
lado, la distribucién geogréfica de esta especie es mas restringida,
lo que hace suponer que su uso en diferentes zonas también lo
sea.
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