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Resumen

La esparceta (Onobrychis viciifolia Scop.) es una leguminosa forrajera tradicional en Europa,
apreciada por los ganaderos por su apetecibilidad, alto valor nutritivo y no producir
meteorismo en los animales. A pesar del descenso habido en las superficies cultivadas desde
los afos 60, el cambio hacia una agricultura mas sostenible ha reactivado el interés por esta
planta. Para mejorar en el conocimiento del cultivo, la presente tesis ha tenido como objetivos
estudiar la variabilidad de una coleccion de variedades de esparceta a nivel agrondmico y
genético, asi como evaluar la incidencia de diferentes ritmos de corte sobre el rendimiento, la
composicion quimica del forraje y el estado de reservas radiculares de las plantas.
Adicionalmente, se ha estudiado el proceso reproductor de la planta con el fin de avanzar en
el conocimiento de la cinética del mismo y del grado de autoincompatibilidad de la esparceta.

Para ello, se disefiaron cuatro ensayos experimentales. En el ensayo I, se evalud una coleccion
de 23 variedades, 11 de ellas de origen nacional y 12 europeas, segun criterios agronomicos,
morfologicos y de composicion quimica durante tres afios. Este ensayo fue completado con el
ensayo II, el cual estudi6 la diversidad genética de la coleccion de variedades de esparceta
mediante el uso de microsatélites EST-SSR; en ausencia de /oci de microsatélites disponibles
en el género Onobrychis, se evalud la transferibilidad de marcadores de microsatélites de
Medicago y Glycine a especies de Onobrychis. El ensayo III estuvo enfocado hacia la
determinacion del efecto de diferentes ritmos de corte sobre el rendimiento y la composicion
quimica del forraje, asi como su influencia sobre el estado de las reservas radiculares. Por
ultimo, el ensayo IV inici6 el estudio de la biologia reproductiva de la esparceta, abordando la
descripcion morfologica de la flor, la caracterizacion de la fase progamica y de la cinética de
su desarrollo, asi como el estudio del nivel de autocompatibilidad de la planta.

En las condiciones del ensayo I, las 23 variedades expresaron importantes diferencias a nivel
agromorfologico, notablemente en términos de intensidad de floracion que oscilo de 14,2 % a
91,4 % de plantas florecidas durante el primer afio, de porte, presentando rangos de rastrero a
erecto, de productividad con una variacion de 1041 a 1776 g MS/planta en los dos afios de
cultivo, y una tasa de mortalidad del 50 % al 78 % al cabo de tres afios, siendo, sin embargo,
escasas las diferencias observadas a nivel de composicion quimica. La division cldsica entre
variedades de tipo comun o gigante fue insuficiente para describir las variedades, presentando
muchas de ellas caracteres intermedios. Un grupo de ocho variedades destacd por sus buenos
valores agromorfoldgicos. El transfer de microsatélites desde Glycine y Medicago permitid
disponer de marcadores Tttiles para la esparceta. La agrupacion de las variedades obtenida
mediante microsatélites estuvo determinada principalmente por su origen geografico. La
aplicacion de diferentes ritmos de corte no influyd en la produccion anual, ni en su reparto
estacional que fue del 39% de media en el primer corte, pero mejord las reservas de la corona
y raices, que aumentaron del 15 % al 23 % entre cortes en inicio o en final de floracion. La
aplicacion de cortes frecuentes, mejord el contenido en proteina bruta en un punto y medio
sobre la aplicacion de cortes menos frecuentes. El estudio de la fase progamica posibilito el
establecimiento de la cinética del proceso reproductor de la esparceta y la realizacion de
polinizaciones controladas. El nivel de cuajado no fue significativamente diferente cuando se
practicoé autopolinizacion o polinizacion cruzada, pero se aprecid que existen mecanismos
fisicos y temporales que impiden la autopolinizacion.



Summary

Sainfoin (Onobrychis viciifolia Scop.) is a traditional forage legume in Europe; it is
appreciated by farmers for its palatability, high nutritive value and no bloating properties. In
spite of the decline in cultivated areas, the current move towards a more sustainable
agriculture has reactivated the interest in this plant. With the purpose to contribute to its
promotion, the present thesis had for objectives to study the variability of a sainfoin
collection, at agronomic and genetic level, as well as to evaluate the incidence of different
cutting regimes on the crop. Moreover, the reproductive process was studied with the aim to
enlighten its kinetics and level of autoincompatibility.

To answer these questions, four essays were designed. In essay I, a collection of 23 varieties,
11 Spanish local varieties and 13 European varieties, were evaluated on agronomical,
morphological and chemical composition criteria. This essay was completed by essay II,
which studied the genetic diversity among the sainfoin collection by the use of EST-SSR
microsatellites; in the absence of microsatellites loci available in Onobrychis genus, the
transferability of microsatellites from Medicago and Glycine to Onobrychis species was
assessed. Essay III was focused on the determination of the effect of different cutting regimes
on forage yield and chemical composition, as well as its influence on radicular reserves status.
Finally, essay IV initiated the study of sainfoin reproductive biology, starting with the
morphological description of the flower, the characterization of the progamic phase and its
kinetics and the assessment of sainfoin autoincompatibility level.

In the conditions of the essays, the 23 wvarieties expressed important differences at
agromorphological level, notably in terms of flowering intensity, which oscillated between
14.2 % and 91.4 % flowering plants in the first year; growth habit, which ranged for prostrate
to erect; productivity, with two years yields from 1041 to 1776 g DM/plant; and mortality
with 50 % to 78 % of dead plants at the end of the third year. However, few differences were
observed in chemical composition. The classic division between giant and common varieties
was insufficient to describe the collection varieties, many of them presenting intermediate
characteristics. A group of eight varieties stood out by it positive agromorphological values.
The microsatellites transfer from Medicago and Glycine permitted to obtain markers useable
in sainfoin. The grouping obtained by microsatellites was mainly influenced by the
geographic origin of the varieties. In respect to the cutting regime study, the application of
high cutting intensity, up to six cuts per year, did not help to homogenise forage distribution,
standing out the first cut proportion that represented 47 % annual production. Nevertheless,
the application of different cutting regimes influenced forage quality and crown and root
reserves status, which increased by 15 % to 23 % between cuts in the start or at the end of
flowering. The study of the progamic phase enabled the establishment of reproductive process
kinetics in sainfoin and the execution of controlled pollinations. The fruit set did not differ
significantly in case of self or cross pollinations, but physical and temporal mechanisms
restrain self-pollination.

10



Resum

La trepadella (Onobrychis viciifolia Scop.) €s una lleguminosa farratgera tradicional a Europa,
apreciada pels ramaders per la seva apetecibilitat, alt valor nutritiu i per no produir
meteorismes als animals. Tot i el descens que hi ha hagut de superficies conreades des dels
anys 60, el canvi cap una agricultura mes sostenible ha reactivat I’interés per aquesta planta.
Amb la finalitat de contribuir a la seva promocio, la present Tesis ha tingut com objectius
estudiar la variabilitat d’una col-leccié de trepadelles a nivell agronomic i geneétic, aixi com
avaluar la repercussio de diferents ritmes de tall sobre el cultiu. Addicionalment s’ha estudiat
el procés reproductor de la planta amb la finalitat d’avangar en el coneixement de la seva
cinctica 1 del grau de auto- incompatibilitat de la trepadella.

Per aix0, es van dissenyar quatre assaigs experimentals. En el assaig I es va avaluar una
col-leccié de 23 varietats, 11 de les quals d’origen nacional i 13 europees, segons criteris
agronomics, morfologics 1 de composicié quimica durant tres anys. Aquest estudi va ser
completat amb I’assaig II, en el que es va estudia la diversitat genética de la col-leccio de
trepadelles mitjancant 1’as de microsatel-lits ETS-SSR; en abséncia de loci de microsatel-lits
disponibles en el geénere Onobrychis, es va avaluar la transferibilitat de marcadors de
microsatel-lits. L’assaig I1I esta encarat cap a la determinaci6 del efecte de diversos ritmes de
tall sobre el rendiment i la composicié quimica del farratge, aixi com a la seva influencia
sobre ’estat de les reserves radiculars. Per 0ltim, I’assaig IV va iniciar I’estudi de la biologia
reproductiva de la trepadella, abordant la descripcié morfologica de la flor, la caracteritzacid
de la fase progamica i la cinctica del seu desenvolupament i el estudi del nivell de
autocompatibilitat de la planta.

En les condicions del experiments, las 23 varietats varen expressar importants diferencies a
nivell agromorfologic, notanment en termes d’intensitat de floracido que va oscilla entre el
14,2% 1 el 91,4% de plantes florides durant el primer any, de presencia que va tenir un rang
de arrossegat a erecte, de productivitat, amb una variacio de 1041 a 1776 g MS/planta en el
segon any de cultiu, i de mortalitat amb el 50% al 78% de plantes mortes al cap de tres anys,
sent, malgrat tot, escasses les diferencies observades a nivell de composicid quimica. La
divisi6 classica entre varietats de tipus comu o gegant, va ser insuficient per descriure les
varietats, moltes d’elles presentant caracter intermig. Un grup de vuit varietats va destacar per
els seus valors agromorfologics. El transfer de microsetelits des de Glycine i Medicago va
permetre disposar de marcadors utils per la trepadella. L agrupacié de les varietats obtingudes
mitjangant microsatel-lits va esta determinada principalment per el seu origen geografic. En el
que respecta al estudi del ritme de tall, I’aplicaci6 de talls freqiients, fins sis talls per any, no
va permetre homogeneitzar la distribucié del farratge, destacant la proporcié del primer tall,
sent la mitjana el 47% de la produccié anual. Malgrat tot, ’aplicacié de diferents ritmes de
tall, va tenir una influencia al mateix temps sobre la qualitat del farratge i sobre I’estat de les
reserves de la corona i arrels, que varen augmentar del 15% al 23% des de el inici al final de
la floraci6. L’estudi de la fase progdmica, va possibilitar 1’establiment de la cinética del
procés reproductor i la realitzacid de pol-linitzacions controlades. El nivell de quallat no va
ser significativament diferent en el cas de autopol-linitzaci6é o de pol-linitzacié creuada, pero
si que es va apreciar que existeixen mecanismes fisics i temporals que impedeixen la
autopol-linitzacio.
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Résume

Le sainfoin (Onobrychis viciifolia Scop.) est une légumineuse fourragere traditionnelle en
Europe ; elle est appréciée par les agriculteurs pour son appétibilité, sa haute valeur nutritive
et sa capacité a ne pas produire de météorisme chez les animaux. Malgré le déclin dont ont
souffert les superficies cultivées depuis les années 60, la tendance a une agriculture plus
durable a réactivé I’intérét pour cette plante. Avec 1’intention de contribuer a sa promotion, la
présente thése a tenu pour objectifs d’étudier la variabilité d'une collection de sainfoin aux
niveaux agronomique et génétique, ainsi que d’évaluer I’incidence de différents rythmes de
coupe sur la parcelle. De plus, le processus reproducteur de la plante a été étudié afin
d’avancer dans la connaissance de sa cinétique et de son degré d’autoincompatibilité.

Pour ce faire, quatre essais ont été mis en place. Dans I’essai I, une collection de 23 variétés,
11 wvariétés locales espagnoles et 12 européennes, a ¢été évaluée selon des criteres
agronomiques, morphologiques et de composition chimique durant trois ans. Cet essai fut
complété par 1’essai II, lequel ¢tudia la diversité génétique de la collection de sainfoin par
I’emploi de microsatellites EST-SSR ; en I’absence de microsatellites disponible dans le genre
Onobrychis, la transférabilité de marqueurs provenant de Medicago et Glycine a des espéces
d’Onobrychis a été évaluée. L’essai III s'est focalisé sur la détermination de [’effet de
différents rythmes de coupe sur le rendement et la composition chimique du fourrage, ainsi
que son influence sur 1’état des réserves radiculaires. Enfin, I’essai IV initie I’étude de la
biologie reproductive du sainfoin, abordant la description morphologique de la fleur, la
caractérisation de la phase progamique et la cinétique de son développement, ainsi que 1’étude
du niveau d’autoincompatibilité de la plante.

Dans les conditions des essais, les 23 variétés exprimerent des différences importantes au
niveau agromorphologique, notamment en termes d’intensité de floraison, dont les valeurs
oscillérent entre 14,2 % et 91,4 % de plantes fleuries durant la premiére année, de port, qui
fluctua de prostré a érigé, de productivité, avec une variation de 1041 a 1776 g MS/plante en
deux années de culture, et de mortalité avec de 50 % a 78 % de plantes mortes au bout de trois
ans. Toutefois les différences observées au niveau de la composition chimique furent faibles.
La division classique entre variétés de type commun ou géant fut insuffisante pour décrire les
variétés, beaucoup d’entre elles présentant des caractéres intermédiaires. Un groupe de huit
variétés s’illustra pour ses bonnes valeurs agromorphologiques. Le transfert de microsatellites
depuis Glycine et Medicago permit de disposer de marqueurs valides pour le sainfoin. Le
regroupement des variétés obtenu a I’aide de microsatellites fut influencé principalement par
son origine géographique. En ce qui concerne I’étude du rythme de coupe, I’application de
coupes fréquentes, jusqu’a six coupes a I’année, ne permit pas d’homogénéiser la répartition
du fourrage, la proportion de la premiére coupe se distinguant, puisqu'elle représenta en
moyenne 47 % de la production annuelle. Cependant, I’application de différents rythmes de
coupe se répercuta sur la qualité du fourrage et sur 1’état de réserves de la couronne et des
racines, qui augmenterent de 15 % a 23 % entre coupes réalisées au début et a la fin de la
floraison. L’étude de la phase progamique a rendu possible 1’établissement de la cinétique du
processus reproducteur chez le sainfoin et la réalisation de pollinisations contrdlées. Le
niveau de nouaison ne fut pas significativement différent dans le cas d’autopollinisation ou de
pollinisation croisée, mais 1’existence de mécanismes physiques et temporaux qui empéchent
’autopollinisation pu étre appréciée.
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Introduccion general

I. INTRODUCCION GENERAL

Las leguminosas forrajeras tienen una gran importancia en la agricultura y la ganaderia. En
asociacion con las bacterias del género Rhizobium, reducen el nitrogeno atmosférico a
amoniaco, el cual es posteriormente transformado en proteinas y entra a formar parte de la
dieta de los rumiantes. El nitrégeno atmosférico fijado contribuye, asimismo, a través de la
descomposicion de la materia organica de las plantas muertas, a disminuir la aportacion de
fertilizantes nitrogenados inorganicos a otros cultivos agricolas sembrados posteriormente
(Frame et al. 1998; Rochon et al. 2004; Thomson 1976).

El empleo generalizado de las leguminosas fue un factor clave en las revoluciones agrarias
que tuvieron lugar en Europa durante el siglo XIX. Su introduccién en las rotaciones de
cultivos y como componente de las praderas fue esencial hasta la década de los afios 50 del
pasado siglo, momento a partir del cual tuvo lugar el abaratamiento de los fertilizantes
nitrogenados de sintesis y su aplicacion creciente a los cultivos agricolas, ocasionando un
descenso progresivo del cultivo de las mismas (Gabarrou 1993; Rochon et al. 2004).

En la actualidad, se ha renovado el interés por las leguminosas, en general, y por las
forrajeras, en particular, debido a su impacto en la economia de las explotaciones y en el
medio ambiente, dado que reducen el consumo de fertilizantes nitrogenados inorganicos y
manifiestan capacidad productiva en medios desfavorables (Comision Europea 2002).

La esparceta (Onobrychis viciifolia Scop.) es una leguminosa forrajera plurianual que retine
numerosas cualidades agrondémicas y zootécnicas. Entre sus cualidades agrondmicas destacan
su acomodacioén a los climas frios y semidridos, y a suelos delgados, por lo que permanece
verde durante el invierno y concentra la produccion de forraje en primavera, cuando es mas
eficiente el uso de la humedad del suelo y de la radiacion incidente (Benaiges 1971; Cooper
1972; Delgado et al. 2008b; Frame et al. 1998; Koch et al. 1972). En lo que respecta a sus
cualidades zootécnicas, la planta presenta un alto contenido en proteina bruta, es palatable y
su capacidad de ingestion voluntaria es superior a la de otras leguminosas como la alfalfa y el
trébol violeta (Beever ef al. 1986; Karnezos et al. 1994; Sheldrick y Thomson 1982; Spedding
y Diekmahns 1972); por otra parte, contiene taninos condensados en las hojas, los cuales
reducen la degradacion de las proteinas en el rumen, favoreciendo la absorcién de los
aminoacidos en el intestino delgado (Jones y Mangan 1977; Nguyen et al. 2005; Waghorn et
al. 1990), lo que contribuye a reducir la emision de metano a la atmosfera (Puchala et al.
2005). Los taninos son también la causa de su cualidad de no ser meteorizante para el ganado
(Mc Mahon et al. 1999; Min et al. 2003) y tener propiedades antihelminticas en las ovejas
(Hoste et al. 2006; Min et al. 2003). Asimismo, se la considera una buena planta melifera por
su prolongada floracion y apreciacion por las abejas domésticas y salvajes (Szalai 2001).
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Dichas cualidades: capacidad para transformar el nitrégeno atmosférico en organico,
adaptacion a climas frios, semidridos y suelos pobres y alto valor nutritivo del forraje,
benefician a los sistemas agricolas y ganaderos de bajos inputs, y pueden constituir una
contribucion esencial a la agricultura sostenible (Davies y Hopkins 1996; Sprent y Mannetje
1996).

En lo que respecta a Espana, la esparceta es muy apreciada; se equipara a la alfalfa en las
zonas semiaridas, de altitud superior a 600 m, y es més adecuada que aquella en suelos pobres
(Buendia Lazaro y Garcia Salmeron 1965; Benaiges 1971; Caballero 1972).

Sus cualidades més destacadas, reflejadas por Montserrat y Capdevilla (1964), son las
siguientes:

a) Es una planta regeneradora de la fertilidad edéfica por su eficiencia fijadora de
nitrogeno atmosférico y por poseer una raiz pivotante, que permite incorporar materia
organica en los niveles inferiores del suelo.

b) Presenta una alta capacidad productiva en los secanos semiaridos frios, lo que se
atribuye a su facultad para crecer con temperaturas diurnas préximas a 20 °C y nocturnas
ligeramente superiores a 0 °C.

c) El forraje que produce es de alto valor nutritivo y permanece bastante estable
durante un periodo prolongado de aprovechamiento del cultivo; no meteoriza al ganado y se
mantiene verde en invierno, permitiendo al ganadero reducir la alimentacion invernal en
pesebre.

Estas caracteristicas, le confieren un gran valor medioambiental, al ser un cultivo que puede
contribuir a paliar la desertificacion, mediante su utilizacion como una cubierta vegetal que
protege el suelo de las tierras de cultivo marginales y facilmente erosionables, a la vez que
proporciona un pasto de calidad a la ganaderia extensiva, contribuyendo a fijar una poblacion
rural ligada al territorio (Monserrat y Oliver 1975; Delgado 2007).

No obstante, a pesar de las cualidades descritas anteriormente, en suelos fértiles la esparceta
es considerada una leguminosa secundaria de importancia local, debido a que presenta menor
produccion, persistencia y capacidad de rebrote después del primer corte que otras
leguminosas como la alfalfa (Badoux 1965; Sheehy y Popple 1981), consecuencia
posiblemente de un escaso proceso de seleccion, por lo que la regresion del cultivo en Europa
fue en aumento a lo largo del siglo XX, como han denunciado diferentes autores: Badoux
(1965) en Suiza, Doyle et al. (1984) en el Reino Unido, Prosperi ef al. (1994) en Francia y
Delgado et al. (2002) en Espaiia.

A la agricultura actual se le demanda una mayor produccién de proteinas, un descenso en el
consumo de fertilizantes nitrogenados de sintesis y un respeto por el medio ambiente, por lo
que las instituciones promueven el uso de leguminosas como alternativa a otras forrajeras. La
esparceta, por sus caracteristicas de ser una planta plurianual, con gran potencialidad
productiva en climas frios y semiaridos y suelos pobres y calcareos, no meteorizante para el
ganado, ser su proteina poco degradable en el rumen y presentar propiedades antihelminticas,
€s una especie a potenciar.
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Algunos de los objetivos que se han propuesto para el fomento de su cultivo son el
incremento de su capacidad productiva de forraje, la produccion y viabilidad de la semilla
(Doyle et al. 1984), la mejora de la persistencia en pastoreo para su incorporacion a los
sistemas sostenibles de produccion ganadera en condiciones de estrés medioambiental
(Rochon et al. 2004) y un mejor conocimiento de su aprovechamiento por el ganado (Frame
et al. 1998).

A nivel mundial, el cambio hacia modelos de produccién més extensivos y sostenibles ha
reactivado el interés por las leguminosas forrajeras. Las cualidades de la esparceta, de las que
sobresalen sus caracteristicas agronémicas y su contenido moderado en taninos condensados,
asi como la historicidad de su cultivo en Europa la hacen una candidata ideal para contribuir a
una ganaderia mas sostenible. Por estas razones, se ha aprobado el proyecto “HealthyHay”, en
el seno del programa “Marie Curie” de la U.E, dentro del cual se encuadra esta tesis. En ¢l
han participado 14 equipos europeos con el fin de profundizar en el conocimiento de la
esparceta. Con esta investigacion interdisciplinaria de enfoque novedoso, se ha pretendido
avanzar en el dominio de las caracteristicas agronomicas, nutricionales y veterinarias de una
coleccion de germoplasma europeo, asi como de la composicion de la esparceta en polifenoles
y taninos, su via de sintesis y modo de accion, y su impacto medioambiental.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA

I. PASADO Y PRESENTE DEL CULTIVO
I.1. Domesticacion y expansion del cultivo

El cultivo de la esparceta en Europa no es antiguo; segun De Candolle (1883) citado por
Stebler (1894), no lo conocian los griegos ni sus descendientes. La planta designada por
Dioscorides y Plinio con el nombre de Onobrychis no es la esparceta cultivada sino O. caput-
galli All., que es espontanea en Grecia y no se cultivaba. El citado autor considera muy
probable que se iniciase su cultivo en el Mediodia francés en el siglo XV y durante el siglo
XVI se extendiera por todo el pais, para pasar a Inglaterra durante el siglo XVII y a la
Toscana italiana y a Suiza, durante el siglo XVIII. Otro autor (Blanco 1857), cita su
domesticacion y cultivo a finales del siglo XVI en el valle del Rin, desde donde se extendio al
resto de Europa; dicho autor indica que esta planta es espontanea también en muchas
localidades de Espaiia (sobre todo en la Sierra del Segura de Murcia).

Valcarcel (1798) cita que su cultivo estuvo muy extendido en esa época en Flandes, pero poco
en Francia, casi nada en Inglaterra y no la cita cultivada en Espafia, aunque la denomina
esparceta o espargula. Valcarcel (1798) indica que algunas especies del género, que crecen
silvestres cerca del mar, se siegan para forraje. Ni el fraile Agustin (1617) ni Asso (1798) en
sus tratados sobre agricultura en Espafia la citan. Su cultivo es citado por primera vez en
Espafia por Doyle (1799), Coello (1801) y Espinosa (1822) con el nombre de pipirigallo.
Dichos autores resaltan las excelencias de su cultivo y aprovechamiento por el ganado. En la
traduccion al espafiol de un tratado francés de agricultura que hace el Marqués De Travanet
(1848), a la “esparcette” la denomina también pipirigallo. Anton Ramirez (1865) supone que
la esparceta o pipirigallo “es indigena en Espafia donde crece espontanea y, en estas
condiciones, es bastante raquitica, pero cultivada en buenas condiciones mejora mucho su
rendimiento”.

De sus cualidades agrondmicas y forrajeras se cree que deriva el nombre del género en latin,
ya que segun Jacques (1894-1897), los asnos y otros rumiantes producian un rebuzno al
saborearla (onos = asno y brycho = rebuzno). Inicialmente fue una especie relacionada con los
géneros Hedysarum y Sartoria (Badoux 1965); de ahi que en diversos textos antiguos fuera
denominada como Hedysarum onobrychis. Con el paso del tiempo sus aproximaciones al
género Onobrychis la definieron como Onobrychis sativa. Stebler (1894) indica que, en 1760,
un autor suizo la denominaba Onobrychis foliis viciae, por la similitud de sus hojas con las
del género Vicia. En la actualidad se denomina Onobrychis viciifolia.
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Los nombres comunes que se encuentran en la literatura son: Esparcette, Sainfoin, Fenasse,
Foin de Bourgogne, Bourgogne, Herbe éternelle, Téte o Créte de Coq, etc. (Stebler 1894).
Este autor sugiere que la palabra “esparcette” procede del espanol “esparceta” o “esparcilla”
que puede derivar de “esparcir”’. Asimismo, “sainfoin” puede provenir del francés saint foin =
santo heno o también “heno sano”, en alusion a que el forraje no meteoriza. Con los nombres
de sainfoin de Bourgogne y esparcette ya se cultivaba en el siglo XVII en Francia (Magne,
1845; Heuze, 1877). La palabra “pipirigallo” es sindnimo de “cresta de gallo” aludiendo,
posiblemente, a la envoltura de la semilla con dicha parte del animal (Maria Moliner 1988).
La expresion cresta de gallo es utilizada por Requejo y Tortosa (1912). También en Francia
se conocia a la “esparcette” como “créte de coq” (Zolla 1904). Tufiéon de Lara (1877), Subira
Nicolau (1888), Requejo y Tortosa (1912 ) y Benaiges (1915), se refieren a pipirigallo como
sindnimo de esparceta. Anton Ramirez (1865) cita al pipirigallo como la palabra espafola
para denominar a la esparceta. En 1900 y 1903, técnicos espafioles asisten a unas jornadas en
la Escuela de Agricultura de Grignon (Francia), en busca de experiencias realizadas para
difundirlas en nuestro territorio, y redescubren el cultivo de la esparceta, aunque segun Aran
(1929) ello no fuera necesario, ya que su cultivo y cualidades eran de sobra conocidas en
Espania.

I.2. Situacion actual en Espafia y en el mundo

La superficie destinada al cultivo en Espafia tuvo un incremento continuado de 12.900 a
73.300 ha, entre 1939 y 1973, afio en el que alcanz6 el maximo desarrollo del cultivo debido a
la promocion que realizd el Ministerio de Agricultura a comienzos de los afios 70.
Posteriormente, la superficie destinada al cultivo fue en regresion y en 2008 se cultivaron en
Espana 15.979 ha, 97,2% de ellas en secano. Solamente en las dos ultimas décadas, el cultivo
se ha reducido en un 250%, entre otras razones debido a su no inclusién en las ayudas de la
Politica Agraria Comunitaria (Ministerio De Agricultura 1946-2010).

La Figura 1.2 refleja la evolucion del cultivo durante dicho periodo.
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Figura 1.2. Evolucion del cultivo de la esparceta en Espaiia entre los afios 1939 y 2008
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El cultivo de la esparceta se localiza casi su totalidad en 13 provincias del cuadrante Noreste
de la peninsula Ibérica, las cuales ocuparon de media el 96,9% de la superficie durante el
periodo 1946-2008. En 2008 destacaron Teruel, Huesca, Lérida y Palencia por la superficie
destinada a su cultivo con el 42,7%, 20,6%, 8,2% y 7,8% del total nacional, respectivamente;
salvo en Lérida, el descenso del cultivo en ellas ha sido proporcionalmente menor al resto de
las provincias, segin se refleja en la Tabla L.2.

TABLA 1.2. Superficie destinada a la esparceta en las provincias espafiolas con mayor
importancia del cultivo durante el periodo 1946-2008

Superficie Superficie
Media porcentual porcentual
Provincia 1946-2008 1946-2008 Ao 2008 2008
Rioja (La) 596 1,64 232 1,45
Huesca 4349 11,96 3290 20,59
Teruel 11,246 30,92 6818 42,67
Zaragoza 2007 5,52 952 5,96
Barcelona 1857 5,11 220 1,38
Girona 1769 4,87 93 0,58
Lleida 4176 11,48 1305 8,17
Burgos 3765 10,35 967 6,05
Palencia 768 2,11 1250 7,82
Soria 2604 7,16 486 3,04
Cuenca 585 1,61 111 0,69
Guadalajara 1002 2,75 0 0,00
Castellon 876 2,41 59 0,37
Total 13 provincias 35,236 96,90 15,783 98,77
TOTAL 36,365 100 15,979 100

El cultivo de la esparceta experiment6 en Europa un descenso similar al que sufrio en Espafia.
En Inglaterra, donde la esparceta es muy apreciada para la alimentacion de los caballos, la
superficie cultivada ha mermado desde 1920 (Bland 1971). Aproximadamente 150 toneladas
de semillas se sembraban cada afio en los afios 50, lo que equivale a cerca de 2300 ha (Hill
1998); las superficies sembradas disminuyeron a 150 ha en 1970 y Gnicamente a 50 ha en
1983 (Aldrich 1984). Doyle et al. (1984) indicaron en un estudio econdmico que los
rendimientos de la esparceta tienen que ser mejorados en un 35% (llegando 11,5 t MS/ha)
para que pueda ser rentable. En condiciones experimentales, se obtuvieron en Inglaterra
producciones de 14-16 t MS/ha sugiriendo la posibilidad de conseguir en el campo unas
producciones de 12 t MS/ha.

Hill (1998), Rochon et al. (2004) y Hutchinson (1965) relacionaron el declive de la esparceta
con la aparicion de abonos nitrogenados baratos y variedades de raigras mejoradas, asi como
con la expansion del cultivo de cereales de otofio para produccion de forraje, sin olvidar la
desaparicion de los caballos de tiro, grandes consumidores de esparceta en Inglaterra o
Francia (Newman 1997). Borreani et al. (2003) subrayaron la influencia que han tenido los
cambios en las practicas agricolas y la reducciéon de las pequefias explotaciones ganaderas de
montafia sobre el declive del cultivo de esta leguminosa en Italia.
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Este mismo efecto también se puede encontrar en Espana. Sin embargo, las caracteristicas
agrondmicas de la esparceta, con una menor produccion, persistencia y rebrote que la alfalfa
no han contribuido al mantenimiento de su cultivo (Sims et al. 1968; Kallenbach et al. 1996).
Turquia, donde la esparceta es uno de los forrajes preponderantes, es una excepcién con
94.000 ha cultivadas (Anon 2001, citado por Eken ef al. 2004).

1.3. Esparcetas de uno y dos cortes

Como se expondrd mas adelante, la esparceta que se cultiva en Europa presenta dos formas O.
viciifolia f. communis y O. vicifolia f. bifera. Los caracteres morfologicos y agronémicos,
distintivos de ambas, revisten una gran importancia practica, teniendo aptitudes culturales
diferentes: la primera, caracterizada porque es mas persistente y solo florece una vez al afio; la
segunda se establece con rapidez y florece el afio de siembra y después de cada corte, pero es
menos persistente. Ello ha podido ser la causa de la denominacién agronémica por la cual se
las conoce histéricamente como de “un corte o comun” y de “dos cortes o gigante”.

Las referencias agrondmicas relativas a dicha distincion y la descripcion de las caracteristicas
de los dos tipos son frecuentes en la bibliografia antigua. Asi, la existencia de una esparceta
de dos cortes, mucho mas productiva y vigorosa, mas idonea para las tierras fértiles que la
esparceta comun proveniente de la montafia, mas rastica y menos productiva, ya es citada por
Magne (1845) y el conde Gasparin (1846).

En Espaia, Blanco (1857) indica que existen dos tipos variedades, de uno y de dos cortes, y
que de la esparceta comun, se ha seleccionado la esparceta de dos cortes, mas vigorosa y
productiva. La Sociedad de Amigos Labradores y Propietarios Rurales (1871) edita un tratado
de agricultura practica en el que reconoce dos variedades de esparceta: la esparceta que se
cultiva en Europa que puede ser de uno o de dos cortes, y el pipirigallo de Espaiia que es de
un corte.

Stebler (1894) sugiere, asimismo, que la esparceta de dos cortes es una forma cultural de la de
un corte, pero, contrariamente a los autores anteriores, indica que no aprecian grandes
ventajas agrondmicas entre los dos tipos de esparceta en ensayos efectuados en Suiza.

Palau (citado por Muller 1893), profesor del Jardin Botanico de Madrid, pudo ser el primero
en introducir y sembrar en los alrededores de Madrid la esparceta de dos cortes, en 1791,
indicando que si se sembraba en tierras pobres y aridas, vuelve pronto al tipo de la esparceta
comun.

En la bibliografia mas reciente, diversos autores han efectuado estudios comparativos
agromorfologicos, con el fin de describir ambos tipos. Thomson (1951) constaté que la
esparceta comun no florecia el afio de siembra y la gigante dos veces; el crecimiento inicial
era mas rapido en la gigante pero, en dos afos de ensayos, la esparceta comun fue la mas
productiva, lo mismo en condiciones de siega que de pastoreo; la comun presentaba tallos
mas numerosos y cortos que la gigante en el momento del corte, mayor proporcion de hojas y
menor numero de foliolos por hoja; la comun florecia més precozmente y s6lo en el primer
corte, mientras que la gigante presentaba flores en todos los rebrotes, salvo en el de otofio.
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Badoux (1965) llegd a las mismas conclusiones que Thomson (1951) y agregd que el
diametro del tallo era menor en la comun; coincidid con este mismo autor en que la
persistencia de las esparcetas de un corte era superior a las de dos cortes. Badoux (1965)
observd que aunque las de un corte, en general, iniciaban el crecimiento a la salida de
invierno, mas tarde que las de dos cortes, habia variacion en funcion de la procedencia de las
semillas, por lo que ponia en cuestion la validez de algunos resultados experimentales cuando
se comparan semillas procedentes de lugares muy diferentes.

Cooper (1972) coincidi6 con los anteriores en que la esparceta de un corte presentaba mayor
area foliar y la de dos cortes mayor precocidad de crecimiento a la salida de invierno y
rapidez del rebrote, pero observd contrariamente que esta Ultima florecia antes. Aprecid,
asimismo, una mayor produccion en primavera en la esparceta de un corte y un mejor reparto
de la produccién anual en la de dos cortes. Concluyd que la esparceta de dos cortes era algo
mas productiva que la de un corte al cabo de cuatro afios debido, principalmente, a la mayor
produccion del primer afio, y ambas tenian una persistencia similar. Sugiri6 que la adaptacion
a la sequia podia deberse a su aptitud para crecer en el periodo de mayor humedad y radiacion
incidente.

Michelena y Hycka (1988), estudiando una coleccion de procedencias espafiolas, encontraron
que las esparcetas de un corte se diferenciaban de las de dos cortes por su mayor precocidad
de floracion, numero de tallos/planta, foliolos/hoja, relacion hoja/tallo, inflorescencias/planta
y produccion de materia seca; por el contrario, aquellas tenian menor altura del tallo, didmetro
de los tallos, area de los foliolos, crecimiento inicial, capacidad de rebrote y resistencia a
oidio. Alibegovic-Grbic y Gataric (1989) obtuvieron resultados coincidentes con los de
Michelena y Hycka (1988) en las esparcetas de la antigua Yugoslavia. Las esparcetas de un
corte tenian menor altura y diametro del tallo, y mayor nimero de tallos/planta y produccion
de materia seca.

Prosperi et al. (1994), contrariamente a los autores anteriores, encontraron que las esparcetas
de un corte de origen francés eran menos productivas y persistentes, y emitian mayor numero
de tallos floriferos.

Delgado et al. (2008b) evaluando una coleccion de procedencias espafiolas apreciaron menor
intensidad de floracion y capacidad de rebrote en las esparcetas de un corte.

Estos autores coinciden en que las esparcetas de un corte no florecen el afio de siembra,
inician el crecimiento a la salida de invierno mas tardiamente que las de dos cortes, presentan
tallos mas cortos y abundantes y de menor didmetro, mayor frondosidad y menor capacidad
de rebrote tras el corte, pero existen discrepancias sobre algunos caracteres agronémicos
como capacidad de produccion de forraje, precocidad de la floracion y persistencia. Ello
podria ser atribuido a la procedencia de las semillas estudiadas, segiin Badoux (1965), a veces
adaptadas a habitats muy diferentes, o con diferente grado de mejora, lo que ha podido
modificar su valor agrondmico inicial.
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Michelena (1983) y Delgado et al. (2008b) pusieron de manifiesto la existencia de un tercer
grupo de semillas de esparceta con un alto grado de variabilidad, en el que se apreciaban
plantas individuales con formas transitorias entre los tipos de uno y dos cortes. Badoux (1965)
ya habia sugerido que, dado que ambos tipos proceden de un tronco comun, la separacion
entre ellos podria deberse a causas agrondmicas, como consecuencia del periodo en el que
tiene lugar la recoleccion de la semilla; si la recoleccion se efectuaba en el segundo periodo
de floracion, la seleccion natural tenderia a orientarse hacia las esparcetas de dos cortes por su
mayor capacidad de florecer tras el primer aprovechamiento; si la recoleccion de semilla se
realizaba en la primera floracidon, pero en los ultimos afios productivos, coincidiendo con el
descenso de la produccion de forraje, la seleccion se orientaria hacia las esparcetas de un
corte, dado que suelen mostrar mayor persistencia. Dicho grupo intermedio podria ser el
resultado de los cruzamientos habidos entre los dos tipos de esparceta, como consecuencia del
comercio indiscriminado de semilla y del cambio de usos del cultivo realizado por los
agricultores (Delgado et al. 2002).

La mayoria de las variedades sintéticas obtenidas desde los afios setenta hasta hoy son de tipo
intermedio, como ‘Nova’ y ‘Melrose’ (Canada), ‘Eski’, ‘Remont’, ‘Remunex’ y ‘Shoshone’
(Estados Unidos), ‘Zeus’ y ‘Vala’ (Italia), ‘Perly’ (Suiza), ‘Fakir’ (Francia), ‘Emyr’ (Hungria)
y ‘G35’ (Nueva Zelanda) (Gray et al. 2006; Rumball y Claydon 2005). Sin embargo, no se ha
explotado suficientemente la diversidad importante que presenta la esparceta en términos de
resistencia al frio, precocidad, produccion o persistencia (Shaw 1968), lo que se atribuye a la
escasa ambicion de los programas de mejora que dieron lugar a estas variedades, asi como a la
ausencia de trabajos previos que aborden la distincidon, homogeneidad y estabilidad de la
esparceta (UPOV). Actualmente, solo 18 variedades estan registradas en el catdlogo comtn de
la Comunidad Europea.

(http://ec.europa.eu/food/plant/propagation/catalogues/agri2011/ index_en.htm)

II. BOTANICA Y BIOLOGIA DE LA ESPARCETA
I1.1. Taxonomia del género Onobrychis

El género Onobrychis comprende 126 especies botanicas, segin la clasificacion de Sirjaev
(1925; citado por Badoux 1965) y es originario de Europa Oriental y Asia Central.

Cinco de las especies comprendidas dentro de este género son de uso agricola en diversos
lugares del mundo, principalmente este de Europa y Oriente medio: O. sativa Lam. (O.
viciifolia Scop.), O. sativa var. persica (Sirjaev pro var.), O. arenaria (Kit.) Ser., O.
transcaucasica Gross. y O. montana D.C., segin Badoux (1965). Su delimitacién sistematica
estd todavia incompleta, en evolucidon no concluida y unidas por transiciones, debido a su
reciente origen del final del Mioceno (Sirjaev 1925; citado por Michelena 1983).

Badoux (1965) utiliz6 el término colectivo de O. viciifolia Scop. sensu lato a las citadas
especies de interés agronomico, denominando O. viciifolia Scop. sensu stricto a O. sativa, en
sus tres formas y variedades: f. communis, f. bifera y var. persica; la primera, caracterizada
porque es persistente y solo florece una vez al afio; la segunda porque se establece con rapidez
y florece el afio de siembra y después de cada corte, pero es menos persistente; la tercera se
distingue de las anteriores por algunos caracteres botdnicos como tallos mas finos, mayor
numero de foliolos por hoja, menor nimero de flores por inflorescencia y vainas exentas de
dientes.
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En Espana, se han descrito 10 especies del género Onobrychis: O. capuz-galli que es anual y
O. saxatilis, O. supina, O. reuteri, O. humilis, O. matritensis, O. argenta, O. pyrenaica, O.
stenorhiza, y O. viciifolia, perennes (Valdés 2000). La unica especie cultivada es O. viciifolia
en sus dos formas, communis y bifera (Michelena 1983).

I1.2. Descripcion botanica de la especie O. viciifolia Scop.

La morfologia de la especie O. viciifolia Scop. segin Flora Iberica (Valdés 2000) es la
siguiente (Figura I1.2):

Sufrutice hasta de 70 cm, de subglabro a tomentoso o sericeo, con pelos aplicados o patentes.
Tallos de 20 a 60 cm, ascendentes o erectos, escasamente ramificados. Hojas de 7 a 20 cm,
con peciolo + largo, con 5 a 10 pares de foliolos; foliolos de 10 a 25 x 5 a 9 mm, oblongos,
oblongo-elipticos o elipticos, de &pice obtuso o truncado. Inflorescencias densas, con mas de
10 flores; pedinculo de 12 a 20 cm. Flores con bractéolas de 0,6 a 1,5 mm. Caliz con tubo de
2 a 2,5 mm, subglabro o laxamente tomentoso; dientes de 2,5 a 5 mm, hasta 2 veces mas
largos que el tubo, estrechamente triangulares. Corola 1,5 a 2 veces mas larga que el caliz,
rosada, con nervios purpureos, estandarte de 8,5 a 12 mm, mas largo o mas corto que la quilla,
anchamente obovado u obovado-eliptico; quilla de 8 a 11 mm, de longitud 1,5 veces superior
a la del céliz, curvada en angulo obtuso. Fruto de 5,5-7 x 4-5,4 mm, de contorno orbicular, +
espinoso, pubescente, con pelos cortos y + patentes; margen dorsal con 5 a 9 dientes o espinas
de 0,2 a 0,8 mm; caras con tubérculos o espinas de 0,1 a 0,3 mm. El fruto constituye una
vaina sin lineas de dehiscencia o lomento que contiene una semilla con embrion voluminoso,
rico en reservas amildceas, proteicas y lipidicas. La dispersion del fruto es zoocora, facilitada
por las espinas que lo recubre (Valdés 2000).
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Esparfett. Wl 24 Conedpotos oudivaramatin.

Prof. Or. Otte Wilhelm Thome
Flora van Deutschiand Osterreich und der Schweiz.

Figura I1.2. Ilustracion botanica de la esparceta (Flora de Alemania y Suiza, con autorizacion
de www.biolib.de)
I1.3. Ploidia

O. viciifolia tiene un nimero cromosdmico de 2n=2x=14 en las plantas diploides y 2n=4x=28
en las tetraploides (Frame et al. 1998). Sin embargo, la mayoria de las referencias hacen
mencidn unicamente de esparceta tetraploide con 2n=4x=28 (Kidambi et al. 1990).

Negri et al. (1987) analizaron la ploidia de 20 poblaciones de O. viciifolia y resultaron todas
tetraploides. Hayot-Carbonero et al. (2010) encontraron unicamente tres poblaciones
(silvestres) diploides de O. viciifolia en un estudio incluyendo 143 poblaciones, atribuyendo
el caracter tetraploide al tipo cultivado.
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III. CARACTERISTICAS AGRONOMICAS DE INTERES PARA SU ESTUDIO
II1.1. Habitat

La esparceta se adapta a un amplio rango de condiciones climaticas, lo que permite su cultivo
en Europa, América del Norte, Australia y Nueva Zelanda, lo mismo en condiciones de
secano que de regadio, siempre que sean suelos neutros o alcalinos (Bland 1971; Frame et al.
1998). No tolera los suelos encharcados y prefiere los bien drenados (Sheldrick et al. 1995).

En Espaia, seglin la descripcion del habitat llevada a cabo por Garcia Salmeron ef al. (1966),
la esparceta crece subespontdnea en el sistema Ibérico, Prepirineo y cordilleras Costero
Catalanas. Prefiere los climas mediterraneos subhimedos de tendencia centroeuropea, siendo
compatible con climas mediterraneos, semiaridos, moderadamente calidos menos secos, secos
y con los de alta montafia. Resulta incompatible con los subdesérticos, mediterraneos aridos,
mediterraneos semiaridos calidos, atlanticos y centroeuropeos. En la cuenca mediterranea,
prefiere las altitudes superiores a los 600 m, si bien puede abarcar desde los 100 a los 2500 m.
Prefiere los suelos pardos, aunque puede vivir en las fracciones menos acidas de las tierras
pardas. Es incompatible con los suelos podzoles, solonetizados, sierosem, tierras pardas
meridionales 4acidas y complejos de cualquiera de estas ultimas, lo que denota una
predileccion de la especie por los suelos francamente calizos de pH basico o neutro. Es
incompatible con los suelos de pH &cido. Prefiere los terrenos profundos a los medios. No
tolera terrenos compactos.

Benaiges (1971) complementa y resume la descripcion anterior indicando que la esparceta es
poco sensible al frio y no resiste la extrema aridez y compacidad de las tierras. Esta especie se
acomoda a los terrenos mas pobres con tal de que sean permeables, calizos y algo frescos. La
fertilidad de la tierra puede ser mediana si las condiciones de cal y humedad quedan
satisfechas. Su sobriedad no le impide aprovecharse de condiciones mdés propicias y su
productividad aumenta con la riqueza del medio en que se cultiva. Las alfalfas y los tréboles
rinden mas que la esparceta en las tierras fértiles y de regadio, pero ésta les aventaja en las
tierras pobres sueltas, calizas y relativamente frescas.

En la encuesta practicada a 40 agricultores seleccionados por ser productores de semilla de
esparceta de la peninsula Ibérica (Delgado er al. 2002), se aprecié que el 90% de las
explotaciones de los encuestados se encontraban localizadas en zonas de altitud comprendidas
entre 600 y 1474 m de altitud, en condiciones de clima semidrido y suelos calcéreos.

II1.2. Siembra

En las zonas templadas de Europa (franja mediterranea), la esparceta puede sembrarse en
otofo o al inicio de primavera. En las localizaciones de altitud o de latitud mas elevada, la
siembra suele realizarse en primavera cuando la temperatura se sitia entre los 10 °C y 20 °C y
no menos de 5 °C (Jensen y Sharp 1968). Una siembra temprana, cuando es posible, permite
un mayor desarrollo de las plantas y, eventualmente, efectuar un aprovechamiento en el afio
de siembra. Siembras realizadas entre abril y julio no presentaron diferencias en produccion al
afno siguiente en Inglaterra, sin embargo fueron mas productivas que una siembra realizada
entre agosto y septiembre (Liu y Lane 2005).
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Se puede sembrar directamente el fruto, conteniendo una semilla, o la semilla liberada de la
vaina seca. Algunos trabajos concluyeron que la germinaciéon mejora con las semillas
descascarilladas (Wiesner et al. 1968). Por el contrario, el efecto de la cascarilla da lugar a
una germinacion mas escalonada, permitiendo amortizar perturbaciones climaticas, lo que
puede explicar por qué Chen (1992) no encontr6 diferencias significativas en la emergencia
en el campo. La siembra suele realizarse a una profundidad de 1 a 2 cm (Hill 1998), aunque
Chen (1992) recomienda hacerlo a profundidades de 4 a 5 cm. Estas diferencias en las
recomendaciones anteriores podrian deberse a la variacion en la disponibilidad de agua y
textura del suelo de los diferentes experimentos.

La utilizacién de semillas gruesas y bien maduradas puede facilitar una emergencia mas
rapida y el establecimiento de plantas con mejor capacidad de fijacion (Cash y Ditterline
1996). En un manejo tradicional son suficientes cantidades comprendidas entre 80 y 120
kg/ha de semillas con cascarilla y entre 40 y 50 kg/ha cuando estan descascarilladas, para
establecer una poblacion de 70 a 150 plantas/m? el primer afio y alcanzar las 50 a 60
plantas/m? en los afos siguientes (Frame et al. 1998; Sheldrick ef al. 1995). Ensayos
realizados sobre densidades de siembra indicaron que con una densidad de 100 plantas/m? se
obtiene la mayor produccién en el afio de establecimiento, sugiriendo una dosis de semilla
optima de 62,5 kg/ha, asumiendo un 80% de germinacion (Sheehy ef al. 1984).

I11.3. Inoculacion y fijacion de nitrégeno

La esparceta, como otras leguminosas, es capaz de establecer relaciones simbidticas con
rizobacterias y hongos micorrizas, con los cuales intercambia azucares procedentes de la
fotosintesis por nitrogeno y fosforo principalmente. La inoculacion por micorrizas no ha sido
estudiada en la esparceta pero se han alcanzado resultados alentadores en la zulla (Hedysarum
coronarium) donde se logré mejorar no solamente la asimilacion de nitrégeno sino también la
de fosforo del suelo (Barea et al. 1987).

La inoculacion de la esparceta con Rhizobium sp. puede realizarse con cepas aisladas de
Hedysarum, Coronilla o Dalea (Burton y Curley 1968). Cuando se inoculd con especies
extraidas de leguminosas articas (Astragalus alpinus, Oxytropis maydelliana y Oxytropis
arctobia), la esparceta presentd una mejora en la fijacién de nitrogeno durante el periodo frio
de crecimiento (Prevost et al. 1987).

El nivel de fijacion de nitrégeno para la esparceta se ha situado en la mayoria de los
experimentos entre 130 y 160 kg/ha, frente a 140 a 210 kg/ha para la alfalfa (Provorov y
Tikhonovich 2003), pudiendo alcanzar ambas un limite maximo de 270 kg/ha y 550 kg/ha de
fijacion de nitrogeno, respectivamente. La esparceta presenta, a veces, una fijacion
insuficiente de nitrégeno y sintomas de deficiencias del mismo en plantas inoculadas (Burton
y Curley 1968; Sims et al. 1968). Sheehy y Popple (1981) lo han relacionado con un mayor
requerimiento de fotosintesis bruta con respecto a la alfalfa, 258 kg CH,0O/(ha/dia) vs 234,3
CH,O/ha/dia, respectivamente. Esta diferencia en requerimiento de cantidades de energia se
puede explicar por el menor indice de area foliar (LAI, leaf area indice) de la esparceta, el
cual es la mitad del LAI de la alfalfa. La esparceta tiene menor capacidad de aprovechamiento
de la luz y de fijacion del carbon, lo que puede afectar a la fijacion del nitrégeno. Ello puede
explicar también su alta actividad nodular y el elevado peso de sus nodulos, en comparacion
con el que presentan otras leguminosas, con el fin de compensar una posible limitacion de la
fijacion.
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I11.4. Abonado

La respuesta al abonado en la esparceta es variable segun diversos autores. Koter (1965)
aprecid que la fertilizacion con nitrogeno mineral a altos niveles tuvo un efecto inhibidor
sobre la nodulaciéon y la fijacion de nitrogeno mientras que niveles bajos la estimularon.
Meyer (1975) observo, sin embargo, que el aporte de nitrato dio como resultado un aumento
de la produccion; segiin Sims ef al. (1968) la produccion aument6 del 20 al 30% cuando la
esparceta se inoculd con rizobacterias. Contrariamente, Sheehy (2008) y Badoux (1965)
encontraron una ausencia de respuesta a abonos nitrogenados.

Sheehy et al. (1984) analizaron los nutrientes de los extractos del suelo para formular un
abono adaptado a sus necesidades del cultivo de la alfalfa y la esparceta y concluyeron que la
esparceta necesita mas P20s y NO3 pero menos K20 y CaCOs3 que la alfalfa. Meyer (1975)
apreci6 escasos efectos del abonado con P20s5 y K20 sobre la produccion de la esparceta
mientras que Shan ef al. (1991) encontraron un efecto positivo de los mismos abonos.
Tufenkci et al. (2006) observaron que las aplicaciones de fésforo, nitrégeno e indculo de
rizobacterias mejoraron la produccion y la asimilacion de nutrientes en la esparceta.

Esta disparidad en las repuestas a fertilizantes encontrados por los autores anteriores podria
deberse a la variacion de los tipos de suelo. En Aragon, Delgado et al. (2008b) recomendaron
abonados de fondo de 100 a 150 unidades de fosforo y potasio en el momento de la siembra.

I1L.5. Plagas y enfermedades

La esparceta es relativamente indemne a plagas y enfermedades, en comparacion con otras
leguminosas como la alfalfa (Frame et al. 1998; Goplen et al. 1991).

A pesar de ello, varios insectos y nematodos parasitan la esparceta, pero rara vez se establecen
como plagas. Sitona scissifrons, un insecto que en estado de larva se nutre de las raices de la
esparceta y en estado adulto de sus hojas, puede tener efectos devastadores, especialmente
sobre las plantulas (Wallace 1968). Otras especies comen o chupan de las hojas y tallos,
produciendo danos menores: Loxostege sp., Colias sp., Phytonomus farinosus, Hypera
trilineata, Empoasca fabae, Lygus sp. y Adelphocoris lineolatus (Morrill et al. 1998). Las
semillas atraen a otros depredadores, a veces con consecuencias importantes, como
Contarinia onobrychidis, Eurytoma onobrychidis, Perrisia onobrychidis, Apion pisi,
Odontothrips intermedius, Otiorhynchus ligustici, Meligites erythropus, Bruchidius unicolor
y Bruchophagous sp. (Morrill et al. 1998; Wallace 1968). En Estados Unidos, los nematodos
Meloidogyne spp. y Ditylenchus dipsaci han sido perjudiciales para la esparceta,
principalmente en estados juveniles (Mathre 1968).

En lo que respecta a las enfermedades, se han descrito varias, de poca relevancia econdmica,
que atacan a la raiz o a la corona. Se trata de Sclerotinia trifoliorum, Verticilium albo-atrum y
de varias especies de Fusarium, principalmente F. solani, que producen podredumbre de la
raiz y/o de la corona y afectan a la persistencia del cultivo (Hughes 1949; Mathre 1968). La
alternancia con un cereal, un ritmo de corte adecuado y un buen drenaje pueden contribuir a
reducir la incidencia de aquellas enfermedades. Otras enfermedades afectan a los tallos y
hojas, como la roya (Uromyces onobrychidis) y el oidio (Erysiphe polygoni), o producen
necrosis en forma de puntos o de ovalos, son Ramularia onobrychidis, Septoria orobina,
Pleospora herbarum (Stemphyllium botryosum), Aschochyta onobrichidis, Aschochyta fabae
o Botrytis cinerea (Eken 2003; Eken y Demirci 2003; Mathre 1968).
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II1.6. Control de malas hierbas

La esparceta se considera un cultivo poco agresivo, con un rebrote lento, que necesita ser
implantada en suelos con escasa presencia de malas hierbas, ya que éstas pueden efectar a la
produccion, sobre todo en el afio de establecimiento. Moyer (1985) aprecioé que en el caso de
esparceta cultivada sin herbicidas, las malas hierbas pueden llegar a alcanzar el 98% del peso
del primer corte.

Una de las practicas que se ha utilizado para reducir el impacto de las malas hierbas es la
utilizacion de un cultivo de cobertera, pero en la actualidad también se recurre a la aplicacion
de herbicidas quimicos. En el caso de malas hierbas de hoja ancha como Stellaria media,
Galium aparine, Chenopodium album, Senecio vulgaris y Lamium purpurum, el MCPA [a.i.
4-(4-Chloro-2-methyl-phenoxy)acetic acid] y MCPB [a.i. 4-(4-Chloro-2-methyl-
phenoxy)butyric acid] han sido utilizados con éxito en el estadio de tres foliolos de la
esparceta. Carbetamina [(R)-1-(ethylcarbamoyl)ethylcarbanilate] se mostrdé eficaz contra
gramineas y Stellaria media en invierno (Frame et al. 1998; Sheldrick y Thomson 1982).

IV. CARACTERIZACION DE LA ESPARCETA

Como se ha mencionado en el apartado I1.3, las distintas variedades de esparceta pueden ser
clasificadas en tres grupos principales segin su morfologia y su comportamiento agrondmico,
comun, gigante o intermedio. Los tres difieren en numerosos pardmetros como el nimero de
tallos y su altura y diametro, el nimero de inflorescencias y flores, el nimero de foliolos por
hoja, la vellosidad, el porte, la persistencia, el rebrote tras el corte, el crecimiento invernal o la
produccion de semilla. Sin embargo, los parametros que tuvieron mas relevancia a la hora de
caracterizar las variedades de esparceta fueron la alternatividad, la precocidad, el porte, la
capacidad de rebrote y la persistencia (Badoux 1965; Delgado et al. 2008b; Michelena 1983;
Prosperi et al. 1994).

A continuacion se describen por su interés, prontitud y facil visualizacion para la
caracterizacion de una coleccion de esparcetas los siguientes parametros: la alternatividad, el
porte y la fecha de floracion.

IV.1. Aspectos agromorfologicos de interés para la caracterizacion
IV.1.1. Alternatividad

En los cereales y gramineas forrajeras, la aptitud de las plantas a espigar el afo de siembra se
conoce con el término de alternatividad. En el caso de las gramineas forrajeras, como el
raigras italiano, las plantas que florecen el afio de siembra son mas vigorosas el primer afio y
menos persistentes (De Haan 1955). Dicho término, aunque generalmente se aplica a las
plantas de uno o dos afios de duracién, se ha intentado trasladar a la esparceta, dada la
coexistencia dentro de la especie de los dos tipos de plantas, las que florecen y las que no
florecen el afio de siembra.
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Historicamente, la seleccion practicada por el hombre en la esparceta se orientd a lograr una
mayor productividad, obteniendo a partir de las originales denominadas de un corte o
comunes, esparcetas de dos cortes o gigantes. Las de dos cortes florecen el primer afio cuando
se siembran en primavera y presentan mayor vigor a la salida de invierno, lo que permite
realizar el primer corte mas tempranamente y asi poder efectuar dos cortes. Suelen presentar,
ademas, tallos mas altos y gruesos y menor persistencia que las de un corte (Badoux 1965).

Actualmente, se aprecia que existe un alto grado de variabilidad en lo que se refiere a la
alternatividad, en las plantas individuales obtenidas de semilla comercial, lo que se atribuye
en parte a que es escasa la seleccion de variedades comerciales por parte de las casas de
semillas y es frecuente el intercambio de semillas entre agricultores. Como consecuencia de
ello ambos tipos de esparcetas, de uno y dos cortes, estdn presentes en las semillas
comercializadas o en las proporcionadas por los agricultores, como ha sido puesto de
manifiesto por Michelana y Hycka (1988) y por Delgado et al. (2008b), por lo que se les ha
denominado como tipo “intermedio”.

IV.1.2. Porte

La plasticidad morfoagronomica de muchas especies es el resultado de su adaptacion a
diferentes tipos de estrés medioambientales. Asi se ha puesto de manifiesto en diferentes
trabajos sobre Trifolium repens L. (Seker et al. 2003), Lotus corniculatus L. (Drobna 2010) y
Lolium perenne L. (Charmet et al. 1990). Esta plasticidad puede modificarse mediante mejora
genética (Huyghe 1998; Pecetti et al. 2008).

La defoliacion frecuente o pastoreo es un estrés inducido a las plantas, cuya tolerancia se ha
relacionado con el habito de crecimiento rastrero. Asi lo han puesto de manifiesto Diaz et al.
(2007) realizando una revision sobre las especies en pastoreo, Landsberg ef al. (1999) en un
estudio sobre la flora pascicola que crece habitualmente en ambientes aridos y Culvenor ef al.
(2009) evaluando la tolerancia al pastoreo de diferentes poblaciones de Phalaris aquatica L.
Sin embargo, el hébito de crecimiento rastrero no es un caracter exclusivo de las plantas
tolerantes al pastoreo y otros autores han mostrado que pueden obtenerse variedades de
crecimiento erecto tolerantes al pastoreo, mediante programas de mejora genética, en
Medicago sativa L. (Pecetti et al. 2008), Lotus corniculatus L. (Ayres et al. 2008) y
gramineas tropicales (Wong y Stur 1996).

La esparceta es una planta que se utiliza mediante diferentes regimenes de aprovechamiento:
siega, pastoreo y mixto (Benaiges 1971; Chassagne y Chambon 1993; Delgado et al. 2002).
La esparceta crece erecta y en otoflo e invierno tiende a adoptar una formacion en roseta. Esta
tendencia al porte rastrero durante la parada vegetativa de otofio-invierno es una caracteristica
que se ha mostrado en las alfalfas con prolongado reposo invernal (Pecetti et al. 2008), asi
como en las de crecimiento rastrero (Bagavathiannan et al. 2010; Ben Chaabane y Delgado
1994), lo que se ha asociado a su tolerancia al frio y al pastoreo, pero no hay referencias
bibliograficas sobre la variabilidad existente en la esparceta ni sobre su tolerancia al pastoreo
relacionado con el habito de crecimiento.
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IV.1.3. Estadas fenolégico y fecha de floracion

La época de floracion de las especies que crecen en ambientes semiaridos mediterraneos
presenta una gran plasticidad, estando la fecha de floracion influenciada principalmente por el
genotipo, la temperatura y el fotoperiodo (Iannucci et al. 2008).

En lo que respecta a la esparceta, existen escasas diferencias en la fecha de floracion entre los
diferentes tipos y variedades. Percibal (1949), (citado por Badoux 1965) encontr6 que la
diferencias entre los tipos de uno y dos cortes oscilaba entre cinco y diez dias, siendo mas
precoces las de dos cortes; Thomson (1951) observo que la diferencia era de cinco dias, y que
las mas precoces eran las de un corte; Badoux (1965), mediando en esta controversia,
encontr6 diferencias entre tres y diez dias, segun el afio, siendo mds precoces las de un corte y
concluy6 que las diferencias entre tipos y variedades habia que atribuirlas al origen de las
semillas, adaptadas a diferentes medios.

Badoux (1965) mostrd, asimismo, la dificultad para establecer la fecha de floracion de los
diferentes tipos y variedades, ya que en una misma planta podian presentarse tallos en todos
los estados fenoldgicos y, por tanto, flores abiertas durante un largo periodo de tiempo. Las
inflorescencias son, ademads, alargadas y estan compuestas por numerosas flores, cuya
apertura se inicia desde la parte inferior y va progresando hasta la parte superior, alargando el
proceso, de manera que cuando se abren las ultimas flores, ya se han formado vainas en las
inferiores. Este proceso de formacion de una infrutescencia podria durar méas de 20 dias
dentro de una misma inflorescencia. Por ello, Badoux (1965) sefial6 solo dos estados
facilmente distinguibles: la aparicion de los primeros botones florales, marcado por la
presencia de al menos tres botones florales en la planta, y el inicio de la floracion, cuando
aparecen flores abiertas en tres inflorescencias; después, la apreciacion del estado fenoldgico
se volvia muy imprecisa por lo que proponia estimar visualmente la floraciéon mediante una
escala de 1 (floracién mas o menos finalizada) a 9 (planta sin botones florales). Dicho autor
consideraba que un cultivo estd en floracion cuando el 30% de las plantas presentan flores
abiertas.

Borreani et al. (2003) abordaron, asimismo, la evolucidon de la produccion y calidad del
forraje a lo largo del primer ciclo productivo de la esparceta, en diez estadios fenoldgicos, en
una escala de 0 (estado de roseta) a 9 (vainas virando a marrén). Los citados autores
concluyeron que la codificacion propuesta no era suficientemente sensible para predecir
cambios bruscos en la calidad del forraje entre la aparicion de botones florales y la floracion,
y deberia ser redefinida para su utilizacion por técnicos y ganaderos.

Con el fin de abundar en la definicion de los estados fenoldgicos de la esparceta y establecer
criterios practicos para la explotacion del cultivo basados en la produccion y calidad del
forraje, Delgado et al. (2010a) realizaron un seguimiento del proceso de floracion de plantas
individuales desde la aparicion de los primeros botones florales, hasta la maduracion de la
semilla, contabilizando el numero de inflorescencias y estado fenoldgico de las mismas, la
proporcién de tallos, hojas e inflorescencias, y el contenido en proteina bruta, fibra (FND y
FAD) y lignina de dichas partes. Como conclusion del estudio definieron los seis estados
fenologicos siguientes:

1. Estado “boton verde”. 50% de los tallos tienen botones verdes. Aparecen las primeras
inflorescencias con dos-tres flores abiertas.
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2. Estado “inicio de floracion”. 50% de los tallos muestran inflorescencias con al menos dos-
tres flores abiertas. Aparecen las primeras inflorescencias con el 50% de las flores abiertas.

3. Estado “plena floracion”. 50% de los tallos muestran inflorescencias con el 50% de las
flores abiertas. Aparecen las primeras inflorescencias con flores abiertas en la parte superior.

4. Estado “final de floracion”. 50% de los tallos presentan inflorescencias con flores abiertas
en la parte superior. Aparecen las primeras inflorescencias con vainas formadas en la base de
la inflorescencia.

5. Estado “semilla verde”. 50% de los tallos presentan vainas verdes en la totalidad de la
inflorescencia y las flores han desaparecido. Aparecen las primeras vainas virando a marron.

6. Estado “maduracion de la semilla”. 50% de los tallos presentan vainas virando a marron.
Aparecen las primeras inflorescencias con sélo vainas marrones.

La principal diferencia entre las escalas fenologicas estudiadas por Delgado ef al. (2010a) y
Borreani et al. (2003) reside en el numero de estados definidos durante el proceso de la
floracion. Borreani et al. (2003) estudiaron 10 estados a lo largo de todo el ciclo fenologico de
la esparceta, pero solo identificaron dos estados durante el periodo de floracion, inicio y final
de floracidn, concluyendo que la escala utilizada no fue lo bastante sensible para describir
cambios drésticos en la composicion quimica de las plantas. La escala propuesta por Delgado
et al. (2010b) identifico tres estados: inicio, plena y final de floracidn, detectandose el cambio
mas pronunciado en la composicién quimica de la planta entre los estados de plena y final de
floracion.

I V.2. Caracterizacion genética

Ademas de la caracterizacion morfologica y agrondmica, que es una etapa necesaria en
mejora vegetal, varias herramientas moleculares son utilizadas para completar la
caracterizacion y la identificacion de las variedades de plantas. Dentro de estas técnicas, los
microsatélites o “simple sequence repeats” (SSRs) se han convertido en uno de los sistemas
de marcaje molecular mas utiles en mejora vegetal. Los microsatélites son ampliamente
empleados en la generacidon de ‘codigos de barras’, el estudio de la diversidad genética, la
creacion de mapas moleculares y la hibridacién asistida por marcadores, debido a su
polimorfismo alto, repetibilidad y ser codominantes.

En las leguminosas, la disponibilidad de los SSRs ha permitido progresos en la
caracterizacion y el estudio de la diversidad genética de especies, en géneros como Medicago
(Falahati-Anbaran et al. 2004). La amplificacion interespecifica de SSR ha sido estudiada
(Peakall et al. 1998) y SSR trans-amplificados han sido usados en mapas genéticos en
Trifolium repens L., por ejemplo (Zhang et al. 2007). A pesar de que no hay microsatélites
disponibles para la esparceta, la revision de los SSRs identificados en Medicago y Glycine
ofrecen la posibilidad de encontrar regiones similares en el genoma de Omnobrychis que
permitan una caracterizacion fiable y rapida del material vegetal de esparceta.

El aislamiento de microsatélites puede ser costoso en tiempo y dinero, en ausencia de

abundantes secuencias de ADN publicadas en una especie, por lo que su uso se restringe a
menudo, a un reducido numero de cultivos agricolas.
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Sin embargo, la cantidad de SSRs identificados aumenta a un ritmo constante, especialmente
en las especies-modelo de leguminosas, y el desarrollo de marcadores SSR a través de la
utilizacion de bases de datos publicadas resulta una opcion eficaz y de bajo coste para muchas
especies de plantas. Una via alternativa consiste en la utilizaciéon de loci de especies
relacionadas (Smulders et al. 1997). La transferibilidad de los loci de SSR depende a menudo
del parentesco. Mientras se han mencionado cocientes de transferibilidad interespecificos
altos dentro del mismo género (>50%) en especies de arboles (Liewlaksaneeyanawin et al.
2004; Wiinsch y Hormaza 2002) y en las leguminosas (Eujayl et al. 2004; Gaitan-Solis et al.
2002; Peakall et al. 1998), la transferibilidad entre géneros y mas allad parece ser menor
(Peakall et al. 1998; White y Powell 1997). Por otra parte, SSRs identificados en marcadores
ESTs (EST-SSR) muestran cocientes de transferibilidad mdas altos y tienden a ser mas
conservados que los marcadores gendomicos de SSR (Scott et al. 2000). De momento no se
han aislado microsatélites en la esparceta.

V. OPTIMIZACION DEL APROVECHAMIENTO DEL CULTIVO
V.1. Régimen de aprovechamientos

La frecuencia del régimen de aprovechamientos en las leguminosas ha sido objeto de
numerosos trabajos de investigacion. En una revision de dichos trabajos sobre la alfalfa
(Sheaffer et al. 1988), el trébol violeta (Wiersma ef al. 1998), el trébol blanco (Simon et al.
2004) y el loto (Flaresso y Desaibro 1992), se aprecia que cuando se sobrepasa la frecuencia
optima del aprovechamiento se produce un agotamiento de las reservas, una caida de la
produccion y una pérdida de persistencia. No obstante, el techo critico no es el mismo para
todas las especies, algunas como el trébol blanco, se acomodan mejor a los aprovechamientos
frecuentes que la alfalfa o el loto.

En lo que respecta a la esparceta, se han abordado diferentes trabajos para determinar la
distribucion anual de los aprovechamientos mas favorable para alcanzar el Optimo de
produccidn, calidad y persistencia. La fecha del primer aprovechamiento mas adecuada para
contribuir a obtener dicho optimo ha sido abordada por Carlton et al. (1968), Koch et al.
(1972), Borreani et al. (2003) y Delgado et al. (2010a). En dichos experimentos se estudié la
evolucion de la produccion y calidad del forraje desde el estado de boton floral hasta la
formacion de semillas. Los citados autores apreciaron un aumento de la produccion y una
disminucién de la calidad, especialmente del contenido en proteinas con el envejecimiento de
la planta, estableciendo que el momento mas favorable para realizar el primer corte se localiza
entre el inicio de la floracion y la plena floracion.

El aumento de la produccion se atribuyo a la mayor contribucion porcentual de los tallos a
medida que envejece la planta, a lo que se afiade la aportacion de la masa de inflorescencias.
Con la progresion de la floracion, la relacion hoja/tallo decae rapidamente y con ello, la
pérdida de calidad (Koch et al. 1972; Pardo et al. 2000; Borreani et al. 2003).
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A partir del primer corte tienen lugar uno o varios rebrotes estivales, en funcién de la
humedad disponible (Delgado et al. 2008b). Badoux (1965) apreci6 diferencias varietales en
la capacidad de rebrote. En lo que respecta a uniformidad en el crecimiento; las variedades de
dos cortes florecian regularmente después de cada aprovechamiento hasta el otoflo, mientras
que en las de un corte la floracion decaia rapidamente después del primer aprovechamiento.
Badoux (1965) observo, asimismo, que un ritmo frecuente de aprovechamientos en verano no
influia en la tendencia a florecer, pero frenaba la capacidad de rebrote del cultivo al afio
siguiente, afectando por igual a ambos tipos de esparceta sin importar su alternatividad. Un
rebrote vigoroso a la salida de invierno seria aconsejable para alcanzar una buena produccion
y competencia contra las malas hierbas invasoras.

En otono e invierno, el cultivo permanece siempre verde. En este periodo, segun Badoux
(1965), la intensidad del aprovechamiento tiene escasa influencia sobre la pérdida de
rendimiento del afio siguiente al contrario de lo que recomiendan Sheaffer et al. (1988) en
otros cultivos como la alfalfa, cuya intensidad en los aprovechamientos es determinante. Ello
lo atribuye Badoux (1965) a que el peor reparto anual de la produccién en la esparceta, con
escaso crecimiento en verano-otofio y poca aptitud a formar tallos fértiles en otofio, hace que
el agotamiento de sus reservas sea inferior.

Existen diferencias varietales en produccion y calidad del forraje, en funcion del régimen de
aprovechamientos (Badoux 1965). Los aprovechamientos frecuentes inciden negativamente
en la produccién total de MS, pero las esparcetas de un corte sufren menos con los cortes
frecuentes que las de dos cortes, lo mismo en plantas aisladas que en siembra densa. Ello
repercute en el contenido en proteina bruta del forraje que es mayor en aprovechamientos
frecuentes que en normales. Sin embargo, la produccion total de PB (en cantidad) es inferior
en aprovechamientos frecuentes, dado que es menor la produccion de MS. En lo que respecta
a las diferencias varietales, la calidad en las esparcetas de un corte sigue siendo superior, lo
mismo en contenido en PB que en fibra bruta, que es menor que en variedades de dos cortes
(Badoux 1965).

V.2. Movilizacion de reservas

Al igual que sucede en otras leguminosas como la alfalfa (Sheaffer et al. 1988) y el trébol
blanco (Simon et al. 2004), la esparceta acumula reservas nutritivas en la corona y raices en
forma de azucares solubles y proteinas, que utiliza para desarrollar el rebrote aéreo y la
renovacion de raices, cuando tienen lugar aprovechamientos de forraje o paradas vegetativas
como consecuencia de las altas o bajas temperaturas (Badoux 1965). En lo que respecta a la
esparceta, Badoux (1965) observo que el régimen de aprovechamientos afectaba al peso de las
raices. Después de cada aprovechamiento, la masa de raices sufria una disminucion del peso y
hasta que no habia un cierto crecimiento aéreo, no retomaban activamente su recuperacion.
Ello lo atribuy6 a que las reservas de las raices se movilizan para desarrollar el rebrote aéreo
de las plantas y futuras raices. La produccion de raices fue mayor cuanto mas moderado fue el
régimen de aprovechamientos y las reservas menores cuanto mads intenso fue aquel;
consecuentemente, los aprovechamientos frecuentes redujeron la produccion de raices y de
reservas. En cualquiera de las situaciones, la mayor masa de raices se alcanzé al final del
otofio. En invierno habia una pérdida en el contenido de reservas de las raices dado que,
cuando las condiciones climatologicas eran favorables, no habia un reposo invernal
propiamente dicho y la planta seguia creciendo. Pardo et al. (2000) también apreciaron que,
eventualmente, puede tener lugar un crecimiento invernal si las temperaturas lo permiten.
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Mowrey y Matches (1991), estudiando el menor crecimiento de la esparceta en verano,
apreciaron, asimismo, que la concentracion de carbohidratos en las raices era mas elevada al
inicio de la primavera, descendia fuertemente en verano y volvia a ascender en otofo.

En lo que respecta a la acumulacion de reservas de las raices, Badoux (1965) aprecio
diferencias entre los dos tipos de esparcetas; el peso de las raices fue mayor en las de un corte
que en las de dos cortes; la pérdida de peso por efecto del régimen de cortes fue, asimismo,
menor en las de uno que en las de dos cortes, todo lo cual puede contribuir a prolongar la
persistencia de las esparcetas de un corte.

Frame et al. (1998) mencionan la importancia de un periodo de descanso al final de otofio,
para permitir a las plantas establecer las reservas necesarias para su supervivencia durante el
invierno y para el inicio del crecimiento en primavera. Una vez que las plantas entran en
estado de latencia, se pueden pastorear sin peligro.

Cunningham et al. (2001) constataron, en alfalfas, un aumento de las concentraciones en
azucares libres y PB en las raices, como repuesta a una seleccion realizada hacia tipos
presentando una mayor latencia invernal y tolerancia al ftio.

Li et al. (1996) realizaron un seguimiento de cuatro especies de leguminosas, alfalfa,
meliloto, loto y trébol, durante el invierno y tras el tltimo corte. Las distintas especies
presentaron estrategias de acumulacion/reposicion distintas: la alfalfa y el trébol presentaron
niveles altos de acumulacion de almidon, dos semanas después del corte. El meliloto
almacen6 hasta el doble de azlicares libres que las demds especies, durante el periodo
invernal, mientras la alfalfa present6 niveles superiores de nitrogeno. La alfalfa acumulo
durante el invierno tres polipéptidos y una B-amilasa en cantidades importantes hasta marzo.
Todas las especies presentaron un polipéptido de 17kDa presente unicamente en invierno y
posiblemente asociado con la resistencia al frio.

Del mismo modo, Teixeira et al. (2007) encontraron acumulacién de almidén en invierno o
después del corte en alfalfa. El rango de concentracion de almidon fue menor que el rango de
los azlcares. Las concentraciones en azlcares y almidon variaron a la vez con el peso de las
raices y coronas, dando lugar a variaciones importantes de la cantidad de las reservas,
vinculadas a los cortes o a los cambios de estacion. Sin embargo, el mejor indicador del
crecimiento en primavera fue la cantidad de nitrogeno radicular. Se estima que el 35% del
nitrogeno radicular de las plantas es utilizado para la formacion y crecimiento inicial de los
brotes (Kim et al. 1991). Estos ltimos autores estudiaron el ciclo del nitrogeno en alfalfa con
moléculas marcadas, llegando a la conclusién de que, durante los diez dias siguientes al corte
la casi totalidad del nitrégeno de los tallos y hojas en formacion estd provisto por las reservas
en nitrogeno de la corona y de la raiz; después de 24 dias, todavia el 31% de nitrogeno
provenia de las reservas. Dichos autores, sefialan asi mismo, que el corte, aparte de remover el
nitrogeno contenido en los tallos y hojas, tiene un efecto depresivo sobre la absorcion y la
asimilacion de nitrégeno, ya sea mineral o fijado. Este efecto negativo se explica por la
reduccion de la actividad de enzimas como la nitrato reductasa o la nitrogenasa, asi como por
su consumo en el seno de la raiz, por respiraciéon. Simon et al. (2004) trabajando con trébol
blanco obtuvieron resultados semejantes a los autores anteriormente citados; en su caso
establecieron que el tipo de trébol enano presenta una mayor plasticidad ya que su nivel de
reservas muestra mayores variaciones a lo largo del afio. El tipo gigante, al tener mayor
capacidad de almacenamiento, su potencial de rebrote fue mayor.
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V.3. Altura de la defoliacion

Para determinar el régimen de aprovechamientos, algunos autores han estudiado la
combinacion de diferentes referencias: estado fenoldgico de la planta, altura del follaje a la
que se lleva a cabo la defoliacion y altura del rastrojo que queda tras la misma, para establecer
el momento 6ptimo del aprovechamiento.

Mowrey y Matches (1991) realizaron aprovechamientos con tres intensidades de defoliacion
de la parte aérea, rastrojo a 5 cm, siega al 50% y al 75% de la altura del follaje, en tres estados
fenologicos: boton floral, plena floracion y semilla verde. Apreciaron una pérdida de
produccion y de persistencia cuando se combinaban aprovechamientos en boton floral o plena
floracion con la intensidad de defoliacion mas elevada, pero los efectos se reducian
considerablemente con bajas y medias intensidades de defoliacion.

Mowrey y Volesky (1993) no apreciaron ninguna pérdida de persistencia con
aprovechamientos en inicio y plena floracion y defoliaciones comprendidas entre el 50 y 75%.

Maiorana et al. (1995) observaron, realizando siegas cada vez que el follaje alcanzaba 10, 15
y 20 cm de altura y efectuando los cortes a ras del suelo o a 5 cm, que las mejores
producciones se obtenian con siegas de plantas a 15 cm de altura y practicadas a ras del suelo.

De Giorgio et al. (2000) observaron que con aprovechamientos a 20 cm de altura la
distribucion del grueso de las raices tenia lugar en la parte superficial del suelo, mientras que
si se realizaban a 10 cm, las raices se localizaban a mayor a profundidad.

De Falco ef al. (2000), comparando el aprovechamiento tradicional de la esparceta, siega en
plena floracion y un aprovechamiento estival del rebrote, frente a una siega cada vez que se
alcanzaban los 30 cm de altura, obtuvieron la mayor producciéon de MS con el régimen
tradicional y la de PB con la siega a 30 cm de altura.

V.4. Distribucion anual de la produccion de forraje

Como se ha expuesto anteriormente, el reparto del forraje en la esparceta es mas estacional, en
comparacion con otros cultivos analogos como la alfalfa (Delgado et al., 2006; Delgado ef al.
2008b). Diversos autores lo atribuyen a la cualidad de su acomodacion a los climas frios y
semidridos, debido a que concentra la produccion de forraje en primavera, cuando es mas
eficiente el uso de la humedad del suelo y de la radiacion incidente (Benaiges 1971; Cooper
1972; Delgado et al. 2008b; Frame et al. 1998; Koch et al. 1972; Montserrat y Capdevilla
1964).

Kallenbach et al. (1995), estudiando las causas por las que es menor la produccion estival,
sugirieron que ello podria deberse al alargamiento de la duracién del dia. En sus estudios,
sometiendo las plantas a dias cortos y largos, observaron que los dias largos afectaban al
habito de crecimiento de las plantas, ocasionando mayor altura y produccién de organos
reproductivos, pero no apreciaron que el descenso de la produccion, la pérdida de reservas y
la mortalidad de las plantas que tiene lugar en verano, pudiera atribuirse exclusivamente al
alargamiento del dia y sugirieron la influencia de otros factores como el incremento de la
temperatura del aire y del suelo. Estudios posteriores (Kallenbach ef al. 1996) mostraron que
el incremento de la temperatura del aire de 15 a 35°C y del suelo de 10 a 30°C, hacian
decrecer el peso de la corona y de las raices hasta un 98%.
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La concentracion de carbohidratos en la corona estuvo correlacionada negativamente con el
incremento de la temperatura del aire. Dicho incremento se correlaciond, asimismo,
positivamente con la tasa de mortalidad de las plantas, si se efectuaba una defoliacion severa
durante el periodo de altas temperaturas, dado que la elevada actividad metabdlica no podia
ser suplida con las reservas presentes en raices y hojas. De Falco et al. (2000) también
apreciaron que el incremento de temperaturas al inicio en verano ocasionaba un descenso en
la formacion de tallos y en la produccion de MS.

El reparto anual de la produccion fue estudiado en Aragdn, en condiciones de secano y
regadio. Los resultados obtenidos mostraron un reparto similar de la produccién anual de
forraje en ambas condiciones, siendo en secano de 66,9%, 21,4% y 11,7% en el primero,
segundo y tercer cortes, y en regadio de 67,2%, 19,4%, 9,9% y 3,5% en el primero, segundo,
tercer y cuarto cortes, respectivamente (Delgado et al. 2008b).

V.6. Persistencia

El balance de reservas nutritivas en la corona y raices se encuentra entre las causas ultimas de
la produccién y persistencia de las plantas. Mowrey y Matches (1991) estudiaron la
persistencia de un cultivo de esparceta en regadio, en funcidon del régimen de defoliaciones,
concluyendo que las defoliaciones ligeras y moderadas, 52% y 69% de la masa aérea total,
realizadas en los estados de boton floral y plena floracion, podrian realizarse sin afectar
gravemente a la persistencia del cultivo. Koch ef al. (1972) concluyeron que la defoliacién en
estados precoces de la floracion, reduce ligeramente la persistencia; si el primer corte de
primavera se hace en floracion, el régimen del resto de los cortes apenas influye en las
reservas y en la persistencia de la planta.

Las esparcetas de un corte tienden a persistir mas con defoliaciones frecuentes. Las razones de
su mayor tolerancia a las defoliaciones frecuentes puede deberse a razones morfoldgicas,
debido a la disposicion de los 6rganos de asimilacion que son afectados en menor medida por
el corte, y fisiologicas, el consumo energético es menor y la acumulacién de reservas mayor
(Badoux 1965; Cooper 1972; Thomson 1951).

VI. PRODUCCION Y CALIDAD DEL FORRAJE
VI.1. Produccion de materia seca

Dependiendo de las condiciones ambientales, la produccion de MS de la esparceta varia de
2,5 t/ha a 15 t/ha. El estado fenologico en el cual siega influye sobre el nivel de produccion,
oscilando la MS producida en el primer corte de 0,5 t/ha a 8 t/ha de un estado vegetativo
precoz al final de floracion (Borreani et al. 2003). El aumento de la produccion va unido a una
merma de la calidad de forraje; sin embargo, ésta ultima es limitada en el caso de la esparceta,
ya que la planta mantiene sus hojas en estados avanzados de desarrollo, al contrario de la
alfalfa. Debido a ello, los contenidos en fibra, lignina y proteina se mantienen relativamente
estables desde el inicio al final de la floracion (Mowrey y Matches 1991) por lo cual se
aconseja los estados plena o final de floracion para conseguir las mejores producciones de MS
(Goplen et al. 1991).
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El nivel de produccion de la esparceta es aproximadamente un 20% menor que el de la alfalfa,
lo que se explica por su indice de 4rea foliar menor, ya que dispone de una estructura de la
parte aérea menos erecta y una fijacion de nitrogeno menos eficiente (Frame et al. 1998).

La fecha de siembra tiene también una repercusion importante sobre la produccion de MS; en
Inglaterra la produccion varid de 5,17 t/ha a 13,58 t/ha en el primer afio productivo segiin que
la siembra tuviera lugar de abril a septiembre, siendo mayo el mes el mas propicio en sus
condiciones (Liu et al. 2008).

En Aragén y en condiciones de secano, el nivel de produccion se ve principalmente afectado
por la disponibilidad de agua como se puede apreciar en la Tabla VII.1, que presenta los

datos de distintos ensayos realizados en la region (Delgado ef al. 2008a).

Tabla VI.1. Produccion de alfalfa y de esparceta en secano en distintas localidades de Aragon

Alfalfa Esparceta
Localizacion  Ainos Altitud Lluvia N°decortes kgMS/ha N°de cortesal kg MS/ha
al afo afno

Marracos (Z) 1979-80 450 493 3 6321 2 2820
Pancrudo 1979-81 1200 426 3 5714 4649
(TE) 3

Fortanete 2002- 1350 482 3 5538 4495
(TE) 2004 3

VI1.2. Parametros de calidad del forraje

Los rumiantes se caracterizan por disponer de un sistema complejo de estomagos que
permiten el contacto prolongado entre en los alimentos ingeridos y una rica flora de
microorganismos con el fin de favorecer la fermentacion de los primeros y su mejor
aprovechamiento por el rumiante. De hecho, los microorganismos ruminales son capaces de
degradar las fibras constituyentes de las paredes celulares vegetales, haciendo disponible para
los rumiantes la energia contenida en alimentos fibrosos como los forrajes (Jarrige et al.
1995). La calidad de un forraje depende, aparte del contenido en PB, del nivel de
degradabilidad de las fibras que lo componen o sea, en tltimo término, de la composicion de
las mismas (Akin 1982).

VI1.2.1. Composicion quimica de la pared celular

Las células vegetales que se encuentran en todo tipo de plantas, y mayormente en las plantas
forrajeras, estan constituidas por una pared celular que encierra el citoplasma. El citoplasma
contiene el nucleo, organulos, vacuolas, etc., necesarias para el buen funcionamiento de la
célula; su composicion quimica es bastante estable, al contrario de lo que ocurre con la pared
celular.

La pared celular vegetal es una pared rigida compuesta principalmente de celulosa,
hemicelulosa, lignina y pectina. Se organiza en tres laminas principales que son la pared
celular primaria, la secundaria y la laminilla media.

La pared celular primaria se forma en las fases precoces del desarrollo de la célula a partir de
celulosa, hemicelulosa y péptidos. A continuacion tiene lugar la formacion de la pared
secundaria, rigida, compuesta de celulosa, hemicelulosa y lignina. Por ultimo, la laminilla
media se sitGa entre dos células, es una membrana flexible compuesta de pectinas.
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La estructura de la pared celular es relativamente constante, se trata de una red de
microfibrillas de celulosa incluida en una matriz amorfa de polisacaridos; su composicion
cambia entre ldminas pero también segun los 6rganos de la planta, su edad, etc.

Los componentes de la pared celular se especifican por su fraccionamiento quimico
(solubilidad en diversos solventes) y su estructura quimica.

VI1.2.1.a Celulosa

Se trata de un polisacérido constituido exclusivamente de D-glucosa unida mediante enlaces
B(1— 4) cuya féormula empirica es (C¢H;oOs)y, siendo n muy variable y por encima de 200.
Tiene una estructura lineal o fibrosa, las cadenas establecen puentes de hidrogeno entre los
grupos hidroxilos, lo que confiere solidez e impermeabiliza a las fibras, haciéndolas
insolubles en agua. La celulosa se sintetiza a lo largo de todo el crecimiento celular, siendo su
concentracion mas elevada en la pared secundaria. Hace la funcion de soporte de la célula,
dado que confiere solidez y dureza a los tejidos vegetales. Su degradacion en el rumen por
microorganismos, libera moleculas de glucosa aprovechables por el animal.

VI1.2.1.b Hemicelulosas
Se trata de heteropolisacaridos ramificados compuestos principalmente por glucosa, fructosa
y galactosa, unidos por enlaces B(1— 4). Presentan un grado de polimerizacion inferior al de
la celulosa, con la cual pueden asociarse estrechamente. Las hemicelulosas permiten el enlace
de pectinas y confieren flexibilidad y elasticidad a la pared celular.

VI1.2.1.c Pectinas

Se trata de un grupo de polidsidos acidos o neutros que forman gel en el agua. Las pectinas se
componen de homogalacturonanos (cadenas de residuos de dcido D-galacturonico en enlace o
(1— 4)), ramnogalacturonano I (cadenas de acido D-galacturénico asociado a ramnosa,
arabinosa y galactosa) y ramnogalaturonano Il (cadenas de estructura compleja de acido D-
galacturénico asociado a ramnosa, arabinosa, galactosa y azucares pocos frecuentes). Las
pectinas forman un cemento entre las células, localizandose principalmente en la laminilla
media; llegan a constituir el 30% del peso de la pared celular.

VI.2.1.d Lignina

El principal compuesto fenolico estructural es la lignina, un polimero de elevado peso
molecular, resultado de la union de varios &cidos y alcoholes fenilpropilicos (cumarilico,
coniferilico y sinapilico principalmente). Debido a su estructura compleja y a su
heterogeneidad, se trata de una clase de polimeros aromaticos mas que de un compuesto dado.
Esta presente en la pared secundaria principalmente, a la cual confiere resistencia mecéanica y
a la degradacion. De hecho, la lignina no se digiere ni se absorbe, tampoco es atacada por la
microflora del rumen, y es capaz de formar complejos con compuestos organicos; ello
conlleva que su presencia afecte a la digestibilidad de la fibra. El grado de lignificacion
aumenta con el desarrollo fenolégico de las plantas.

VI.2.1.e Proteinas
Las proteinas de la pared celular son proteinas ricas en prolina, glicina o hidroxiprolina
(extensina); la mayoria tienen una estructura fibrilar y forman una red que enlaza con las
fibras o entre ellas. A este tipo de proteinas hay que afiadir otras, solubles, implicadas en el
metabolismo de la pared o en el transporte.
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V1.2.2. Taninos

Los taninos son polifenoles con una masa molecular hasta de 20.000 Da (Hagerman 2002). Se
dividen en dos clases, los taninos hidrolizables (TH) y los taninos condensados (TC). Los TH
son poliésteres formados por un azlcar, generalmente glucosa, y un acido fenolico de peso
molecular relativamente bajo, de 600 a 3000 Da. Dependiendo del &cido fenoélico, se trata de
taninos galicos, a base de acido galico, o de taninos eldgicos, a base de dcido hexahidrofénico.
Como indica su nombre, son susceptibles a la hidrélisis 4acida, sobre todo en el tracto
digestivo de los rumiantes, donde el producto de su degradacion puede ser absorbido
ocasionando, a veces, intoxicaciones graves (Jean-Blain 1998).

Los TC son polimeros de flavan-3-oles con enlace carbono-carbono de tipo 4— 8 0 4— 6, no
hidrolizables, pero que en presencia de 4cido y calor dan lugar a antocianidinas coloradas.
Varias leguminosas forrajeras como la zulla (Hedysarum coronarium), los lotos (Lotus sp) y
la esparceta, contienen TC en cantidades significativas, del orden del 2 al 5 % de la MS. En el
caso de estas especies, los TC no estan acumulados en unos tejidos determinados
(epidérmicos o sub-epidérmicos, cortezas de frutas o raices, etc.), sino que las células
taniferas se encuentran esparcidas por la planta (Skadhauge et al. 1997). A nivel celular, los
TC se ubican libres principalmente, acumulados en vacuolas intracelulares, y una proporcion
variable ligados a fibras (lignina) de la pared celular o a proteinas celulares (Terrill et al.
1992b). El contenido y la composicion de los TC cambia con la edad de la planta (Koupai-
Abyazani et al. 1993), siendo la aptitud a formar complejos mayor en plantas jovenes (Bate-
Smith 1973). Parte de los taninos son catabolizados durante el envejecimiento en la esparceta
(Lees et al. 1995).

Los taninos, en funcion de su grado de polimerizacion, son parcialmente solubles en agua,
acetona y alcoholes; el rendimiento de su extraccion es 6ptimo con soluciones acetona-agua o
butanol-agua (Makkar 2000).

La principal propiedad de los taninos reside en su capacidad para formar complejos con
macromoléculas, proteinas, polisacdridos o lignina, asi como con iones metalicos, debido a
sus grupos hidroxilos y fenolicos (Mueller-Harvey y Mc Allan. 1992). La formacion de
complejos entre taninos y proteinas, tanto proteinas estructurales como enzimas, produce
astringencia y disminuye la sensibilidad a la degradacion enzimatica de los tejidos ricos en
taninos protegiéndolos contra la accién de herbivoros, hongos y bacterias. En la alimentacion
de rumiantes, los TH pueden dar lugar a intoxicaciones severas, mientras que los TC se
consideran menos nocivos. La inclusion de cantidades moderadas de TC en la dieta de
rumiantes (inferior al 5% de la MS) ha sido considerada como beneficiosa (Min ef al. 2003;
Waghorn y Mc Nabb 2003). A este nivel de concentracion, la capacidad de ingestion de los
alimentos no se ve afectada (Terrill ef al. 1992a) e, incluso, se observa una proteccion de las
proteinas frente a la degradacion ruminal. De hecho, el rumen presenta un pH entre 6 y 7; en
este intervalo de pH, los TC forman complejos estables con las proteinas lo que contribuye,
por una parte, a la proteccion de las proteinas alimentarias; por otra, la formacion de
complejos con las enzimas bacterianas reduce su capacidad de degradacion, lo que acaba
reduciendo finalmente la protedlisis ruminal (Min et al. 2003; Theodorou et al. 1999). El
resultado inmediato es la limitacion de la produccién de metano y amoniaco (Mc Nabb et al.
1993; Theodorou et al. 1999).
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El segundo efecto es el transito de las proteinas alimentarias no degradadas del rumen al
abomaso, donde el cambio a pH 4cido provoca la disociacion de los complejos TC-proteinas
reversibles y la liberacion de las proteinas para su digestion a nivel intestinal, dando lugar a
una mayor asimilacioén de los aminodcidos (Mc Nabb et al. 1993; Min et al. 2003; Theodorou
et al. 1999). Este proceso favorece también la liberacion del nitrégeno excretado de forma
menos perjudicial para el medio ambiente, ya que disminuye el contenido en nitrégeno de la
orina y aumenta el de las heces (Min et al. 2003).

El consumo de forraje con niveles moderados de TC ha tenido un efecto positivo sobre el
crecimiento de corderos (Mc Nabb ef al. 1993; Ramirez Restrepo y Barry 2005; Waghorn y
Mc Nabb 2003) y de terneros (Moore et al. 2003), asi como sobre la produccion y calidad de
la leche (Min et al. 2003; Waghorn y Mc Nabb 2003).

VI1.2.3. Técnicas de medida del valor nutritivo de la esparceta

Los distintos 6rganos de la planta tienen un peso desigual sobre el valor nutritivo del forraje;
asi, las hojas presentan elevados contenidos en proteinas necesarias para la actividad
fotosintética, mientras que los tallos muestran niveles mas altos de lignificacion y, por tanto,
de fibras. Sin embargo, el fraccionamiento de la planta no es el inico criterio para realizar una
estimacion rigurosa del valor nutritivo del forraje, ya que éste depende también del estado
fenologico, del estado sanitario y de la edad de los tejidos (Theander y Aman 1984).

El anélisis quimico de la planta permite abstraerse de estas contingencias. Van Soest y Wine
(1967) desarrollaron, mediante ataques quimicos, un método de separacion de los
componentes de la pared celular, en fibra neutro detergente (FND), fibra acido detergente
(FAD) y lignina 4cido detergente (LAD). Este fraccionamiento corresponde al total de los
contenidos de la pared celular (FND), de la célula mas lignina (FAD) y de la lignina (LAD).
Dichas determinaciones, asociadas a la medicion de los contenidos en PB y en taninos,
permiten acercarse al valor nutritivo de la esparceta.

VI.3. Factores que afectan a la calidad del forraje

Los principales factores que influyen sobre el valor nutritivo de los forrajes son las
condiciones medioambientales, las practicas culturales, la variedad y el ciclo (o rango del
corte), siendo el estado fenoldgico el factor con mayor peso segun Buxton (1996). En la
Tabla VL3 se presentan los valores de composicion quimica y digestibilidad in vitro de la
materia orgénica de la esparceta en diferentes estados fenologicos (INRA 2007).

El desarrollo fenoldgico de la esparceta en el primer ciclo tiene lugar aproximadamente en
mes y medio; durante el cual, la proporcion de hojas pasa de ser el 90 % en estado vegetativo
al 15 % en estado de floracion para mantenerse estable en los ultimos estados, segiin Borreani
et al. (2003), aunque los porcentajes pueden variar en funcion de la densidad de plantas;
Delgado et al. (2010b) observaron en plantas distanciadas porcentajes de hojas sobre el peso
total de la planta que variaban del 45% en estado de boton verde al 32% en inicio de
maduracion. El descenso en la proporcion de hojas se debe principalmente al aumento inicial
de la cantidad de tallos y de tallos e inflorescencias posteriormente. La evolucidon decreciente
del contenido en PB que acompaiia al envejecimiento de la planta, se debe principalmente al
incremento de la proporcion de tallos, los cuales presentan un menor contenido en PB (Bal et
al. 2006; Borreani et al. 2003).
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Sin embargo el contenido en lignina relativamente bajo de las plantas dentro de las
leguminosas, entre el 7 y el 10 % de LAD, permite mantener una digestibilidad elevada (Koch
etal. 1972).

Tabla V1.3. Contenido (%) en materia seca (MS), proteina bruta (PB), fibra neutro detergente
(FND), fibra acido detergente (FAD), lignina 4cido detergente (LAD), digestibilidad in vitro
de la materia organica (DMO) de la esparceta en diferentes estados vegetativos (INRA 2007)

MS FND FAD DMO PB
Aparicion de 13,0 41 23 79 18,4
botones
Botoén floral 13,5 45 28 75 15,9
Inicio de 142 50 32 71 14,3
floracion
Plena floracion 17.0 54 36 67 13,1
Final de 217 57 39 62 13,3
floracion

VIL. BIOLOGIA REPRODUCTIVA Y PRODUCCION DE SEMILLA
VII.1. Biologia reproductiva de la esparceta

La esparceta, por su pertenencia a la familia de las Fabaceae, se caracteriza por tener una flor
zigomorfa y hermafrodita. El perianto esta compuesto por un céliz gamosépalo, reducido a 5
dientes, mientras la corola exhibe un pétalo dorsal muy desarrollado que es el estandarte, dos
pétalos laterales que constituyen las alas y son de tamafio muy reducido en el caso de la
esparceta, y dos pétalos unidos por sur parte inferior que forman la quilla, la cual envuelve al
androceo y gineceo. El androceo esta compuesto por diez estambres, 9 de los cuales forman
un canaldn fusionado salvo por el tercio apical, orientado hacia arriba con un angulo de 80°-
90° con respecto al tubo, y el ultimo, separado y levemente mas corto, cubre la parte abierta
del canaldn. El pistilo esta colocado entre los estambres y conduce al gineceo, compuesto de
un carpelo, formando un ovario supero, oval, conteniendo un 6vulo tnico.

La polinizacion de la esparceta, o sea el transporte del gametofito masculino binucleado a la
superficie del estigma, es entomofila, y los insectos visitan las flores por el néctar. El
encuentro con el polen se hace en el estigma, que en la esparceta es humedo, glabro, capitado,
mucilaginoso y rodeado de papilas largas (Valdés 2000). En los estigmas de tipo himedo, la
superficie secreta un exudado compuesto por lipidos y proteinas, esterasas no especificas y
fosfatasas acidas produciendo una textura viscosa (Gosh y Shivanna 1982; Shivanna y Owens
1989). Este exudado estd protegido por una cuticula hasta su ruptura, que sobreviene en
general con la polinizacion (Rodriguez-Riafio ef al. 1999). A pesar de que el estigma puede
estar receptivo en las Fabaceae antes de la liberacion del exudado, incluso antes que la
antesis, el exudado desempefia un papel fundamental en la hidratacion y la germinacion del
polen (Shivanna y Owens 1989). La ausencia de fluido libre antes de la polinizacion podria
ser una estrategia para minimizar la adherencia del polen propio (De las Heras ef al. 2001;
Shivanna y Owens 1989). La presencia de esta cuticula se ha comprobado en la esparceta
(Galloni et al. 2007).
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Después de la polinizacidn, la liberacion de los exudados permite la captura del polen, su
adhesion, hidratacion y germinacion, asi como la penetracion y el crecimiento del tubo
polinico. El desarrollo correcto de esta secuencia implica un intercambio continuo de senales
entre el polen y el pistilo (Hiscock y Allen 2008) y constituye uno de los principales escollos
de la fase reproductiva (Rodrigo y Herrero 2002).

El tubo polinico crece a través del estilo, que en el caso de las Fabaceae es intermedio entre
hueco y solido. El tejido transmisor une el estigma al ovario y provee los nutrientes necesarios
al crecimiento del tubo polinico. Durante este proceso, tiene lugar una competicion entre los
tubos polinicos en su carrera hacia el ovulo. Este ultimo guia los tubos polinicos por
quimiotropismo, hacia el micropilo, a través del cual accederan a la nucela y al saco
embrionario donde tendré lugar la fecundacioén (Herrero 2001). El pistilo desempefia un papel
crucial en la seleccion y la competencia del polen, asi como en el establecimiento de un
sistema de incompatibilidad (Heslop-Harrison 1975; Hormaza y Herrero. 1996).

De hecho, el buen desarrollo del proceso que lleva de la polinizacion a la fecundacion,
requiere que el grano de polen sea compatible con la flor que lo recibe. En numerosas
especies, las plantas tienden a rechazar el polen con la misma dotacion genética, con el fin de
favorecer la mayor heterocigosidad. En las Fabaceae existe una clara segregacion entre las
especies anuales, autocompatibles, y las especies perennes, autoincompatibles. El mecanismo
de autoincompatibilidad preponderante en las Fabaceae es el sistema gametofitico, comun en
Solanaceae, Rosaceae y Poaceae. En este sistema, basado en interaccion entre proteinas del
gametofito masculino haploide y del estilo femenino diploide, el grano de polen incompatible
es capaz de germinar, pero el crecimiento del tubo polinico se detiene a la mitad del estilo
(Linskens y Konar 1965). Segun Thomson Jr (1938), la esparceta presenta un bajo nivel de
autocompatiblidad, del orden del 5%.

No existen referencias del mecanismo utilizado en lo que respecta a la esparceta. En la alfalfa
se observd un alto nivel de autoincompatibilidad, ocasionado por la parada de los tubos
polinicos incompatibles a la mitad del estilo, por la desorientacion de los tubos en el ovario
donde fallaron para encontrar el micropilo y por la mortalidad mas elevada que presentaron
los embriones endogamicos (Brink y Cooper 1938).

VII.2. Produccion de semilla

La esparceta produce de 5 a 40 tallos, con 3 a 5 inflorescencias por tallo y cada inflorescencia
lleva de 5 a 80 flores. El numero de flores por inflorescencia, de inflorescencia por tallo
florecido o de tallos florecidos por planta ha sido correlacionado con factores
medioambientales y genéticos (Wiesner y Carleton 1968). Los mismos autores apreciaron un
aumento del tamafio de las semillas a medida que se reducia el numero de flores por
inflorescencia.

Cada flor produce potencialmente una semilla, pero en el mejor de los casos, solo el 55%
cuajara, lo que se explica por limitaciones genéticas y fisiologicas (Goplen et al. 1991). Las
abejas (Apis mellifera) y los megaquilidos (Megachile sp) son polinizadores eficaces de la
esparceta, ya que la flor, de mayor tamafio que la de la alfalfa, puede soportar el peso de la
abeja que recoge el néctar apoyandose sobre la quilla de la flor y recibe asi el polen (Wallace
1968). Se aconseja la instalacion de 2 6 3 colmenas o de 20000 megaquilidos por hectarea
para optimizar la polinizacion (Goplen ef al. 1991).
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Wiesner et al. (1968) constataron que el tamafio de las semillas aumenta cuando se reduce el
nimero de semillas por inflorescencia. Martiniello y Ciola (1994) observaron un aumento de
la produccion de semilla en respuesta a aportes hidricos debido al aumento del peso de 1000
semillas, del nimero de semillas por inflorescencia y del numero de inflorescencias por tallo.

La floracion es escalonada y dura cerca de 60 dias; la fecha de inicio estd sujeta a las
condiciones ambientales (de media, inicio de mayo en Espafa, inicio de junio en Canada,
Inglaterra etc.) (Delgado et al. 2010a; Goplen et al. 1991). Las flores se abren partiendo de la
base al &pice de la inflorescencia; la floracion se prolonga durante 20 dias y las semillas
maduran en el mismo orden que se han abierto las flores. Ello conlleva que las semillas de la
base maduren antes que las del apice y empiezan a caerse. La recoleccion debe, por tanto,
efectuarse cuando las semillas de la base viran a marrén procediéndose posteriormente a su
secado al aire (Goplen et al. 1991). Thomson (1951) observd una mayor viabilidad de las
semillas almacenadas con cascarilla frente a las semillas desnudas.

De media, la produccion de semillas es de 500 a 900 kg/ha, pudiendo alcanzar su rendimiento

los 1100kg/ha (Thomson 1951) siendo mas bajo en las variedades de tipo comtn que en las de
tipo gigante (Prosperi ef al. 1994).
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ITII. OBJETIVOS DE LA TESIS

La presente tesis tiene por finalidad estudiar la potencialidad productiva de la esparceta, a
través de la evaluacion agromorfoldgica y la composicion quimica de una muestra
representativa de las diferentes variedades que se cultivan en Europa, y de su evolucion y
persistencia en funcién de diferentes ritmos de corte. Adicionalmente, se caracterizan
genéticamente las variedades de la coleccidn y, por otra parte, se estudia su biologia floral con
el fin de identificar las fases y los factores limitantes del proceso reproductor en la esparceta.

El estudio se llevara cabo a través de cuatro ensayos:

Ensayo I: “Caracterizacion agronomica y composicion quimica de una coleccion de
esparcetas”. En ¢l se pretende caracterizar agronomicamente y determinar la composicion
quimica de una coleccion de esparcetas, representando las esparcetas locales cultivadas en
Espaia, junto con material comercial representativo de distintos lugares de Europa y dos
lineas seleccionadas, con el fin de conocer la variabilidad existente entre variedades y las
similitudes o diferencias que pueden presentar.

Ensayo II: “Amplificacion inter-genérica de EST-SSRs y similitud genética en el género
Onobrychis”. Este ensayo complementa al Ensayo I y pretende la caracterizacion de dicha
coleccion de esparcetas y la evaluacion preliminar de su diversidad genética mediante el uso
de microsatélites EST-SSR. En ausencia de loci de microsatélites disponibles en el género
Onobrychis, se ha evaluado la transferibilidad de marcadores de microsatélites de Medicago y
Glycine a especies de Onobrychis.

Ensayo III: “Efecto del ritmo de corte sobre el rendimiento, la composicion quimica del
forraje y la dinamica de reservas radiculares en dos variedades de esparceta”. En este
experimento se estudia el efecto de ritmos de corte contrastados sobre el rendimiento y la
composicion quimica del forraje, asi como su influencia sobre el estado de las reservas
radiculares, en dos variedades representativas de los dos tipos de esparceta, uno y dos cortes,
con el fin de definir el manejo Optimo para cada tipo. Los parametros estudiados se
complementan con una descripcion morfoldgica de la planta en el momento de su evaluacion.

Ensayo IV: “Ensayo IV: Biologia reproductiva de la esparceta”. En ¢l se acomete el
estudio de la biologia reproductiva de la esparceta, abordando la descripcion morfologica de
la flor, la descripcion y cinética de su desarrollo, la caracterizacion de la fase progamica y el
estudio del nivel de autocompatibilidad de la esparceta.
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Ensayo I: Caracterizacion agronémica y composicion quimica de una
coleccion de esparcetas

I. OBJETIVOS

Este experimento pretende caracterizar agrondmicamente y morfoldégicamente, asi como
determinar la composicion quimica de una coleccion de esparcetas, representando las
esparcetas locales cultivadas en Espaiia, junto con material comercial representativo de
distintos lugares de Europa y dos lineas seleccionadas, con el fin de conocer la variabilidad
existente entre variedades y las similitudes o diferencias que pueden presentar.

Ello se ha llevado a cambio mediante:

1. La cuantificacion de la intensidad de floracion.

2. La estimacion del porte.

3. El estudio de la evolucién anual de la produccion de materia seca del forraje.

4. La evaluacion de los parametros de composicion quimica del forraje (proteina
bruta, fibra neutro detergente, fibra dcido detergente, lignina acido detergente y
taninos condensados) en los diferentes cortes practicados.
La incidencia de plagas y enfermedades.
6. La mortalidad de las plantas

e

II. MATERIAL Y METODOS
I1.1 Localizacion del experimento y condiciones fisicas de la parcela

El ensayo se llevo a cabo en la finca del Centro de Investigacion y Tecnologia
Agroalimentaria de Aragon (CITA), localizada en Montanana (Zaragoza, 41°3'N; 0°47'W;
altitud 225 m), durante el periodo 2007-2009.

La finca se ubica en un suelo aluvial, nivelado para riego por inundacion. Las caracteristicas
edafologicas de la parcela, entre 0 y 30 cm de profundidad, corresponden a un suelo de
textura franco-limosa, no salino (0,41CE; 1,5d6/m) y de fertilidad media, sin problemas de
relevancia para el cultivo de la esparceta. En la Tabla I1.1.a se presentan los resultados de los
analisis granulométricos y de fertilidad del suelo. El clima de la zona es de tipo mediterraneo
subhiimedo; las temperaturas mdxima, minima y media mensuales, asi como las
precipitaciones acumuladas mensualmente durante el ciclo de cultivo, se muestran en la
Figura II.1. Los datos climaticos se obtuvieron de la estacion meteoroldgica ubicada en la
propia finca. Las precipitaciones medias anuales oscilaron entre 240,9 mm y 450,6 mm; la
temperatura media del mes mas frio fue de 5,2 °C y la del mes mas caluroso 23,8 °C.
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Tabla Il.1.a Andlisis granulométrico y de fertilidad del suelo de la parcela del ensayo en
2007.

Determinaciones Método Unidad Valor (+/-)
Textura (criterio U.S.D.A.)
Arena total (0,05-2 mm) Sedimentacién % p/p 26,15
Limo grueso (0,02-0,05 mm) Sedimentacién % p/p 29,38
Limo fino (0,002-0,02 mm) Sedimentacién % p/p 26,49
Arcilla (<0,002mm) Sedimentacién % p/p 17,98
Fertilidad
pH al agua 1:2,5 Potenciometria 8.24 0,1
Prueba previa de salinidad (C.E. 1:5) Oficial dS/m 0,24 0,001
Materia organica por espectroscopia Oficial % p/p 1,99 0,04
Fosforo Olsen por espectroscopia UV/V Oficial mg/kg 7,03 0,93
Potasio (extracto acetato aménico) Abs. Atdmica mg/kg 134
Cationes de cambio
Magnesio Abs. Atébmica meq/100g 1,22

180 — + 30

160 + 2008

140 mmmm 2007 ° o + 25

2009 ” !
120 |~ —=—2009 - \\. + 20
2007 i
100 + o 2008 ’

Precipitacion (mm)
o)
o
Q
//.
o
Temperatura (2C)

60 -+ . ® + 10
40 + o =
\ | 1 5
L 4
20 | I I L
0 . 1 I — 1 1 I 1 I M l 1 1 1 -0
o QO o D o O O o) @ @ ©@ @
& Q) v ) '\ R\ & ") O 0 \S)
$ & &L LR Yoo @ i & &
R & &

Mes

Figura II.1 Valores de la temperatura media y evolucion de la precipitacion mensual durante
el periodo 2007-2009 en el observatorio meteorologico del CITA en Montafana (Zaragoza).

I1.2. Material vegetal

Se evaluaron 23 cultivares y poblaciones locales de esparceta; la relacion de las mismas, asi
como su origen, se presenta en la Tabla IL.2. De ellas, 12 fueron variedades comerciales
europeas, representando a los cultivares disponibles en el mercado y nueve, poblaciones
locales espafiolas elegidas por su representatividad dentro del grupo de 38 poblaciones
recolectadas en el nordeste de Espana, en una prospeccion llevada a cabo durante 2001-2002
(Delgado et al. 2002). El estudio se increment6 con dos selecciones obtenidas en el CITA, la
‘Seleccion 7.2’ por un criterio de persistencia y la ‘Seleccion 9.1° por su escasa intensidad de
floracion en el afio de siembra.
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Para facilitar la redaccion, en lo sucesivo a los cultivares, poblaciones locales y selecciones se
les aplicara el nombre genérico de “variedad”.

I1.3. Disefio experimental

El ensayo se ubicd en una parcela preparada para riego a manta o por inundacion, que es la
practica habitual en la finca. Las labores de preparacion del suelo, previas al establecimiento
del ensayo, consistieron en un pase de chisel seguido de dos pases de grada. Como abonado
de fondo se aportaron 400 kg/ha del complejo 8-24-8. No se aplicaron herbicidas de
presiembra.

La siembra se llevd a cabo en bandejas de poliespan con alveolos individuales 5x5x10 cm de
tamafo, a razon de una semilla por alveolo, rellenados con una mezcla de arena, turba y tierra
de cultivo a partes iguales, los cuales se instalaron en un invernadero el 18 de abril de 2007.
Cuando las plantulas disponian de al menos tres hojas multifoliadas, se trasplantaron al campo
(el 13 de junio de 2007).

La plantacion se realizd en lineas distanciadas un metro, a razén de una linea por variedad y
12 plantulas por linea, separadas entre si 40 cm, segiin un disefio estadistico de bloques al azar

con tres repeticiones (Figura IL3).

Tabla I1.2 Nombre y procedencia de las diferentes variedades utilizadas en el ensayo.

Variedad Origen Proveedor

Cotswold Common Reino Unido Cotswold seeds (UK)
Somborne Reino Unido Cotswold seeds (UK)
Esparcette Polonia Cotswold seeds (UK)
Sepial Francia Caussade semences (Fr)
Ambra ltalia Caussade semences (Fr)
Fakir Francia INRA (Fr)

Ucrania Ucrania Rocalba S.A.(Es)
Incoronata ltalia INEA Bari (It)

Visnovsky Republica Checa Research Instute for Fodder Crops
Yubileyna Bulgaria Forage Research Institute, Pleven
Korunga Turquia Agricultural Faculty, Izmir
Polonia Polonia Rocalba S.A.(Es)
Seleccién 9.2 Espana CITA

Reznos Soria (Espania) Cultivar local

Seleccién 7.1 Espana CITA

Mezquita de Jarque Teruel (Espana) Cultivar local

Lagueruela Teruel (Espana) Cultivar local

Loarre Huesca (Espana) Cultivar local

Villahoz Burgos (Espana) Cultivar local

Torrecilla de Cameros Logrofio (Espana) Cultivar local

Graus Huesca (Espana) Cultivar local

Tartareu Lleida (Esparia) Cultivar local
Villahermosa del Rio Castellén (Esparia) Cultivar local
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Figura I1.3 Esquema del ensayo en tres bloques aleatorios de doce plantas por linea.
I1.3.1 Manejo del ensayo

El ensayo se desarroll6 durante tres afos, el primer afio se establecieron las plantas y los dos
siguientes fueron de produccion. Durante los dos afios que constituyeron el periodo
productivo, campanas 2008 y 2009, no se aportaron mas abonos minerales ni se realizaron
tratamientos fitosanitarios y las malas hierbas se eliminaron mecénicamente con arado
superficial (Figura I1.3.1). La frecuencia del riego varié en funcién de las condiciones
climaticas, siendo en general de un riego mensual en el periodo de primavera-verano.

El primer afio se efectu6 un unico corte el 15 de septiembre del 2007, considerado de
homogenizacién, con el fin de estimar posteriormente la capacidad de rebrote otofial. En los
dos afos siguientes, las plantas se cortaron cada vez que alcanzaban el estado fenologico
‘plena floracion’, definido como el estado en el cual el 50% de los tallos totales presentan
inflorescencias con el 50% de las flores abiertas. En dicho estado, practicamente la totalidad
de los tallos presentaron inflorescencias con alguna flor abierta. Los diferentes cortes
practicados se denominaron y ordenaron como C1, C2, C3, etc. dentro del mismo afio, 0 como
Cl11,CI2,etc. yC2 1, C2 2, etc. si se especifica el afio de produccion.
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11.3.2 Parametros evaluados

Se evaluaron los siguientes parametros: En 2007, la intensidad de la floracion; en 2008 y
2009, el porte, la fecha del corte, la produccién y composicion quimica de la MS, la
manifestacion de plagas y enfermedades y la mortalidad.

11.3.2.1 Intensidad de floracion

La intensidad de floracion es un criterio determinante para discriminar las variedades de uno y
de dos cortes. De hecho, las variedades denominadas estrictamente “de dos cortes” son
capaces de florecer en el afio de establecimiento si se siembran en primavera, mientras que las
estrictamente de un corte no presentan flores hasta el afio siguiente de su establecimiento. Si
se siembran en otofio, ambas variedades florecen en primavera. En este ensayo, sembrado en
primavera, la intensidad de floracion fue definida como el porcentaje de plantas que
presentaron flores en una fecha determinada. Este criterio fue evaluado el 15 de septiembre
2007, fecha en la cual se consideraba que habian florecido todas las plantas que tuvieran dicha
capacidad.

11.3.2.2 Porte

Se considero el porte de las plantas como el cociente entre la altura de la planta y su radio. La
altura se midi6 como la altura media de los tres tallos més altos desde el suelo hasta el apice.
El radio se estim6 como la media de dos medidas ortogonales de la anchura de la planta. Las
mediciones de porte se efectuaron sobre las plantas en campo previamente a cada corte, es
decir, en el estado de plena floracion (salvo en el rebrote otonal que no florecia). Una relacion
de 1,0, 1,2, 1,4 y 1,6 correspondieron respectivamente a plantas rastreras, semi-rastreras,
semi-erectas y erectas.

11.3.2.3 Plagas y enfermedades
Para detectar la presencia de plagas y enfermedades en las plantas se hizo un seguimiento al
menos una vez al mes y semanalmente en verano. En 2009, antes de concluir el estudio, se
efectud un seguimiento para detectar la presencia potencial de virosis.

El grado de incidencia del oidio se estimo6 con una escala de 0 a 5 en funcion de la superficie
foliar invadida en septiembre 2007 (0, no invadida; 5, totalmente blanquecina).

11.3.2.4 Fecha de corte
La fecha de corte se determind para cada variedad, como el momento en que el 50% de las
plantas de la variedad se encontraban en el estado de plena floracidon, con la excepcion del
corte realizado durante el periodo otofial (que no florece).

En el primer corte, el intervalo (en dias) entre la primera variedad en alcanzar la plena
floracion y las siguientes define la precocidad de las variedades.

I1.3.2.5 Produccion de materia seca por planta

Las plantas se cortaron individualmente con tijeras eléctricas, a una altura aproximada de 5
cm del suelo, y se introdujeron en bolsas de plastico que se condujeron al laboratorio para su
pesaje. Se pesaron en fresco. Una muestra representativa de cada variedad y repeticion se
deseco en estufa de ventilacion forzada a 60 °C hasta peso constante para la determinacion de
MS. Las muestras, una vez desecadas, se molieron con un molino Fritsch pulverisette provisto
de un tamiz de 0,7 mm de poro. A continuacidn, se acondicionaron y almacenaron hasta el
momento de efectuar las determinaciones analiticas previstas.
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De la relacion entre el peso desecado y el peso fresco de la muestra, se obtuvo la proporcién
de MS de cada repeticion y variedad. Esta proporcion se aplicéd al peso fresco de cada planta
para la determinacion de la produccion de MS.

11.3.2.6 Mortalidad
La mortalidad se definié como la proporcion de plantas que murieron por cada repeticion de
cada variedad (i.e. sobre 12 plantas). Las pérdidas se contabilizaron en cada corte. La
mortalidad en el corte C2 5 representa la mortalidad al cabo de tres afios.

11.3.2.7 Determinaciones analiticas
Los parametros y las técnicas utilizadas para la caracterizacion nutritiva de las muestras
fueron las siguientes:

11.3.2.7.1 Cenizas (Cz)
La determinacion del contenido en cenizas se realizdo mediante la calcinacion de las muestras
en mufla a 550 °C durante seis horas.

11.3.2.7.2 Proteina bruta (PB)
La determinacion del nitrégeno se realizé por el método Dumas de pirdlisis completa de la
muestra y medicion del contenido de nitrogeno de los gases de combustion. Para calcular su
contenido en PB se multiplico el contenido del nitrogeno Dumas por el factor 6,25 (Helrick
1990).

I1.3.2.7.3 Fibra neutro detergente (FND), fibra acido detergente (FAD) y
lignina acido detergente (LAD)
Estos conceptos, definidos por Goering y Van Soest (1970) se basan en la separacion de los
hidratos de carbono estructurales de la célula de acuerdo con la disponibilidad nutritiva de los
mismos.

11.3.2.7.3.a FND
La FND se define como la fracciéon del alimento insoluble en una solucion del detergente
sulfato de lauril-sodio tamponada a pH=7,0+0,1, tras ebullicion suave durante 1 hora. El
concepto FND se considera como sinonimo de pared celular excepto pectinas, que son
solubilizadas casi por completo en dicha solucion (Van Soest et al. 1991).

11.3.2.7.3.b FAD
La FAD es la proporcion de alimento insoluble en caliente en una solucién del detergente
bromuro de trimetil cetil amonio en acido sulfirico 1N tras ebullicién suave durante 1 hora.
Representa la fraccion de celulosa y lignina, aunque se ha comprobado que también contiene
la fraccion de cutinas.
La diferencia entre NDF y ADF, expresadas libres de cenizas, proporciona una estimacion del
contenido en hemicelulosa de la muestra.

11.3.2.7.3.c LAD
La LAD se determina mediante la digestion de la muestra en 4cido sulfurico 72% (Goering y
Van Soest 1970). El resultado es una estimacion del contenido en lignina de la muestra. La
diferencia entre ADF y ADL es una estimacion del contenido en celulosa de la muestra.
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11.3.2.7.4 Taninos condensados (TC)
Los taninos son unos compuestos presentes en la esparceta, a los que se les atribuye parte de
sus cualidades nutritivas y antihelminticas. El contenido en TC se determiné mediante el test
de HCL-butanol descrito por Porter (1989), que consiste en una hidrdlisis acida de los TC en
monodmeros colorados, lo que permite su determinacion por espectrofotometria visible (490
nm, espectrofotometro HeAios B, Thermo electron corporative, Inglaterra 2000).

I1.3.2.7.5 Utilizacion de la técnica NIRS para la determinacion de la

composicion quimica del forraje
La técnica NIRS se basa en la existencia de relaciones entre las caracteristicas fisicas,
quimicas y sensoriales de un producto con la absorbancia a longitudes de onda especificas en
la region del "infrarrojo cercano", definida ésta, como la zona del espectro electromagnético
que se encuentra entre la radiacion visible (400-700 nm) y la del infrarrojo (700-2500 nm). Se
utilizo dicha técnica debido a la gran cantidad de muestras existentes y a las ventajas que
presenta respecto a las técnicas analiticas tradicionales. Entre las mismas podemos citar las
siguientes: rapidez, precision, no destructiva, facilidad de uso y no contaminante (Williams y
Sobering 1996).

I1.3.2.7.5.a Recogida de espectros
La recogida de sus espectros se realizd sobre las muestras, una vez molidas. Dichos espectros
fueron obtenidos en un monocromador de espectro continuo (NIRSystem 6500), en la region de
400 a 2500 nm. El monocromador se encontraba acoplado al médulo spinning de presentacion
de muestras. Los valores de log (1/R) fueron obtenidos a intervalos de 2 nm, por lo que cada
espectro estaba constituido por un total de 700 valores de log (1/R) en el caso de la region NIR
(1100 - 2500 nm).

La presentacion de las muestras se realizo en capsulas redondas de 5 cm de diametro, provistas
con cristal de cuarzo en la base inferior. Previamente a la introduccion en la capsula, la muestra
se homogenizaba. Cada capsula contenia aproximadamente 4 g de muestra.

11.3.2.7.5.b Analisis espectral
Una vez obtenidos los espectros de la totalidad de las muestras, se procedidé a su analisis
mediante los algoritmos CENTER y SELECT incluidos en el software ISI.

El algoritmo CENTER calcula el centro de la poblacion y la distancia de Mahalanobis (H) de
cada muestra al centro de la poblacion. Este programa nos permite detectar muestras que no
pertenecen a la poblacion espectral. Tras la aplicacion del algoritmo CENTER a las muestras
obtenidas, se utilizo el algoritmo SELECT para la eleccion de las muestras representativas de la
poblacion total. Dicho algoritmo calcula la distancia entre dos espectros. Se consideré que dos
espectros eran similares si estaban situados a una distancia H<0,6 como proponen Shenk y
Westerhaus (1991). El proceso comienza identificando y seleccionando el espectro con mayor
numero de vecinos y eliminando éstos. Con las muestras restantes repite el proceso hasta que
ninglin espectro tiene otros a una distancia H<0,6.

Las muestras elegidas mediante el algoritmo SELECT se analizaron aplicando los métodos

quimicos y biologicos descritos anteriormente. Con los resultados, se obtuvieron las ecuaciones
de calibracion, utilizadas para la prediccion de las muestras restantes.
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11.3.2.7.5.c Ecuaciones de calibracion
Se utiliz6 el método de minimos cuadrados parciales modificado (Shenk y Westerhaus 1991), ya
que en forrajes ha mostrado una mayor precision en las ecuaciones obtenidas que el método
clasico de regresion lineal multiple. Las caracteristicas de las ecuaciones de calibracion para las
distintas determinaciones analiticas se resumen en la Tabla I1.3.2.7.

Tabla I1.3.2.7 Términos estadisticos de las ecuaciones de calibracion NIR y de la validacion
cruzada utilizadas en la prediccion de la composicion quimica de la materia seca de las muestras
obtenidas en los ensayos.

Ne SEC R°C SECV R°CV RPD
Cenizas 145 10,37 0,64 11,29 0,58 1,54
PB 164 8,58 0,95 9,37 0,94 3,94
NDF 172 1,65 0,93 1,8 0,91 3,48
ADF 173 12,4 0,94 13,8 0,92 3,56
ADL 170 7,08 0,71 7,62 0,66 1,71
TC 136 0,27 0,86 0,32 0,80 2,23

N = N° de muestras utilizadas en el proceso de calibracion; SEC = error estandar de las
muestras del grupo de calibracion; R’C = coeficiente de determinacion de calibracion; SECV
= error estandar de validacion cruzada; R2CV = coeficiente de determinaciéon de validacion
cruzada; RPD = desviacion residual de prediccion.

I1.4 Analisis estadisticos

El ensayo se sembr6 segiin un disefio en bloques al azar con 3 repeticiones. Se organizd en
parcelas divididas: la variedad y afio constituian las parcelas principales y los cortes las parcelas
divididas. Los valores en porcentaje (mortalidad, intensidad de floracidon) fueron transformados
por arcoseno de la raiz cuadrada antes del analisis estadistico, asi como los datos obtenidos
mediante escala de 0 a 5 (incidencia de oidio). Se comprobo la normalidad de los datos y de los
residuos mediante un test de Shapiro-Wilk.

I1.4.1 Analisis de la varianza
Para las determinaciones de porte, produccion de materia seca, mortalidad, y las
correspondientes a la composicion quimica del forraje obtenido, el andlisis de la varianza se llevo
a cabo en base a un modelo en split-split-plot con los siguientes factores:
El factor afio (2008 y 2009): Se considerd como factor fijo, ya que dos afios no son una muestra
suficiente para extrapolar los resultados a otras campaias y ser considerados como una muestra
aleatoria representativa de la variacion anual.
Los factores ‘variedad’ y ‘corte’: Al igual que el factor afio fueron considerados como fijos.

El factor ‘bloque’: Se considerdé como factor aleatorio.

Descripcion del modelo.
Yik = B+ A+ By + €l + Vi + (VFA)y + €2 + C + (C*A); + (CFV)g + (C*VFA)ig + €ijia

Donde A = afo, B =bloque, V = variedad y C = corte.
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Para el analisis de la varianza de las determinaciones de intensidad de floracion y plagas y
enfermedades, se utilizo el siguiente modelo:

Y=t VitBjtg;

Al igual que para el resto de determinaciones, el factor variedad fue considerado como fijo,
mientras que el factor bloque se considerd como aleatorio.

Para el andlisis de la varianza de la precocidad, se utiliz6 el siguiente modelo:
Yik =1+ Ai+ Bj+ el + V(O + [V(O)*AJi + &

Donde el factor ‘variedad’ es un factor fijo jerarquizado al factor ‘origen’, O (segun si las
variedades son espafiolas o foraneas), el factor ‘afio’ un factor fijo y el factor ‘bloque’ se
consider6 aleatorio.

La relacion entre las diferentes variables, asi como entre la mortalidad y la temperatura, se
evaluo mediante un analisis de correlacion. Para ello se utilizo el coeficiente de correlacion de
Pearson.

Los valores en porcentaje (mortalidad, intensidad de floracion) fueron transformados por
arcoseno de la raiz cuadrada antes del analisis estadistico, asi como los datos obtenidos mediante
escala de 0 a 5 (incidencia de oidio). Se comprob6 la normalidad de los datos y de los residuos
mediante un test de Shapiro-Wilk.

Los andlisis de la varianza se realizaron mediante el procedimiento ‘proc mixed’ del paquete
estadistico SAS (SAS 2004).

I1.4.2 Analisis de componentes principales

Se llevé a cabo dos analisis de componentes principales con la finalidad de integrar los datos e
identificar los pardmetros explicativos de la variacion observada. El primero se realizé sobre el
porte medio de las variedades, la produccion total, la intensidad de floracion en 2007, la
incidencia de oidio y la mortalidad total. Dicho andlisis de componentes principales se completd
con la construccion de dendrogramas (método UPGMA) para la determinacion de los clusters
que fueron caracterizados con el test de comparacion de medias (test de la t de Student,
unpaired). El segundo analisis de componentes principales se realizd sobre el conjunto de los
precendentes datos asociados a la media de los pardmetros de composicion quimica. Estos
analisis se realizaron con el paquete estadistico Minitab (Minitab 2003).
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III RESULTADOS

La relacion de datos correspondientes a este Ensayo se presenta en el Anexo 1.

IT1.1 Caracteristicas agronémicas.

En el Anexo 1, Tablas 1, 2 y 3, se recogen los resultados correspondientes a los diferentes
pardmetros agronomicos estimados para cada variedad y corte. En la Tabla 1, se presentan los
correspondientes a la intensidad de la floracién y a la incidencia del oidio; en la Tabla 2, el

porte de las plantas y en la Tabla 3, la producciéon de MS por planta.

En la Tabla III.1 se muestra, para cada parametro, la significacion de los factores y de la
varianza explicada por cada factor.

Tabla III.1 Varianza explicada (% de la suma de cuadrados) en el andlisis de varianza de los
diferentes factores para los parametros ‘intensidad de floracion (IF)’ y ‘nivel de infeccion por
oidio’ en 2007 y ‘porte’, ‘produccion de materia seca (PMS)’ y ‘mortalidad’ en 2008 y 2009.

Fuente de variacion | GL IF Oidio GL Porte PMS Mortalidad
Total 68 681

ARo 1 3,0 *** 42 e 0,2 ns

Corte 4 |337 ** 758 ** 16,0 ***
Variedad 22 1832 ** 36,2 ns 22 | 12,4 *** 2,7 e 1,2 ns

Ano*Corte 4 55 48 e 5,3 o
Ano*Variedad 22 1,3 ns 0,7 b 2,5 ns
Corte*Variedad 88 | 146 *** 4,3 13,1 o

Ano*Corte*Variedad 88 4,3 ns 2,7 o154
Error 46 | 16,8 63,8 452 | 25,1 49 46,3

GL: grados de libertad; ns, *, **, *** gignificacion de la F al nivel de probabilidad P>0,05;

P<0,05; P<0,01 y P<0,001, respectivamente.

I11.1.1 Intensidad de floracion
La intensidad de floracion para cada variedad, en 2007, se presenta en la Tabla 1 del Anexo
1. El factor ‘variedad’ afectd significativamente a la intensidad de floracion (P<0,001). La
intensidad de la floracion varié del 14,2% para la variedad ‘Cotswold Common’ al 91,4%
para ‘Reznos’, siendo la intensidad de floracion media de las variedades en el afio de
establecimiento del 74,4+21,2% (coeficiente de variacion CV = 30,1%).
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Figura III.1.1 Tres plantas de la variedad ‘Incoronata’ simultineamente en inicio de
floracidn, estado vegetativo y boton floral, en septiembre 2007.

I11.1.2 Porte
El porte de cada variedad en los diferentes cortes realizados durante 2008 y 2009 se muestra
en la Tabla 2. Las plantas presentaron una amplia variacién en el porte, desde rastrero a
erecto, cuyas representaciones esquematicas se muestran en la Figura III.1.2 ay b.

I

Erecto Semi-erecto Semi-rastrero Rastrero

Figura II1.1.2.a Esquematizacion de los diferentes portes descritos desde erecto a la
izquierda, a rastrero a la derecha.

Figura II1.1.2.b Variacion en el porte de distintas variedades de esparceta, desde erecto a la
izquierda, a rastrero a la derecha, durante la primavera de 2008.
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La estimacion del porte como la relacion entre la altura y el radio de las plantas revel6 ser una
medicidon mas objetiva que la apreciacion visual.

El porte medio por variedad en todos los cortes de los dos afios oscilo entre 1,97 y 0,83,
siendo la media de 1,4 + 0,25, lo que corresponderia a las plantas semi-erectas.

El porte se vio afectado por los factores ‘variedad’, ‘corte’, ‘afio’ y por las interacciones
‘corte*afio’ y ‘variedad*corte’. El factor ‘corte’ explicod el 34% de la varianza observada. Las
plantas fueron cada vez mas erectas de C1 a C5 (Fig. III.1.2.c). En C1.3 (tercer corte del
2008), las plantas presentaron un porte medio mas rastrero que en C12 o en C14.

El porte también se correlacioné significativamente con la intensidad de floracion (P<0,001,
R? = 0,32); las plantas que mas florecieron mostraron tendencia a presentar un porte mas
erecto.

Durante el primer corte de 2008, el factor ‘variedad’ afect6 al porte significativamente. Las
variedades ‘Korunga’ y ‘Polonia’ presentaron el porte mas rastrero, 0,832 y 0,890
respectivamente, mientras que ‘Visnovsky’ y ‘Reznos’ tuvieron el porte mas erecto, 1,362 y
1,355 respectivamente. El orden de las variedades se repitio en el primer corte de 2009
aunque el porte medio anual de 2008 fue menos erecto que el de 2009.

2,0

1,6

1,2 4

Porte

0,8 -

0,4 4

0,0 -
Cc11 C12 C13 C14 C15 C21 C22 C23 C24 C25

Corte

Figura II1.1.2.c Evolucion del porte de una coleccion de esparcetas segun el corte, durante el
periodo 2008-2009.

II1.1.3 Fecha de corte

En la Tabla II1.1.3.a se resumen los datos relativos a la fecha de los cortes realizados durante
2008 y 2009.
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Tabla II1.1.3.a Fechas de los cortes, duracion media y temperaturas medias del periodo entre
cortes.

Afo Corte Fecha de corte (calendario) Periodo entre cortes (dias) T® media (°C)
Inicio Final

1° 13-abr. 30-abr. 9,4
2° 04-jun. 18-jun. 46 16,6
3° 02-jul. 16-jul. 34 22,8
40 12-sept. 15-sept. 68 22,3

2008 5¢ 15-nov. 18-nov. 61 141
1° 04-may. 15-may. 7,9
2° 09-jun. 24-jun. 37 20,5
3¢ 09-jul. 14-jul. 26 23,8
40 22-sept. 24-sept. 70 23,3

2009 50 24-nov. 26-nov. 65 14,2

Cada variedad se seg6 en el estado de plena floracion, por lo que existe variacion en la fecha
de corte de cada variedad. En el segundo afo, el primer corte se retrasé de media casi 20 dias.
Este retraso repercutio en los periodos comprendidos entre el C1 y el C2, y entre el C2 y el
C3, los cuales fueron mas cortos el segundo afio.

La duracién de los cortes, o sea el tiempo entre el corte de la variedad mas precoz y el de la
variedad maés tardia, fue alrededor de 14 dias en los cortes C1, C2 y C3 pero se redujoa 3 - 4
dias en C4 y C5.

La fecha del primer corte de cada afio se puede considerar como una estimacién de la
precocidad de las variedades. Hubo un intervalo de hasta 17 dias entre la variedad mas precoz
y la més tardia. Las variedades locales fueron las mas precoces, ya que florecieron, de media,
en los 4,3 primeros dias del intervalo; las variedades fordneas fueron las mas tardias,
floreciendo a los 11 dias de media del intervalo. Los dos grupos se mostraron claramente
diferenciados mediante analisis de varianza (P<0,001). Destacaron dentro de ambos grupos,
‘Sepial’ con una precocidad de 2 dias dentro del grupo de las variedades foraneas y ‘Seleccion
7.1’ y ‘Torrecilla de Cameros’, como las variedades locales que tuvieron una floraciéon mas
tardia (13 y 8 dias respectivamente), (Tabla II1.1.3.b).

Tabla II1.1.3.b Precocidad media en dias desde el inicio del primer corte de 2008 y 2009 (DE
desviacion estandar)

Variedad Media DE Variedad Media DE
Cotswold Common 6,0 0,0 Seleccion 9.2 2,5 0,7
Somborne 6,0 0,0 Reznos 6,0 0,0
Esparcette 10,5 6,4 Seleccién 7.1 13,0 5,7
Sepial 2,0 1,4 Mezquita de Jarque 3,5 2,1
Ambra 15,0 0,0 Lagueruela 3,5 2,1
Fakir 8,5 0,7 Loarre 3,0 2,8
Ucrania 10,0 2,8 Villahoz 3,5 2,1
Incoronata 9,0 8,5 Torrecilla de Cameros 8,0 0,0
Visnovsky 16,5 0,7 Graus 1,5 0,7
Yubileyna 16,0 1,4 Tartareu 2,5 0,7
Korunga 16,5 0,7 Villahermosa del rio 1,0 0,0
Polonia 16,0 1,4

Variedades foraneas 11,0 4,9 Variedades espanolas 4,4 3,5
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El factor ‘afo’ no afectd significativamente a la precocidad, sin embargo el factor ‘variedad’
explicé el 87% de la variabilidad observada.

La precocidad se correlaciond significativamente con la produccion de MS (P= 0,013, r =
0,36) pero no con la intensidad de floracion o el porte.

I11.1.4 Plagas y enfermedades
No se apreciaron dafios producidos por plagas, a pesar de que se encontraron pulgones de

forma aislada, orugas, trips, caracoles etc.: en ninguin momento se aprecié una proliferacion
de los mismos ni dafios en las plantas.

La Unica enfermedad con incidencia notable en el periodo 2007-2009 fue el oidio
(Erysiphe sp.). Los efectos ya se observaron en 2007; en julio se apreciaron indicios de oidio
en las hojas y en septiembre su presencia visual se generalizd a la practica totalidad del
ensayo. El 10 septiembre del 2007, el nivel de infeccion fue de 3,7 de media, oscilando entre
3,1 para ‘Cotswold’ y 4,4 para ‘Visnosky’ (Figura I11.1.4).

Figura I11.1.4 Diferentes niveles de infeccion por oidio, de ‘0’ a ‘5°, en septiembre de 2007.

La incidencia de la enfermedad no estuvo afectada significativamente por el factor ‘variedad’
pero si por la ‘intensidad de floracion’ de las plantas (r= 0,46). Las mas desarrolladas
presentaron mayor superficie afectada. El nivel de contaminacion por oidio no estuvo
correlacionado ni con la produccion de MS ni con el porte pero si con la mortalidad
(P=0,006), habiendo menor mortalidad en las plantas con mayor contaminacion (r= 0,33).
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La roya (Uromyces onobrychidis) se manifestd débilmente por lo que no se evalué su
incidencia.

No se encontraron sintomas visibles de virus en las plantas de esparceta ni en hojas ni en
tallos.

I11.1.5 Produccion de MS por planta
La produccion total media de MS por planta en cada variedad, de los dos afios de produccion,
y la produccion media por corte, se presenta en el Anexo 1, Tabla 3.

La mayor produccion total en los dos afios correspondi6 a ‘Polonia’ con 1776 g MS/planta, y
la menor a ‘Cotswold Common’ con 1041 g MS/planta, siendo la media por variedades de
1395 g MS/planta. La producciéon declind desde el primero al ultimo corte (C1 a C5), siendo
la proporcion de cada corte sobre la produccion anual del 43%, 31%, 12%, 9% y 5%
respectivamente, en el 2008, y del 51%, 19%, 11%, 14% y 6% respectivamente, en 2009. El
factor ‘corte’ explico el 76% de la variabilidad encontrada en la producciéon de MS de la
esparceta.

Algunas variedades presentaron un reparto diferente de la produccion: ‘Korunga’,
“Yubileyna’, ‘Polonia’, ‘Reznos’ y ‘Visnovsky’ tuvieron una contribucién proporcionalmente
mas alta de produccion en los cortes C1 y C2 que la media de las variedades. Estas variedades
fueron también las mdas productivas. Por otra parte, ‘Lagueruela’, ‘Torrecilla de Cameros’,
‘Seleccion 7.1° y ‘Fakir’ mostraron menos variacion de produccion entre cortes.

La produccion de MS fue mas baja en 2009 que en 2008 (822 g MS/planta vs 572 g
MS/planta) y el segundo corte tuvo un aporte mayor a la producciéon total en 2008 que en
2009. La produccion de MS se vio afectada significativamente por los factores ‘variedad’,
‘corte’ y ‘afio’, asi como por las interacciones ‘afio*corte’, ‘afo*variedad’, ‘corte*variedad’ y
‘aflo*corte*variedad’.
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Figura IIL.1.6 Distribucion por cortes de la producciéon anual de materia seca de una
coleccion de esparcetas (media de 23 variedades), durante el periodo 2008-2009.
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La producciéon de MS se correlaciond con la intensidad de floracion; las variedades que
tuvieron mayor intensidad de floracion fueron las que tuvieron mayor produccion (P<0,001,
2=0,245).

I11.1.6 Mortalidad
La evolucion de la mortalidad de las plantas durante el periodo de ensayos se muestra en la
Tabla 4 del Anexo 1. Dicha mortalidad oscil6 entre el 50% de plantas muertas (“Yubileyna’,
‘Polonia’) y el 78% (‘Somborne’, ‘Ambar’) al cabo de los tres afios. La mortalidad total no se
vio afectada por el factor ‘variedad’ y no presentd correlaciones significativas con la
produccion de MS, el porte y la intensidad de floracion. Las mortalidades anuales en 2008 y
2009 no presentaron diferencias significativas entre variedades.
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Figura III.1.5.a Evolucion de la mortalidad en una coleccion de esparcetas a lo largo de los
cortes, periodo 2008-2009.

El factor ‘corte’ y su interacciones ‘corte*variedad’ y ‘corte*afio’ fueron significativas; hubo

mayor mortalidad en los cortes de verano: C3 y C4 en 2008, y C2, C3 y C4 en 2009, segun
muestra la Figura II1.1.5.b
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Figura III.1.5.b Evolucion de la mortalidad en una coleccidon de esparcetas en relacion con
las temperaturas medias entre cortes, periodo 2008-2009.

I11.1.7 Analisis de componentes principales
El andlisis de componentes principales (PCA) realizado con los parametros evaluados,
utilizando los diferentes datos obtenidos sobre intensidad de floracidn, porte, produccion de
MS, incidencia de oidio y mortalidad, asociado a la construccion de un dendograma segtn el
método UPGMA, permiti6 segregar las variedades en cinco grupos (Figura II1.1.7).
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Figura III.1.7 Anélisis de componentes principales discriminando
coleccion de esparceta segun criterios agrondmicos.
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El eje 1 estuvo influenciado principalmente por los criterios ‘intensidad de floracion’ y
‘porte’, el eje 2 por el criterio ‘mortalidad’ y el eje 3 por el criterio ‘produccion de MS’.Los
ejes explicaron respetivamente 33,9 %, 22,8 % y 14,7 % de la varianza observada.

Los distintos grupos que se distinguieron por diferencias significativas en sus caracteristicas
agronomicas estudiadas, fueron (Tabla I11.1.7):

- grupo A: incluyendo solo ‘Costwold Common’ de intensidad de floraciéon muy baja,
produccion baja, porte semi-rastrero y mortalidad alta

- grupo B: ‘Somborne’, ‘Incoronata’, ‘Lagueruela’, ‘Loarre’, ‘Graus’, ‘Tartareu’,
‘Torrecilla de Cameros’, ‘Villahermosa del Rio’ y ‘Sepial’ de produccion mediana,
porte semi-erecto y de mortalidad e intensidad de floracion alta

- grupo C: ‘Fakir’, ‘Visnosky’, ‘Reznos’, ‘Seleccion 7.1° y ‘Villahoz’ de intensidad de
floracion, produccion y mortalidad alta y porte erecto

- grupo D: ‘Seleccion 9.2°, ‘Ambra’, ‘Esparcette’, ‘Mezquita de Jarque’ y ‘Ukrania’ de
produccion media, porte erecto, intensidad de floracién y mortalidad alta

- grupo E: “Yubileyna’, ‘Polonia’ y ‘Korunga’ de intensidad de floracion y produccion
alta, porte semi-erecto y mortalidad baja.

Tabla II1.1.7 Caracterizacion de los grupos de esparcetas formados por PCA segun criterios
agrondémicos durante el periodo 2008-2009.

Grupos Intensidad de floracién Produccion Porte Mortalidad
A 14,2 a 1046,7 a 1,17 a 69,4 ab
B 724 b 1336,5 b 1,39 b 68,5 a
Cc 82,7 b 1512,7 ¢ 1,46 ¢ 70,5 a
D 80,9 b 1302,7 b 1,48 ¢ 70,6 a
E 76,0 b 1595,2 ¢ 1,32 ab 519 b
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I11.2 Composicion quimica de la MS

En las Tablas 5, 6, 7, 8, 9 y 10 del Anexo 1, se presentan los resultados de la composicion
quimica de la MS, correspondientes a los diferentes pardmetros analizados (Cz, FND, FAD,
LAD, PB y TC) para cada variedad y corte. En la Tabla IIl.2 se muestra para cada parametro,
la significacion de los factores y la varianza explicada por cada factor. Las interacciones entre
criterios agrondmicos y determinaciones de la composicion quimica se muestran en la Tabla
11 del Anexo 1.

Tabla II1.2 Varianza explicada (% de la suma de cuadrados) en el andlisis de varianza por los
diferentes factores para las determinaciones de cenizas (Cz), fibra neutro detergente (FND),
fibra acido detergente (FAD), lignina dcido detergente (LAD), proteina bruta (PB) y taninos
condensados (TC) en 2008 y 2009.

Fuente de variacion | GL Cz FND FAD LAD PB TC
Total 635

Afo 1 36 Y12 09 {2 48 g ww
Corte 4 556 *** 252 *** 649 *™* 64,8 ** 57,0 *** 44,7 ***
Variedad 22 22 ** 49 ** 29 ¥ 26 * 28 ** 52
Ano*Corte 4 116 * 280 ** 46 *™ 38 *™™ 45 ** 50 *
Ano*Variedad 22 1,0 ns 1,6 * 1,4 * 09 ns 19 * 14 ns
Corte*Variedad 88 54 * 1041 ** 77 * 63 ** 79 *™ 88 ***
Ano*Corte*Variedad | 88 4,7 * 13,1 *** 50 *** 45 * 72 * 6,8 ns
Error 406 | 15,9 15,9 12,5 15,9 141 25,3

GL: grados de libertad; ns, *, **, *** significacion de la F al nivel de probabilidad P>0,05;
P<0,05; P<0,01 y P<0,001, respectivamente.

I11.2.1 Contenido en PB
El contenido en PB se vié afectado por todos los factores e interacciones. El factor ‘corte’
tuvo la mayor relevancia, explicando el 57% de la variacidon observada. El contenido en PB
aumentd del primero al quinto corte con la excepcion notable del cuarto corte que
experimentd un descenso con respecto al tercer corte; dichos contenidos fueron del 16,5%,
18,1%, 19,4%, 16,8% y 24,2% respectivamente. El contenido en PB fue mas alto en 2008 que
en 2009, 19,8% vs 18,1%, debido a las diferencias significativas habidas en el C1, 18,2% en
2008 y 14,8% en 2009, y en el C4, 18,5% en 2008 y 14,9% en 2009. El contenido en PB
medio de las variedades estuvo correlacionado negativamente con la intensidad de floracion y
con el porte (R*=0,10, R?=0,12).

I11.2.2 Contenido en cenizas
El contenido en Cz fue de 9,75% de media. Este valor estuvo afectado significativamente por
los factores ‘afio’, ‘corte’ y ‘variedad’ y por las interacciones ‘afio*corte’ y ‘corte*variedad’.
El factor ‘corte’ tuvo la mayor relevancia y explicd el 56% de la variacién observada, cuando
factor ‘variedad’ explico solamente el 2% de la variacion observada.

El contenido en Cz mostrd un incremento del primero al cuarto corte, siendo del 7,8%, 8,7%,
9,7%, 11,3% y 11,3% respectivamente. El contenido en Cz fue superior en el 2008 debido a

un contenido superior en el primer corte de este afio, 9,4% vs 6,5%.

El contenido en Cz se correlaciond negativamente con la produccion de MS (P<0,001,
R?=0,29) y positivamente con el porte (P<0,001, R*=0,19).
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I11.2.3 Contenido en FND

El contenido en FND estuvo afectado significativamente por todos los factores e interacciones
excepto por la interaccion ‘afio*variedad’. Sin embargo, el factor ‘corte’ y las interacciones
donde éste estuvo implicado (afio*corte, corte*variedad y ano*corte*variedad) tuvieron
mayor peso, logrando explicar el 76% de la variacion observada. El contenido en FND
descendi6 del primer al quinto corte con la excepcion notable del cuarto corte, 43,2%, 41,3%,
38,8%, 45,2% vy 34,7% de media en dos anos respectivamente. El conternido medio de NDF
en 2009 fue significativamente mas bajo (P=0,004) que el obtenido en 2008, la mayor
diferencia se produjo en el quinto corte, 42,6% en 2008 vs 25,5% en 2009.

I11.2.4 Contenido en FAD
El contenido en FAD estuvo afectado por todos los factores y sus interacciones, siendo otra
vez el factor ‘corte’ el que tuvo mayor peso explicativo (64,9% de la variacion observada). El
contenido en FAD fue similar entre los cortes C1 y C2, pero decrecio en los siguientes cortes,
de 31% en Cl y C2 a 20,5% en C5. El contenido en FAD estuvo positivamente
correlacionado con el nivel de produccién de MS (P<0,001, R?>=0,31) y negativamente con el
porte (P<0,001, R*=0,16).

I11.2.5 Contenido en LAD
El factor ‘corte’ fue el que influyd sobre el contenido en LAD, explicando el 64,8% de la
variacion observada. Los demas factores e interacciones, salvo la interaccion ‘afio*variedad’,
afectaron significativamente al contenido en LAD, pero tuvieron un peso menor (< del 5% de
la varianza explicada). El contenido en LAD estuvo positivamente correlacionado con la
produccion de MS y el porte siendo los coeficientes de correlacion muy débiles (R?>=0,11 y
R?=0,06).

I11.2.6 Contenido en TC
Los factores ‘afio’, ‘variedad’, ‘corte’ y las interacciones ‘afio*corte’ y ‘corte*variedad’
afectaron significativamente al contenido en TC. El factor ‘corte’ explicod el 44,7% de la
variacion observada. El contenido en TC fue similar en los dos primeros cortes, 1,3%,
aumento6 en C3, C4 y C5 donde alcanz6 valores del 2,0%, 2,66% y 2,26% respectivamente. El
contenido en TC de las plantas fue superior en 2009, 2,03% vs 1,79% en 2008, debido a los
incrementos habidos en C2, C3 y CS5; sin embargo, el contenido en TC fue menor en C4. El
contenido en TC medio estuvo correlacionado negativamente con la intensidad de floracion y
con el porte (R?>=0,08, R?=0,12).

I11.2.7 Analisis de componentes principales

El andlisis de componentes principales efectuado para estudiar el comportamiento de las
variedades segun criterios agronomicos y de composicion quimica, determind dos ejes
principales explicando el 58% de la variacion observada (Figura II1.2.7). El primer eje asocio
el porte, la intensidad de floracion, la produccion de MS y los contenidos en FAD y FND,
correlacionados negativamente con los contenidos en PB, TC y Cz. El segundo eje incluy¢ la
mortalidad, correlacionada negativamente con el contenido en LAD. Las variedades que
tuvieron la mayor intensidad de floracion fueron las més productivas, con tendencia a un porte
mas erecto y un contenido en fibras FND y FAD mayor y un contenido en PB y TC menor.

84



Ensayo [

Mortalidad
0,50 4
Porte
0,25 4
PE rredia Interzidad de Aoracion
|
@ 0,007
L
TC media ADF
0,25 1
iz
-0,50 - LAD media

T T T T T T T T T T
-0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0,0 01 oz 03 0,4 0,5
Eje 1

Figura II1.2.7 Andlisis de componentes principales segin criterios agrondmicos y de
composicion quimica de una coleccion de esparcetas, periodo 2007-2009.
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IV. DISCUSION
IV.1 Caracteristicas agronomicas.

IV.1.1 Intensidad de floracion

A pesar de las numerosas referencias a la existencia de esparcetas de un corte o de dos cortes
(Badoux 1965; Michelena 1983), la mayoria de las variedades presentaron unas caracteristicas
agrondémicas intermedias en nuestra coleccidon. Pocas variedades se pudieron identificar
estrictamente como de uno u otro tipo, entre ellas, ‘Cotswold common’ y ‘Graus’, que
presentaron una intensidad de floracion menor del 30% de plantas florecidas en el afio de
establecimiento lo que las identifica como de ‘un corte’, mientras que ‘Reznos’ y ‘Sepial’,
con una intensidad de floracion superior al 90%, serian del tipo ‘dos cortes’. La intensidad de
floracion media de las variedades fue del 74% en 2007, lo que se aproxima mas al tipo ‘dos
cortes’.

Los resultados alcanzados sobre las variedades locales divergen de los presentados por
Michelena (1983), en los cuales las variedades clasificadas como de ‘un corte’ o de ‘dos
cortes’ incluian como maximo un 10% de plantas del otro tipo. Asimismo, Badoux (1965)
describi6é variedades comerciales que se aproximaban a las de ‘un corte’ y ‘dos cortes’
mientras que la totalidad de las variedades silvestres suizas fueron de ‘un corte’. Este Gltimo
autor cita a Bawolsky (1961) y sefiala que “la formaciéon de inflorescencia en el primer afio
depende de la longitud del dia y quizd también de la temperatura. [...], asi como que es
posible hacer florecer en el afio de siembra una variedad de un corte disminuyendo a 12 horas
el periodo diario de iluminaciéon en el momento de la germinacion”, por lo que aconseja
sembrar las plantas en febrero en invernadero y trasplantarlas al campo al inicio del mes de
mayo para conseguir este resultado.

En nuestro caso, las plantas se sembraron a finales de marzo y se trasplantaron el 15 de junio,
lo que se estima demasiado tarde para que se haya producido la induccion en dias cortos que
parece necesitar la esparceta. Ello podria explicarse por las diferencias en las condiciones del
cultivo (regadio y un verano largo y caluroso) que han podido influir sobre el nivel de
floracion. Delgado et al. (2008b) encontraron una intensidad de floraciéon mas alta en
condiciones de regadio que en secano en una misma variedad, ‘Fakir’.

La coexistencia en la misma especie de dos tipos de plantas, las que florecen y las que no
florecen el afio de corte, ha dado lugar a una elevada heterogeneidad en la semilla que se
presenta en el comercio debido a que la seleccion de variedades comerciales por parte de las
casas de semillas es escasa y es frecuente el intercambio de semillas entre agricultores. Como
consecuencia de ello, en las semillas comercializadas o en las proporcionadas por los
agricultores estan presentes tres tipos de esparcetas, de un corte, dos cortes e intermedias,
como ha sido puesto de manifiesto por Michelena (1983) y Delgado et al. (2008b).

Por ultimo, también ha podido contribuir a debilitar la manifestacion del caracter ‘esparceta
de un corte’ o ‘esparceta de dos cortes’, un manejo inapropiado de las variedades en la
produccion de semilla. De hecho, existen dos modalidades para la recoleccion de semilla:
cosecha de la semilla en el primer corte del Gltimo afio productivo o una cosecha para semilla
del rebrote después del primer corte, en los veranos mas lluviosos. En el primer caso, se ejerce
una presion de seleccidon sobre plantas de ‘un corte’, mas persistentes; en el segundo caso, se
favorece al tipo ‘dos cortes’, que presenta mayor intensidad de floracion durante el rebrote.
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Del mismo modo, la practica de dejar el ultimo afio del cultivo para la produccion de semilla
va hacia seleccion de plantas de un corte; la persistencia del cultivo esté ligada a plantas de un
corte, segun Badoux (1965).

Ambas practicas, habituales en las zonas espafiolas donde se produce semilla, han favorecido
la permanencia de variedades de ‘un corte’, como es el caso de la provincia de Teruel y
algunas comarcas de Huesca, y de dos cortes en las provincias de Palencia, Burgos y Soria
(Delgado et al. 2008Db).

IV.1.2 Porte
El disefio del ensayo en plantas aisladas a 1 x 0,40 cm pudo facilitar el desarrollo pleno de las
plantas, las cuales mostraron una gran amplitud de reparto del volumen, encontrandose, por
ejemplo, plantas, que con una longitud de tallos de 100 cm, no sobrepasaron los 20 cm de
altura y otras que con la misma longitud permanecian completamente erectas. Por ello se
prefiri6 el criterio ‘porte’, frente a un criterio ‘longitud de los tallos, ya que permite transcribir
mejor la morfologia de las plantas.

A lo largo del afo, las plantas fueron cada vez mas erectas del C1 al C5, ya que al alcanzar
menor altura y ser el peso de los tallos menor, redujeron el riesgo de tumbarse y las plantas
pequefias no se abrieron tanto con el peso de los tallos; este efecto ha podido influir sobre
todo en las plantas erectas o semi-erectas. Por la misma razon, las plantas fueron mas erectas
en 2009 que en 2008.

En C13 (tercer corte de 2008), las plantas presentaron un porte medio mas rastrero que en C12
o en C14, probablemente debido al efecto de la tormenta con granizo acaecida en este periodo
(segunda quincena de junio).

Las plantas que tuvieron el porte mas rastrero (‘Korunga’ y ‘Polonia’) estuvieron entre las
mas productivas, junto con las que tuvieron el porte mas erecto (‘Visnovsky’ y ‘Reznos’), lo
que puede indicar distintas tendencias en la selecciéon en funcion del destino del cultivo,
seleccion que los agricultores han podido ejercer dependiendo del uso al que se destina la
esparceta. En un cultivo destinado a la produccion de heno, un porte mas erecto puede resultar
mdas adecuado; un porte rastrero incrementa la cobertura y la proteccion del suelo,
especialmente cuando la esparceta se cultiva con fines medioambientales o para pastoreo.

IV.1.3 Fecha de corte
La fecha de inicio del primer corte se retras6 20 dias entre 2008 y 2009. Sin embargo, el
orden de floracion de las variedades se mantuvo en los dos afios, lo que indica que se trata de
un caracter varietal. La precocidad estuvo correlacionada con una menor produccion, las
plantas mas precoces fueron las menos productivas.

No se encontrd relacion significativa entre la intensidad de floracion y la precocidad, al
contrario de los resultados de Badoux (1965) o Michelena (1983), segun los cuales las
esparcetas del tipo de un corte fueron 5 y 2 dias més precoces que las de dos cortes. Por el
contrario, se aprecio una elevada relacion entre la precocidad y el origen (nacional o foraneo)
de las variedades, siendo las variedades locales notablemente mas precoces (4 vs 11 dias), lo
que denota una mayor adaptacién a las condiciones mediterraneas y una salida precoz del
invierno. A pesar de que la fecha del primer corte se retrasé por culpa de las malas
condiciones ambientales en 2009, la duracion del periodo entre los cortes de verano no estuvo
correlacionada con las temperaturas.
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IV.1.4 Enfermedades y plagas

Oidio: El nivel maximo de contaminacion por el oidio se produjo durante los tres afios
de cultivo, en el periodo comprendido entre el tercer y el cuarto corte, el cual abarca desde la
mitad de julio a la mitad de septiembre. La combinacion de la mayor duracién del periodo
entre cortes, del calor estival y de la humedad, en este caso aportada por el riego, fomentaron
las condiciones idoneas para la proliferacion del hongo. Sharifnabi y Banihashemi (1990) y
Celik et al. (2011) encontraron el mismo pico de contaminacidn, en junio por Erysiphe trifolii
y en agosto (tercer corte) por Leveillula taurica. En 2007, el oidio afect6 mayormente a las
plantas mas adelantadas en su desarrollo, lo que se explica por el hecho de que las plantas en
estado vegetativo siguieron produciendo hojas nuevas que tardaron en contaminarse, mientras
que las plantas en estado de floracion dejaron de producir hojas, para desarrollar
inflorescencias. El oidio no conllevé la muerte de plantas; contrariamente, el nivel de
contaminacion por oidio fue significativa y negativamente correlacionado con la mortalidad
en 2007. Esta paradoja se debe a que la plantas que presentaron la mayor contaminacion de
oidio tuvieron también mayor intensidad de floracion y este ultimo criterio estuvo vinculado
con una menor mortalidad en 2007 (P<0,001, r= 0,54). Sharifnabi y Banihashemi (1990)
mencionaron un decrecimiento del contenido en nitrogeno en las plantas afectadas que no fue
perceptible en nuestras condiciones ya que se confunde con el efecto del factor ‘corte’.

Plagas y virus: La baja incidencia de insectos y moluscos observada en la esparceta y
la ausencia de virus se pueden explicar, por una parte, por la disposicion misma del ensayo
(cultivo alejado, en espacio y tiempo, de otros cultivos de esparcetas; cultivo en plantas
distanciadas) lo cual pudo contribuir a minimizar la posibilidad de proliferacion de plagas.
Por otra parte, la esparceta puede estar protegida por su contenido en taninos y polifenoles, los
cuales son bien conocidos como parte del sistema de defensa de las plantas frente a insectos y
moluscos, pero también frente a hongos y bacterias (Bernays y Chapman 1994; Haring et al.
2008). Ademas de los taninos y polifenoles, dos 2-arylbenzofuranos, el sainfurano y el
metilsainfurano, encontrados en raices de esparceta, mostraron un efecto repelente sobre el
coledptero Costelyra zeolandica y antifungico sobre Cladosporum cladosporoides (Russell et
al. 1984). Todo ello ha podido contribuir a que, a pesar de la riqueza en especies de
artrépodos y moluscos encontrados en la esparceta, hubiese escasos dafios tanto en el forraje
como en las semillas. Hewitt y Burleson (1976) llegaron a las mismas conclusiones en
esparceta cultivada en Montana (E.E.U.U.).

IV.1.5 Mortalidad
La mortalidad no se vio afectada por el factor ‘variedad’, ni siquiera en las variedades que
presentaron los caracteres mas definidos de plantas de un corte o de dos cortes, cuando las
primeras se consideran mas persistentes que las segundas (Badoux 1965; Michelana y Hycka

1988).

La mortalidad puede ser atribuida a la disminucion de las reservas de las plantas debido a un
ritmo de corte intensivo, como sugieren Mowrey y Matches (1991), en cuyo caso la
mortalidad deberia ir creciendo corte tras corte, siendo mayor en el quinto corte. Sin embargo,
en nuestro ensayo, la mortalidad fue maxima en C3 y C4 (y C2 en 2009), siendo muy baja en
C5 (tanto en 2008 como en 2009). Este reparto de la mortalidad coincide con el periodo de
temperaturas medias maximas, lo que nos lleva a pensar que la disminucion de las reservas ha
podido influir sobre la mortalidad pero que la causa decisiva de la mortalidad de la esparceta
fue un excesivo calor.
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Mowrey y Volesky (1993) ya mencionaron mortalidad de la esparceta en respuesta a
temperaturas altas en verano, sin implicacion aparente de enfermedades. Kallenbach et al.
(1996), en un ensayo en camaras con temperatura controlada, pusieron en evidencia el
aumento de la actividad metabdlica de la esparceta cuando la temperatura aumenta, asi como
una reduccion de los carbohidratos de reserva, llegando al resultado de que tan sélo el 7% de
las plantas resisti6 una temperatura del aire de 35 °C. En plantas cuya actividad fotosintética
es del tipo Cs, el rango de temperaturas Optimas se sitia en general entre 10 °C y 20 °C y se
observan reducciones importantes en crecimiento y fotosintesis neta cuando la temperatura
sobrepasa los 30 °C, debido al hecho de que la respiracion aumenta mucho mas rapidamente
que la fotosintesis por encima de 20 °C (Campbell et al. 1994). El desequilibrio entre los dos
fenomenos puede ocasionar el cese del crecimiento y, por ultimo, en caso de un estrés
prolongado, la muerte de la planta.

Esta caracteristica de la esparceta explicaria por qué de manera empirica se considera que, en
la cuenca mediterranea, este cultivo es adecuado para zonas a partir de 600 m de altitud,
donde las temperaturas son mas templadas que en el valle y permiten una mejor persistencia
de la esparceta (Buendia-Lazaro y Garcia-Salmerdon 1965; Caballero 1972).

No se descarta que parte de la mortalidad observada pueda ser debida a la podredumbre de la
corona y raiz por patogenos del tipo Pythium, Verticillium, Fusarium o Phytophtora, que
estan presentes en el valle medio del Ebro (C. Chocarro, Informe final Proyecto RTA2005-
00105-C02-02), y que han podido ser letales sobre plantas ya debilitadas por el calor.

IV.1.6 Produccion de materia seca
Para determinar la frecuencia de corte de un cultivo de esparceta en condiciones de regadio, el
criterio “corte en plena floracion” se impuso como el criterio que mejor representa el estado
fisiologico de la planta (Delgado et al. 2008a), frente al criterio de altura de la planta
(Borreani et al. 2003) que no aporta ninguna indicacion sobre su estado de fenoldgico (una
planta de 30 cm de altura puede estar tanto en estado vegetativo como en final de floracion,
dependiendo de variedades y época del afio).

En condiciones de secano, el manejo habitual de la esparceta consiste en un corte en
primavera que aporta el 75% de la produccion anual, un probable corte estival del rebrote y/o
un aprovechamiento en estado vegetativo a lo largo del invierno por el ganado (Delgado et al.
2002). Al ser cultivada en regadio, el nimero de aprovechamientos aumenté hasta llegar a los
cinco cortes en este ensayo. Sin embargo, el reparto fue similar con preponderancia del primer
corte, incluso si al ser los cortes mas numerosos tuvieron un peso relativo menor. Similares
conclusiones fueron obtenidas por Borreani et al. (2003) y Delgado et al. (2008a).

La produccién de MS en 2009 fue menor que en 2008 lo que pudo deberse al agotamiento de
las plantas tras un afio de produccion o al acortamiento de los periodos entre los primeros
cortes de 2009 (C1 a C2 y C2 a C3).

Algunas variedades como ‘Korunga’, ‘Yubineyna’, ‘Polonia’, ‘Reznos’ y ‘Visnovsky’
destacaron por la alta proporcion de los cortes C1 y C2 sobre la produccion anual total, y
fueron también las variedades que tuvieron la mayor produccion total. Ello fue debido a que
la produccién en los cortes C3, C4 y C5 fue baja y similar para todas las variedades, por lo
que las variaciones en la produccion total se encontraron necesariamente ligadas a la
alcanzada en los cortes C1 o C2.
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La produccion de MS estuvo positivamente correlacionada con la intensidad de floracion, lo
que corrobora los trabajos de Delgado et al. (2008b) y Prosperi et al. (1994) pero no coincide
con los resultados de Badoux (1965) y Michelena (1983). Estos dos tultimos autores no
encontraron diferencias entre los tipos de uno y dos cortes o la produccion fue levemente
superior en las esparcetas de un corte (Badoux 1965). Mas concretamente, hubo una
correlacion significativa entre la produccion de MS y la intensidad de floracion en los tres
primeros cortes, siendo maxima en el segundo corte (= 0,49 en 2008, r= 0,41 en 2009); sin
embargo, la correlacion no fue significativa en C4 y CS5. Esta correlacion entre intensidad de
floracidon y produccion de MS en los primeros cortes, puso en evidencia que la intensidad de
floracion va unida a una mayor capacidad o velocidad de rebrote. Asi, esta afecto al C1 y
sobre todo al C2, pero no afectd al C4 y al C5 donde se alargd el periodo entre cortes lo que
permitié que se desarrollasen del todo incluso las variedades de rebrote mas lento, por lo que
la intensidad de floracion tuvo un efecto visible sobre la produccion total.

IV.1.7 Analisis de componentes principales
El analisis de componentes principales asociado a la formacion de un dendograma UPGMA
permitio distinguir 5 grupos de variedades claramente caracterizadas por su comportamiento
agrondémico (Figura 5.1.7 y Tabla 5.1.7).

En el grupo A se situd una sola variedad, ‘Costwold common’ que se distingue en muchos
aspectos del resto de las variedades. Esta variedad presentd la menor intensidad de floracion
junto con ‘Graus’, y también una produccion de MS y un porte de los mas rastreros. La casa
de semillas que la selecciond, Costwold Seeds, lo hizo sobre la base de una elevada
persistencia (Robin Hill, comunicaciéon personal), lo cual no llegd a manifestarse en este
ensayo, probablemente debido a una mala adaptacién a las condiciones ambientales de la
zona.

Los grupos B y D, que agrupan 14 de las 23 variedades, presentaron valores medios en
intensidad de floracion y produccion de MS y la mortalidad fue alta. Los dos grupos
divergieron tinicamente por el porte, semi-erecto (grupo B) o erecto (grupo D).

Los grupos C y E retinen a las variedades que destacaron por su elevado nivel de produccion,
siendo superiores las variedades del grupo E, las cuales asocian el nivel de produccion mas
alto con la mortalidad mas baja.

Es interesante sefalar la presencia de variedades locales y foraneas mezcladas en los grupos
B, C y D, lo que indica que la posible mayor adaptacion al medio de las variedades locales no
constituyd una ventaja en las condiciones del cultivo; por otra parte, corrobora lo que se
deducia de las encuestas a agricultores (Delgado et al. 2002), que el uso de variedades
fordneas no se realiza con fin de introducir un material mejorado sino con una justificacion
puramente econdmica de precio y de disponibilidad de semillas.

Las tres variedades foraneas, ‘Yubileyna’, ‘Polonia’ y ‘Korunga’, presentaron unas excelentes
caracteristicas agronémicas que deberan ser comprobadas en futuros ensayos.
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IV.2 Composicion quimica de la MS

La composicion quimica de las variedades estuvo influenciada principalmente por el factor
‘corte’. Los dos primeros cortes divergieron tanto por el nivel de produccion de MS como por
su contenido en fibra, teniendo el segundo corte una menor produccién y un contenido mas
elevado en FND, FAD y LAD.

Sin embargo, no hubo diferencias significativas en el contenido en PB. Los valores de FND y
PB descritos en nuestro ensayo, coinciden con los obtenidos por Borreani et al. (2003) en un
ensayo en el que las plantas se segaron en un estado entre plena y final de floracion (segln su
escala denominado ‘late flowering’) y con los obtenidos por Delgado et al. (2010) con plantas
en plena floracion.

El tercer corte presentd un contenido en PB significativamente mas alto que los dos primeros
cortes, 19,4% vs 16,5% y 18,1% respectivamente, asociado a unos niveles de FND y FAD
mas bajos. El intervalo més corto habido entre el segundo y el tercer corte, 30 dias, que entre
el primer y el segundo corte, 41,5 dias (debido a temperaturas medias mas altas), pudo influir
para que las plantas, a pesar de presentar el mismo estado fenologico, llegaran mas jovenes,
en numero de dias, a la fecha de corte y, por tanto, con mayor contenido en PB y menor en
fibra.

El cuarto corte presentd un contenido en PB similar al primer corte (16,8%), asociado con un
contenido significativamente mas alto (P<0,001) en LAD, 10,1% vs 7,8% en el primer corte.
En este corte, la temperatura media fue de 22,8 °C y las plantas pararon su crecimiento; en
promedio, tardaron 69 dias para llegar al estado idoneo de plena floracion, momento en que
las hojas empezaron a presentar sefiales de senescencia.

En otoio, el rebrote no florecid por lo que el quinto corte mostrd plantas muy frondosas sin
apenas tallos y, por ello, el contenido en PB fue mas elevado, 24,2%, con unos contenidos en
FND y FAD bajos, 34,7 % y 20,5% respectivamente. No hubo reduccion de la calidad del
forraje en el intervalo entre el cuarto y quinto corte, que fue de 61 dias, debido probablemente
a las bajas temperaturas habidas en la segunda mitad de este intervalo (meses de octubre y
noviembre). Estos valores de composicion quimica, para los rebrotes de otofio, son
coincidentes con plantas en estado vegetativo (Borreani et al. 2003; Whitehead y Jones 1969).

El contenido en cenizas aumentd de C1 a C5 a medida que se redujo la produccion, siendo de
7,8%, 8,7%, 9,7% y 11,3% a 11,3%. Ello podria ser atribuido al hecho de que cuanto mas
pequefias fueron las plantas mayor peso representd la contaminacion por tierra en hojas y
tallos, inevitable a pesar del lavado de las mismas.

La composicion quimica de los distintos cortes fue relativamente estable en los dos afios; el
factor ‘afo’ afectd significativamente a la composicion quimica pero con una variacion
explicada que no sobrepasé el 5%. Las diferencias obtenidas podrian explicarse
principalmente por una menor produccion de MS de las plantas en 2009 y la variacion en las
fechas de corte. Los intervalos entre los cortes mas productivos, C1-C2 y C2-C3, fueron mas
cortos en 2009 lo que no permitié6 mantener el nivel de produccion de 2008. Por otra parte, las
fechas de corte de 2009 fueron mas tardias y las temperaturas entre los cortes mas elevadas,
dando lugar a plantas con menor contenido en PB y més paredes celulares.
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El peso discriminatorio de la composicion quimica, determinado con los analisis de
componentes principales, fue considerablemente menor que el de las caracteristicas
agrondémicas. Si nos focalizamos sobre el determinante de la calidad de un forraje, el
contenido en PB, y consideramos la produccion de proteina total producida por variedad, la
variacion observada se atribuiria en un 75% a la produccion de MS y tan sélo un 0,12% a la
variacién del contenido en PB, lo que conlleva que el contenido menor en PB de las
variedades mas productivas haya sido enmascarado con creces por el aumento de produccion.

El contenido en TC constituye un criterio importante en la esparceta y existe una variacion
importante entre variedades de 1,6% a 2,3% para ‘Fakir’ y ‘Cotswold common’. Hay que
resaltar que las tres variedades que destacaron a nivel agrondémico, ‘Korunga’, ‘Polonia’ y
“Yubileyna’, se sitian en el primer tercio de las variedades con mayor contenido en TC.
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V. CONCLUSIONES

El seguimiento de las caracteristicas agrondmicas y de la composicion quimica de una
coleccion de variedades de esparceta mostro una amplia diversidad entre las mismas:

Las variedades presentaron un amplio rango de variacion en lo que respecta a intensidad de
floracién, produccion de forraje, porte y mortalidad, siendo el primer criterio el
preponderante. El analisis de componentes principales, realizado sobre la base a dichos
parametros, permitid distribuir las variedades en cinco grupos de comportamiento agrondémico
distinto.

La fecha de corte incidid6 de manera importante en las determinaciones agrondmicas. El
reparto de la produccion mostrd un modelo caracteristico de la especie, con un peso
preponderante del primer corte sobre la produccion anual. Destacaron por su elevada
produccion ocho variedades: ‘Fakir’, ‘Visnosky’, ‘Reznos’, ‘Seleccion 7.1°, ‘Villahoz’,
“Yubileyna’, ‘Polonia’ y ‘Korunga’, tres de las cuales, ‘Korunga’, ‘Polonia’ y ‘Yubileyna’,
tuvieron también las mortalidades mas bajas.

Los niveles de PB, FND, FAD y ADL se consideraron satisfactorios en las condiciones del
ensayo, siendo de media 19%, 40%, 28% y 8%, respectivamente. Los niveles de TC fueron
moderados, entre 0,8 % y 3,5 %, y de media, 1,9 %.

Las variedades que tuvieron mayor intensidad de floracién fueron las mas productivas, con
tendencia a un porte mas erecto, menor contenido en PB y TC y mayor contenido en FND y
FAD.

La incidencia de plagas y enfermedades fue inapreciable. Unicamente se detect6 la presencia
de oidio (Erysiphe sp.) al final del verano, afectando indiscriminadamente a todas las
variedades.

La mortalidad present6 una tasa del 50 % al 78 %; tuvo lugar principalmente en los cortes de
verano, lo que se atribuy6 a las elevadas temperaturas habidas durante el mismo.

Las variedades autoctonas no tuvieron, en general, un comportamiento distinto de las
variedades foraneas, salvo en el criterio precocidad que se puede interpretar como una
adaptacion a las condiciones del medio.

Haciendo omision de la tasa de mortalidad, la coleccion estudiada presentd un

comportamiento global satisfactorio en unas condiciones que fueron voluntariamente dificiles
(localizacion del estudio, sistema de riego, ritmo de corte).
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ANEXO 1

Tabla 1. Intensidad de floracion (IF, en % de plantas florecidas) e incidencia del oidio (1O,
escala de 0 a 5) en una coleccién de esparcetas en 2007 (DE, desviacion estandar).

IF 10

Variedad Media DE Media DE

Cotswold C. 14,2 12,3 3,083 0,072
Somborne 86,1 7,3 3,694 0,428
Esparcette 90,2 1,3 4,03 0,319
Sepial 91,9 3,1 3,75 0,661
Ambra 85,5 3,4 3,752 0,728
Fakir 83,3 5,0 3,472 0,173
Ucrania 81,5 3,5 3,75 0,382
Incoronata 88,8 4,7 3,907 0,395
Visnovsky 84,6 20,4 4,381 0,365
Yubileyna 83,8 2,3 3,78 0,417
Korunga 70,1 25,8 3,641 0,4

Polonia 74,2 22,4 3,836 0,306
Seleccién 9.2 66,5 12,2 3,25 1,377
Reznos 91,4 1,8 4,078 0,701
Seleccion 7.1 84,0 6,0 3,681 0,306
Mezquita de J. 63,3 6,7 3,374 0,181
Lagueruela 81,9 4,0 3,609 0,451
Loarre 84,8 2,8 4,311 0,312
Villahoz 87,4 6,2 3,917 0,144
Torrecilla de C. 88,4 29 3,806 0,679
Graus 24,8 8,6 3,454 0,405
Tartareu 38,1 25,5 3,228 0,553

Villahermosa del R. 66,6 10,0 3,684 0,199




Tabla 2 Porte, expresado como el ratio altura/diametro, en cada corte de una coleccién de esparcetas en 2008 y 2009.

Corte > C11 C1.2 C1.3 Cl14 C1.5 Cc2A1 c2.2 c2.3 c24 C2.5

Variedad ¥ Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE
Cotswold C, 1,06 0,21 1,18 0,07 0,87 0,20 1,39 0,10 1,12 0,10 1,06 0,21 1,18 0,07 1,51 0,11 1,21 0,12 1,12 0,10
Somborne 1,17 0,19 134 0,11 1,35 0,08 146 0,12 1,59 0,07 1,217 0,19 134 0,11 153 0,33 1,37 0,78 1,59 0,07
Esparcette 1,02 0,25 1,42 0,15 1,42 0,06 1,89 0,05 1,90 0,14 1,02 025 142 0,15 1,82 0,23 1,89 0,49 1,90 0,14
Sepial 1,05 0,09 144 0,10 1,28 0,01 138 0,13 163 0,19 1,05 0,09 144 0,10 1,67 0,05 1,75 0,056 1,63 0,19
Ambra 1,07 0,15 1,37 0,01 1,37 0,20 1,74 0,06 197 0,13 1,07 0,15 137 0,01 152 0,04 1,60 0,13 1,97 0,13
Fakir 1,31 0,39 1,46 0,22 1,48 0,04 150 0,05 162 0,12 131 0,39 146 022 156 0,19 1,61 0,93 1,62 0,12
Ucrania 1,08 0,17 1,26 0,03 1,68 0,08 1,66 003 1,56 0,10 1,08 0,17 126 0,03 1,77 0,20 1,86 0,20 1,56 0,10
Incoronata 1,14 0,23 1,41 0,05 1,25 0,07 169 0,10 1,76 0,11 114 023 141 0,05 153 0,18 1,92 0,29 1,76 0,11
Visnovsky 1,36 0,07 1,31 0,09 1,34 0,24 1,76 0,12 1,70 0,43 1,36 0,07 1,31 0,09 147 0,23 1,67 0,17 1,70 0,13
Yubileyna 1,02 0,07 1,32 0,04 1,65 0,08 1,82 0,01 1,52 0,14 1,02 0,07 1,32 0,04 1,76 0,32 1,57 0,18 1,52 0,14
Korunga 0,83 0,15 1,13 0,07 1,02 0,27 1,50 0,44 1,20 0,09 0,83 0,15 1,13 0,07 152 0,20 1,34 0,44 1,20 0,09
Polonia 0,89 0,16 1,19 0,12 1,42 0,09 1,41 0,11 154 0,02 0,89 0,6 1,19 0,12 192 0,43 1,38 0,11 1,54 0,02
Seleccién 9,2 1,19 0,14 124 0,05 1,04 0,03 1,44 0,06 1,70 0,12 1,19 0,14 124 0,05 1,48 0,20 159 0,24 1,70 0,12
Reznos 1,36 0,13 1,45 0,07 1,12 0,16 1,50 0,23 1,66 0,07 1,36 0,13 145 0,07 1,47 0,17 1,82 0,24 1,66 0,07
Seleccion 7,1 1,35 0,11 143 0,06 1,43 0,14 150 0,16 1,71 0,13 135 0,11 143 0,06 1,34 0,14 1,76 0,21 1,71 0,13
Mezquita de J, 1,21 0,08 1,23 0,04 0,93 0,06 1,21 0,17 148 0,18 1,21 0,08 1,23 0,04 1,37 0,06 1,90 0,32 1,48 0,18
Lagueruela 1,21 0,24 1,31 0,18 0,9 0,10 124 023 148 0,11 121 0,24 1,31 0,18 1,40 0,03 1,54 0,17 1,48 0,11
Loarre 1,32 0,06 1,41 0,01 1,04 0,14 147 0,21 1,72 0,6 132 0,05 141 0,01 1,71 0,18 1,61 0,35 1,72 0,16
Villahoz 1,27 0,11 1,35 0,09 1,08 0,04 148 0,08 1,77 0,07 1,27 0,41 135 0,09 1,42 0,27 1,88 0,27 1,77 0,07
Torrecilla de C, 0,99 0,07 140 0,05 1,38 0,06 1,30 0,04 1,64 0,16 0,99 0,07 140 0,05 1,73 0,05 1,76 0,17 1,64 0,16
Graus 1,17 0,16 1,31 0,08 1,01 0,10 1,34 0,13 144 0,18 1,17 0,16 131 0,08 158 0,11 1,64 0,17 1,44 0,18
Tartareu 1,06 0,20 1,38 0,12 1,11 0,07 1,24 0,02 148 020 1,06 0,20 1,38 0,12 168 0,25 1,71 0,13 1,48 0,20
VillahermosadelR, 0,98 0,12 1,20 0,18 1,03 021 123 0,13 168 0,12 098 0,12 1,20 0,18 1,53 0,34 143 0,35 1,68 0,12

DE = desviacion estandar
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Tabla 3 Produccién media de materia seca (g) por planta y corte de una coleccion de esparcetas en 2008 y 2009.

Corte » C1.1 Ct1.2 C1.3 Cl.4 C1.5 2008 C2.1 ca.2 ca.3 C2.4 C25 2009
Variedad ¥ Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE
Cotswold C. 223 5 157 7 62 4 60 18 50 23552 | 249 53 60 11 71 21 71 69 43 7 | 494
Somborne 263 36 163 14 91 9 67 12 50 81634 | 229 28 109 15 83 27 73 5 37 6 | 531
Esparcette 386 101 235 49 63 11 74 16 23 5781 | 226 39 75 24 60 11 70 12 33 6 | 464
Sepial 315 15 263 21 129 15 91 22 50 18848 | 261 58 146 31 76 6 96 27 31 11| 610
Ambra 371 30 255 11 71 19 50 14 22 4 1769 | 304 50 101 42 44 14 72 19 26 12| 547
Fakir 374 33 291 42 123 49 86 17 41 111915 | 306 56 110 36 63 8 97 18 30 4 | 606
Ucrania 393 43 273 38 81 62 75 9 43 12| 865 | 314 53 89 5 70 18 40 19 13 3 | 526
Incoronata 340 12 296 17 133 31 66 29 55 32|89 | 373 120 111 70 70 32 76 30 37 18| 667
Visnovsky 387 33 321 30 156 26 83 28 41 151988 | 336 103 162 49 83 51 102 25 29 5| 712
Yubileyna 453 44 262 24 83 11 71 13 39 6 |908 | 389 58 154 24 24 12 89 39 37 15| 693
Korunga 493 103 286 9 58 11 59 4 25 9921 | 201 11 134 8 25 8 94 31 32 10| 486
Polonia 569 18 280 2 90 15 88 6 42 7 |[1069| 385 81 151 26 22 3 113 36 35 7 | 706
Seleccién 9.2 298 57 258 62 79 12 60 8 51 21746 | 280 38 112 7 47 11 81 45 49 32| 569
Reznos 370 13 324 26 105 16 93 24 51 8 1943 | 341 17 123 18 97 32 130 57 49 17| 740
Seleccién 7.1 400 50 289 48 89 13 83 10 59 81920 | 373 33 100 38 66 12 63 35 24 10| 626
Mezquita de J. 325 19 210 15 74 16 38 14 29 6 | 676 | 162 18 77 11 43 8 59 12 27 3 | 368
Lagueruela 348 102 256 21 129 22 83 5 48 9864 | 284 19 102 14 68 8 59 5 23 3 | 536
Loarre 361 57 166 30 90 18 59 30 48 71724 | 280 51 121 22 71 7 76 29 40 21| 588
Villahoz 417 94 265 65 90 22 75 29 43 9 (890 | 241 22 88 23 77 57 64 27 25 5 | 495
Torrecilla de C. 338 70 357 51 118 16 42 8 51 31906 | 275 17 125 39 86 4 74 10 29 1 | 589
Graus 310 61 181 33 50 10 68 27 42 11]651 | 220 19 50 17 33 21 84 0 28 5 | 415
Tartareu 347 21 226 39 8 19 76 24 53 16| 788 | 324 39 97 36 57 19 60 32 32 7 | 570
VillahermosadelR. 283 35 156 25 117 92 64 15 52 12| 672 | 383 48 97 3 60 10 52 22 33 3 | 625

DE = desviacion estandar
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Tabla 4 Mortalidad acumulada en cada corte (% de plantas muertas), de una coleccién de esparcetas durante 2008 y 2009.

Variedad V/Corte > C11 C1.2 C1.3 C14 C15 C21 C2.2 C2.3 C2.4 C2.5
Cotswold C. 27,7 27,8 32,8 38,9 38,9 41,7 47,2 69,4 69,4 69,4
Somborne 0,0 0,0 5,6 44,4 44,7 50,0 66,7 77,8 77,8 77,8
Esparcette 2,8 5,6 13,9 27,9 30,6 38,9 47,2 58,3 66,7 72,9
Sepial 5,6 11,1 13,9 27,9 36,0 36,1 38,9 39,0 52,8 52,8
Ambra 11,1 11,1 16,8 33,2 41,7 47,2 55,6 55,7 77,8 77,8
Fakir 2,8 2,8 8,2 11,1 16,7 16,7 61,1 61,2 69,6 72,1
Ucrania 8,3 8,3 19,4 25,0 36,2 41,7 52,8 61,1 75,1 80,6
Incoronata 11,0 11,1 27,8 47,2 52,8 55,7 61,1 63,9 75,0 77,8
Visnovsky 13,9 13,9 13,9 19,4 22,2 22,2 33,3 36,0 55,6 58,3
Yubileyna 5,6 5,6 11,1 19,4 22,1 24,9 33,3 38,9 41,7 50,0
Korunga 2,8 2,8 5,6 11,1 22,1 22,3 30,6 47,1 50,2 55,6
Polonia 11,1 11,0 14,0 27,8 33,3 33,3 36,1 41,7 47,2 50,0
Seleccion 9.2 5,6 8,3 24,9 27,9 33,3 33,3 47,3 50,0 72,2 72,2
Reznos 2,8 2,8 2,8 27,7 30,6 33,3 44,4 61,1 72,1 75,1
Seleccion 7.1 5,6 5,6 11,1 27,8 30,6 30,6 30,6 47,2 61,1 61,0
Mezquita de J. 5,6 5,6 19,4 36,1 38,9 38,9 50,0 49,9 55,6 61,0
Lagueruela 5,4 5,6 11,1 36,0 27,8 30,6 41,7 50,0 61,1 64,0
Loarre 2,8 5,4 8,3 33,3 33,3 33,3 38,9 41,8 58,3 66,7
Villahoz 2,8 2,8 14,0 47,2 50,1 55,6 55,6 61,1 75,0 74,9
Torrecilla de C. 0,0 0,0 0,0 16,7 19,4 19,4 44,4 55,6 61,1 63,9
Graus 13,9 19,4 36,1 47,3 47,2 50,0 52,8 66,7 75,0 77,8
Tartareu 5,6 5,6 16,7 36,1 36,0 38,8 47,2 52,8 58,3 61,1
Villahermosa del R. 13,9 13,8 44,4 52,8 52,9 52,8 55,6 61,0 72,2 74,9




Tabla 5 Valor medio y desviacion estdndar del contenido en cenizas (%) de la materia seca, en cada corte, de una coleccion de esparcetas durante 2008 y

2009.

Corte » C1.1 C1.2 C1.3 Cl.4 C15 C2.1 Cc2.2 Cc2.3 C2.4 C2.5
Variedad ¥ Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE| Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE
Cotswold C. 112 04 98 03 105 o1 115 oO01 120 19| 67 06 88 03 123 22 113 06 11,4 0,3
Somborne 102 03 93 02 96 12 11,7 03 111 18| 64 03 92 09 106 04 123 08 10,2 1,7
Esparcette 85 0,1 83 00 88 07 106 02 118 27| 60 12 78 09 106 1,3 116 0,1 112 1,0
Sepial 89 06 92 07 99 08 110 05 120 10| 68 04 80 04 88 06 95 04 11A ,
Ambra 92 02 77 04 98 04 105 0,7 109 08| 65 08 82 04 87 06 114 16 114 0,6
Fakir 96 04 88 10 86 06 1214 09 1113 11| 60 08 84 03 96 11 113 16 119 0,0
Ucrania 94 14 85 08 85 08 103 o041 115 0,7| 52 o6 78 12 104 20 11,7 1,0 10,7 0,1
Incoronata 93 03 92 10 94 03 11,7 02 114 0,7 73 06 91 07 86 21 115 05 116 1,0
Visnovsky 69 06 95 04 85 06 114 13 118 0,7 72 09 85 0,7 94 13 105 0,7 122 0.4
Yubileyna 98 07 88 02 85 07 113 09 116 14| 68 12 81 04 106 1,1 11,2 1,1 121 0,6
Korunga 89 04 82 03 105 04 116 10 121 04| 69 06 74 05 10,7 0,7 11,3 21 109 0,2
Polonia 93 06 83 06 94 110 119 0,7 119 12| 68 08 75 09 109 03 10,0 04 120 0,9
Seleccién 9.2 81 08 94 12 90 09 114 14 119 04| 59 05 79 11 94 0,7 104 08 11,2 14
Reznos 95 03 91 03 112 03 123 08 118 04| 58 08 90 09 102 06 105 1,7 112 04
Seleccién 7.1 93 08 94 07 92 07 110 06 111 03| 68 03 83 11 10,0 05 11,1 0,7 10,0 04
Mezquita de J. 96 1,1 97 07 90 02 118 13 99 05| 65 04 89 08 110 08 11,0 0,3 11,0 02
Lagueruela 90 16 97 16 78 02 119 115 113 0,7\ 65 03 85 05 91 09 10,8 0,1 105 0,8
Loarre 96 14 85 03 95 04 119 , 119 14| 59 02 84 04 96 08 11,7 0,0 110 1,3
Villahoz 86 02 87 04 99 07 115 03 106 0,7/ 62 02 82 05 89 01 11,3 15 111 0,1
Torrecilla de C. 92 03 88 06 99 10 116 16 122 20| 53 05 82 12 102 06 109 1,1 113 1,0
Graus 94 08 98 05 87 04 109 19 112 17| 59 02 85 05 103 11 97 15 106 0,6
Tartareu 10,3 , 98 14 92 05 118 05 112 03| 61 08 92 06 11,5 19 122 03 10,7 1,1
Villahermosa del R. 96 02 99 04 85 08 10,7 0,8 10,8 68 08 88 02 10,7 31 112 04 114 14
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Tabla 6 Valor medio y desviacion estdndar del contenido en fibra neutro detergente (%) de la materia seca, en cada corte, de una coleccion de esparcetas

durante 2008 y 2009.

Corte > C11 C1.2 C1.3 Cl14 C1.5 C21 c2.2 c2.3 c24 C2.5
Variedad ¥ Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE| Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE
Cotswold C. 389 0,7 443 23 410 52 290 , 443 23| 447 15 340 25 379 79 417 01 239 37
Somborne 385 02 447 47 396 54 291 16 458 41| 402 63 339 41 374 48 496 35 235 53
Esparcette 473 3,8 46,3 2,1 421 3,7 290 0,7 453 11| 516 23 316 03 353 41 422 121 273 14,2
Sepial 434 06 46,0 2,1 392 6,1 286 , 455 25| 445 4,1 345 15 448 3,7 584 36 195 ,
Ambra 405 2,1 431 23 391 44 416 21 422 41| 435 03 33,1 19 435 0,9 48,1 46 26,0 6,7
Fakir 394 23 435 24 382 41 398 24 420 34| 400 25 332 0,1 404 22 483 20 270 0,4
Ucrania 426 2,7 41,7 13 389 3,1 457 36 441 12| 482 1,0 355 31 399 50 419 47 272 6,5
Incoronata 459 1,1 431 05 383 19 399 3,0 457 27| 520 70 349 25 438 48 540 15 275 8,7
Visnovsky 472 1,8 435 22 369 22 516 1,6 438 25| 433 7,1 453 35 436 29 584 71 256 04
Yubileyna 423 28 38,2 1,7 427 3,0 451 3,6 443 29| 457 10,2 455 47 354 21 395 36 21,7 4,
Korunga 441 1,0 445 16 386 25 432 7,7 432 35| 456 45 435 32 355 22 48,7 158 258 1,0
Polonia 427 3,5 39,3 3,7 380 26 463 1,7 424 33| 43,8 12 473 45 324 15 475 108 29,1 5,1
Seleccién 9.2 414 26 408 1,5 420 , 49,7 16 422 11| 485 3,7 460 16 436 44 485 16 223 1,5
Reznos 428 1,0 378 1,8 40,7 6,1 510 16 390 58| 446 50 469 42 41,1 3,7 55,1 74 215 29
Seleccion 7.1 402 22 418 28 355 05 497 09 382 39| 445 34 421 44 376 05 486 6,1 252 27
Mezquita de J. 40,3 43 419 33 383 19 488 1,4 379 27| 442 47 429 49 36,1 59 466 3,0 242 3,1
Lagueruela 430 1,4 457 14 387 18 442 11 439 31| 434 39 451 21 449 38 475 72 26,8 55
Loarre 434 16 443 28 410 60 415 2,7 429 18| 457 26 450 42 420 55 488 65 219 28
Villahoz 416 3,1 389 3,7 277 , 46,4 1,5 409 1,7| 452 42 433 43 444 12 498 29 273 49
Torrecilla de C. 386 16 355 0,1 302 05 402 1,3 415 29| 421 2,1 424 45 442 3,0 46,1 6,0 273 6,1
Graus 422 1,1 381 21 299 0,2 436 19 432 41| 41,0 15 428 48 351 2,7 429 48 252 1,3
Tartareu 421 , 436 26 286 1,1 442 05 434 25| 40,6 1,0 406 50 365 54 433 32 29,0 4,8
VillahermosadelR. 440 28 328 13 309 05 396 29 353 09| 325 33 408 05 447 19 418 01 241 0,1
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Tabla 7 Valor medio y desviacion estandar del contenido en fibra &cido detergente (%) de la materia seca, en cada corte, de una coleccién de esparcetas

durante 2008 y 2009.

Corte > C11 C1.2 C1.3 Cl14 C1.5 Cc21 Cc2.2 c2.3 C24 C2.5
Variedad ¥ Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE| Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE
Cotswold C. 278 0,7 300 23 276 09 247 06 201 13| 314 15 289 33 265 47 255 00 205 15
Somborne 262 06 299 05 35 12 242 18 201 0,7 291 2,1 295 1,8 26,1 3,0 26,8 1,2 204 2,6
Esparcette 343 43 334 16 289 29 238 1,1 204 02| 345 31 320 26 257 23 269 3,1 235 7,3
Sepial 309 00 323 22 294 11 215 13 186 14| 292 23 345 16 315 25 354 27 19,1 ,
Ambra 291 15 347 13 277 12 274 31 204 06| 378 13 310 14 30,1 13 294 29 219 19
Fakir 277 18 327 22 304 18 26,5 3,7 190 05| 335 2,7 302 21 281 16 279 24 228 0,7
Ucrania 311 19 336 26 306 31 259 33 18,7 10| 316 6,7 323 12 286 24 258 18 218 1,8
Incoronata 332 12 323 28 331 10 274 19 205 12| 334 15 293 30 304 27 31,2 1,1 206 3,3
Visnovsky 343 11 320 07 310 20 252 33 195 14| 361 13 314 15 309 22 353 56 212 14
Yubileyna 305 2,3 32,7 06 283 29 254 2,7 194 03| 366 0,7 31,7 23 241 13 249 00 20,0 1,9
Korunga 316 06 341 24 257 01 245 1,7 201 04| 363 12 304 19 241 12 315 7.6 21,1 1,3
Polonia 321 20 354 05 275 13 250 04 209 12| 355 16 322 2,7 224 04 30,7 33 237 3.2
Seleccién 9.2 273 2,7 315 19 308 22 242 16 199 0,7| 326 09 325 08 31,0 2,8 29,1 2,1 199 0,9
Reznos 304 09 341 1,7 240 12 235 16 195 14| 298 23 324 25 296 22 334 49 19,7 0,6
Seleccion 7.1 279 20 323 21 331 10 276 16 20,1 1,0, 331 23 29,7 2,7 26,5 0,2 28,5 19 205 0,5
Mezquita de J. 280 35 323 35 300 02 239 1,7 203 15| 292 1,1 306 29 263 3,5 291 2,7 21,1 1,7
Lagueruela 305 16 33,7 17 324 12 244 08 203 0,7 320 19 315 1,1 319 25 285 44 21,7 14
Loarre 30,7 13 332 1,7 333 1,7 26,8 , 186 13| 32,7 0,1 322 25 293 29 282 22 196 1,3
Villahoz 296 3,1 308 18 327 04 267 39 197 12| 289 25 304 26 312 09 293 3,1 220 1,3
Torrecilla de C. 272 08 312 18 304 29 227 06 195 05| 332 16 306 22 319 1,3 30,1 42 218 24
Graus 312 08 31,1 08 282 09 239 03 198 05| 303 09 305 33 247 16 264 05 21,7 0,6
Tartareu 29,7 , 303 04 284 15 248 1,1 198 05| 305 13 295 2,7 26,1 41 253 1,8 227 28
VillahermosadelR. 320 24 318 18 30,7 38 270 47 19,6 309 16 29,7 08 312 0,8 265 1,7 20,8 0,6
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Tabla 8 Valor medio y desviacion estdndar del contenido en lignina &cido detergente (%) de la materia seca, en cada corte, de una coleccién de esparcetas

durante 2008 y 2009.

Corte 2> C1.1 C1.2 C1.3 Cl4 C1.5 C2.1 ca.2 Cc2.3 C2.4 C2.5
Variedad ¥ Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE| Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE
Cotswold C. 77 04 80 05 86 0,1 96 0,7 75 0,1 75 02 8,1 03 92 07 104 02 88 0,5
Somborne 71 03 85 03 84 03 1014 OO0 74 04| 69 08 76 03 8,1 o7 115 00 76 09
Esparcette 83 05 82 02 80 01 90 05 8,0 13| 77 02 86 07 76 05 95 16 85 19
Sepial 75 00 83 04 77 04 89 04 73 07 70 07 78 0,1 82 04 108 00 75 ,
Ambra 73 03 84 0,1 82 o011 103 10 80 03| 86 03 82 02 84 04 103 03 86 0,8
Fakir 6,9 0,1 83 03 82 0,7 106 10 69 04| 74 07 79 08 8,1 04 10,1 02 89 1,0
Ucrania 77 04 84 05 80 02 93 i0 70 06| 72 09 82 08 86 i1 10,0 13 86 04
Incoronata 82 04 85 04 83 04 104 04 74 07| 82 01 78 02 82 05 110 06 84 15
Visnovsky 77 04 82 0,1 75 04 97 10 75 03| 84 05 79 0,1 82 02 108 06 93 0,6
Yubileyna 74 0,1 83 03 76 02 98 09 75 09| 83 0,1 79 02 80 00 96 00 87 04
Korunga 77 03 84 03 76 03 99 06 84 05/ 84 02 82 05 82 02 106 09 84 0,3
Polonia 77 03 86 03 80 03 104 08 79 03| 83 02 83 03 82 01 9,9 1.3 97 11
Seleccién 9.2 6,8 0,1 83 02 75 09 997 o04 76 06| 74 08 79 0,1 83 0,1 98 03 73 04
Reznos 74 0,1 82 03 8,1 04 95 03 75 02| 64 09 77 04 75 03 104 08 8,0 10,3
Seleccién 7.1 76 0,1 84 03 8,1 05 104 05 75 03| 73 05 7,7 0,0 8,1 0,3 10,8 1,1 78 05
Mezquita de J. 70 04 82 07 83 03 105 07 75 05| 68 04 78 03 79 04 104 02 86 0,7
Lagueruela 76 03 82 04 83 02 98 07 75 0,1 72 05 8,1 03 83 04 106 03 78 0,7
Loarre 75 03 84 06 82 01 10,1 , 7,1 o6 73 02 82 04 83 04 108 0,7 79 05
Villahoz 71 05 8,1 o8 83 04 101 06 72 09| 66 04 80 0,1 82 00 11,0 05 87 0,7
Torrecilla de C. 68 05 79 04 85 06 92 03 76 07, 72 05 77 07 76 04 96 03 84 0,8
Graus 79 03 78 02 80 03 98 08 74 04| 70 05 79 02 82 04 99 1,1 85 04
Tartareu 7,3 , 83 08 8,1 o6 102 04 73 05| 7.1 o6 79 04 79 01 104 02 89 1,0
VillahermosadelR. 79 03 79 02 83 05 102 10 7.2 74 0,1 78 0,1 88 02 105 04 88 14
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Tabla 9 Valor medio y desviacion estandar del contenido en proteina bruta (%) de la materia seca en cada corte de una coleccion de esparcetas durante

2008 y 2009.

Corte > C11 C1.2 C1.3 C14 C1.5 Cc21 c2.2 c2.3 C24 C2.5
Variedad ¥ Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE| Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE
Cotswold C, 20,1 04 202 22 204 10 196 02 243 03| 160 10 191 22 182 36 168 0,1 230 14
Somborne 19,3 o1 194 oO01 186 11 184 04 228 06| 159 03 173 2,1 198 20 153 1,0 244 13
Esparcette 170 21 186 08 196 1,7 1857 02 22,7 0,7 135 29 185 17 213 14 16,7 0,7 228 39
Sepial 16,2 06 18,7 22 204 13 240 1,0 252 17| 174 22 159 09 173 11 120 1,8 27,0 ,
Ambra 187 06 159 19 197 16 189 1,7 233 19| 136 12 184 16 188 11 142 12 246 1,8
Fakir 190 35 169 19 193 21 166 23 242 13| 147 1,7 180 20 196 1,7 152 15 210 1,6
Ucrania 172 20 181 20 174 12 169 22 248 06| 142 20 158 25 159 1,7 162 06 215 05
Incoronata 191 03 182 2,7 193 115 171 0,7 262 27| 150 09 201 26 171 20 134 11 262 1,0
Visnovsky 135 06 195 09 193 22 179 29 237 19| 125 09 169 14 177 02 110 14 213 0,7
Yubileyna 174 23 177 1,7 196 18 178 05 23,7 05| 123 15 165 35 236 02 159 16 248 25
Korunga i70 15 173 25 2214 18 187 19 248 03| 139 19 188 16 236 05 136 2,7 236 05
Polonia 168 19 164 13 197 14 210 16 244 05| 137 18 170 18 256 06 126 02 219 20
Seleccién 9,2 196 12 190 12 195 0,7 185 12 263 1,1| 158 0,7 158 02 173 16 145 05 248 0,9
Reznos 188 1,0 176 23 262 22 175 20 252 11| 130 33 175 21 169 15 131 26 256 1,6
Seleccion 7,1 191 1,8 195 14 164 13 168 26 24,7 19| 136 22 179 39 198 1,1 148 09 26,2 0,7
Mezquita de J, 186 20 170 35 189 02 182 23 232 11,7\ 170 15 187 26 21,0 2,7 156 0,7 242 0,6
Lagueruela 175 19 168 20 174 13 185 10 239 19| 157 o7 178 08 174 11 159 26 248 05
Loarre 174 08 183 0,7 19,1 0,0 16,6 , 251 21| 151 05 182 12 185 28 157 05 262 1,7
Villahoz 181 19 194 09 192 16 166 20 242 0,7 163 15 188 25 188 06 150 21 240 0,8
Torrecilla de C, 194 06 188 3,1 184 1,8 225 04 240 02| 141 14 187 16 168 1,7 13,7 19 248 17
Graus 198 10 194 12 20,7 14 191 09 246 08| 165 01 188 16 218 31 178 01 253 09
Tartareu 18,1 , 1914 13 208 19 185 13 246 18| 161 03 195 23 206 23 170 1,7 223 1,8
VillahermosadelR, 189 09 194 06 186 16 172 17 246 1661 06 190 24 180 10 170 12 23,7 0,5
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Tabla 10 Valor medio y desviacion estdndar del contenido en taninos condensados (%) de la materia seca, en cada corte, de una coleccion de esparcetas

durante 2008 y 2009.

Corte 2> C1.1 Ct1.2 C1.3 Cl4 C15 C2.1 ca.2 Cc2.3 C2.4 C2.5
Variedad ¥ Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE| Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE
Cotswold C. 1,7 0,1 13 03 26 07 23 06 22 , 18 04 22 06 30 1,1 29 04 27 0,3
Somborne 1,5 0,3 1,7 05 1,7 03 32 01 2,1 0,3 1,6 0,1 20 04 31 03 26 03 24 05
Esparcette i1 02 10 02 22 09 28 07 24 05 i5 02 15 03 23 02 31 0,9 1,9 09
Sepial 1,5 0,3 12 0,3 1,0 0,1 26 0,1 1.8 02 16 02 10 0,6 1.8 0,7 18 03 20 ,
Ambra 14 02 10 04 26 06 22 07 25 04| 12 0,1 1,8 0,1 2,1 0,7 29 08 23 05
Fakir 12 05 11 0,1 16 02 32 08 21 04| 11 02 15 02 23 08 25 06 30 05
Ucrania 1,7 04 09 0,3 18 07 29 09 21 0,8 i6 07 20 08 28 03 31 03 29 0,1
Incoronata 0,8 0,3 i5 02 07 06 26 05 1,9 0,1 1,7 0,3 1,9 02 21 05 23 03 25 02
Visnovsky 1,1 0,1 1,2 0,1 08 03 25 10 2,1 0,2 14 04 14 04 1,7 05 19 09 27 09
Yubileyna 16 02 10 0,2 19 05 29 05 26 05 i3 02 18 05 25 09 26 09 27 07
Korunga 1,2 0,1 08 03 23 0,7 3,1 0,3 19 04| 11 0,3 18 04 29 04 24 08 26 03
Polonia 1,4 0,3 10 03 27 08 22 09 19 04| 15 02 20 06 29 05 25 07 26 02
Seleccién 9.2 14 07 13 03 0,7 0,1 29 00 20 0,3 1,2 0,3 1,6 0,1 2,1 08 23 03 23 02
Reznos 1,0 0,1 10 02 20 05 33 06 23 06 1,6 0,3 1,3 0,2 19 02 20 04 28 02
Seleccién 7.1 1,5 0,3 12 0,3 10 04 23 08 20 03 1,1 o4 19 03 27 03 23 08 20 04
Mezquita de J. 15 02 12 05 18 02 33 03 21 0,5 1,7 04 15 03 26 03 23 08 21 0,3
Lagueruela i3 05 07 04 16 04 30 08 24 0,0 1,3 0,1 1,6 0,1 13 02 24 04 19 0,1
Loarre 1,1 0,1 1,0 0,1 1,0 0,1 2,2 , 23 0,5 1,3 0,1 12 05 22 02 25 04 23 0,1
Villahoz 1,1 0,1 1,3 0,1 1,1 03 35 1,3 1,9 0,3 15 04 14 04 i5 02 28 05 27 08
Torrecilla de C. 14 03 08 0,2 14 04 27 04 20 05 12 02 13 0,3 14 02 24 09 24 0,6
Graus 12 02 13 0,2 19 02 30 0,6 1,8 0,1 1,4 0,3 i5 05 29 06 25 06 20 04
Tartareu 1,8 , 1,1 0,2 16 02 29 05 21 0,1 i5 02 14 04 29 09 28 06 28 05
Villahermosa delR. 1,1 0,1 1,1 0,2 1,7 04 28 04 22 1,5 0,1 1,3 04 25 0,1 28 0,7 22 02
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Tabla 11 Correlaciones entre los contenidos en cenizas (Cz), fibra neutro detergente (FND), fibra acido detergente (FAD), lignina acido detergente (LAD),
proteina bruta (PB), taninos condensados (TC), mortalidad, produccion de materia seca, intensidad de floracion y porte en una coleccion de esparcetas

durante el periodo 2007-2009.

Cz FND FAD LAD PB TC Mortalidad PMS Porte
ns * * *k% *k%
Intensidad de floracién / / / (=-0.30 (=028 ns (=028 =028
Porte r=+0,43 r=-0,10 r=-0,40 r=+0,24 r=+0,24 r=+0,36 ns r=+0,27
Produccion de materia o o o o o o i
seca (PMS) =-0,54 r=+0,22 r=+0,56 =-0,33 =-0,42 =-0,56 =-0,24
Mortalidad r=-0,14 e e =010 =040  r=0,14

ns, *, ** *** gjonificacion de la F al nivel de probabilidad P>0,05; P<0,05; P<0,01 y P<0,001, respectivamente.
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Ensayo 11

Ensayo II: Amplificacion inter-genérica de EST-SSRs y similitud genética
en el género Onobrychis'

I. OBJETIVOS

Este ensayo pretende la caracterizacion de una coleccion de esparcetas y la evaluacion
preliminar de su diversidad genética mediante el uso de microsatélites EST-SSR. En ausencia
de loci de microsatélites disponibles en el género Onobrychis, se evalud la transferibilidad de
marcadores de microsatélites de Medicago y Glycine a especies de Onobrychis.

1. MATERIAL Y METODOS
I1.1 Material vegetal y extraccion de ADN

Se utilizaron, 23 variedades de esparceta, las cuales se muestran en la Tabla II.1. Doce de
ellas fueron variedades europeas que representan el material comercial disponible, nueve
fueron variedades locales, seleccionadas por su diversidad en el estudio efectuado sobre una
coleccion de 38 muestras de semilla de productores de semillas del cuadrante noreste de
Espana (Delgado ef al., 2008), y las dos tltimas selecciones obtenidas siguiendo criterios de
mayor persistencia o produccion en el CITA. Dos especies silvestres del mismo género
procedentes del Pirineo, O. pyrenaica (Sennen) y O. argentea (Boiss), fueron incluidas para
estimar su similitud con O. viciifolia y entre ellas mismas y, por ultimo, Trifolium repens fue
utilizado como grupo externo (Tabla II.1). Adicionalmente, material de Medicago truncata
(Gaertn) y T. repens fue empleado como testigo positivo para probar la transferibilidad (o
transferencia) de los SSRs.

Para la extraccion de ADN, se muestrearon hojas jovenes y sanas en diez plantas,
seleccionadas de modo aleatorio, de cada una de las variedades objeto de estudio. Estas
variedades procedian del estudio agrondmico de la coleccion de variedades (Ensayo I), en el
que se utilizaban 30 plantas por variedad. El ADN genomico fue extraido utilizando el
protocolo de extraccion de Doyle y Doyle (1987) modificado por Hormaza (1999), segiin se
recoge en el Anexo IV. El ADN extraido fue cuantificado mediante espectrofotometria y
diluido a 10 ng/pl previamente a la amplificacion por PCR. Para probar la transferibilidad de
los SSRs, se emplearon muestras de ADN constituidas por un individuo cada vez; para la
caracterizacion de las variedades y la amplificacion de los SSRs se emplearon muestras
resultantes de la mezcla de una cantidad equivalente de ADN diluido de diez individuos.

! Demdoum S, Valderrabano J, Delgado I, Mufioz F, Wiinsch A (2011). EST-SSR cross-amplification and
genetic similarity in Onobrychis genus. Genetic Resources and Crop Evolution. DOI 10.1007/s10722-011-9681-
x (Anexo 3).
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Ensayo 11

Tabla II.1 — Relacion y origen de los 27 genotipos analizados del género Onobrychis.

Especie Variedad N2 de Origen Proveedor
orden
O. viciifolia  Ambra 5 ltalia Caussade semences (Fr)
O. viciifolia  Cotswold common 1 Reino Unido Cotswold seeds (UK)
O. viciifolia  Esparcette 3 Polonia Cotswold seeds (UK)
O. viciifolia  Fakir 6 Francia INRA (Fr)
O. viciifolia  Incoronata 8 ltalia INEA Bari (It)
O. viciifolia  Korunga 11 Turquia Agricultural Faculty, Izmir
O. viciifolia  Polonia 12 Polonia Rocalba S.A.(Spain)
O. viciifolia  Sepial 4 Francia Caussade semences (Fr)
O. viciifolia  Somborne 2 Reino Unido Cotswold seeds (UK)
O. viciifolia  Ukrania 7 Ukrania Rocalba S.A.(Spain)
O. viciifolia  Visnovsky 9 R. Checa Research Inst. for Fodder Crops
O. viciifolia  Yubileyna 10 Bulgaria Forage Research Inst., Pleven
O. viciifolia  Graus 21 Espana Variedad local
O. viciifolia  Lagueruela 17 Espana Variedad local
O. viciifolia  Loarre 18 Espana Variedad local
O. viciifolia  Mezquita 16 Espana Variedad local
O. viciifolia  Reznos 14 Espana Variedad local
O. viciifolia  Seleccion 1 15 Espana Seleccion CITA
O. viciifolia ~ Seleccion 2 13 Espana Seleccién CITA
O. viciifolia  Tartareu 22 Espana Variedad local
O. viciifolia  Torrecilla de Cameros 20 Espana Variedad local
O. viciifolia  Villahermosa del Rio 23 Espana Variedad local
O. viciifolia  Villahoz 19 Espana Variedad local
O. argentea Espana Especie silvestre
O. pyrenaica Espana Especie silvestre
Medicago truncatula Espana Variedad genérica
Trifolium repens Espana Especie silvestre

I1.2 Analisis de los SSRs

Se prob¢ la transferibilidad a O. viciifolia de 27 microsatélites seleccionados de M. truncatula
y Glycine max (I) Merr. (Gutierrez et al. 2005; Peakall et al. 1998; Zhang et al. 2007),
previamente amplificados en otras especies de leguminosas (Gutierrez et al. 2005; Peakall et
al. 1998; Zhang et al. 2007). La relacion de dichos microsatélites figura en la Tabla I1.2.
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Las reacciones de PCR fueron realizadas en volumenes de 20 pl conteniendo 20 mM de Tris-
HCI, pH 8,4, 50 mM de KCIl, 4 mM de MgCl2, 0,1 mM de cada dANTP, 0,2 mM de cada
cebador, 40 ng de ADN genoémico y 0,45 unidades de polimerasa Taq (Life Technologies,
USA).

Las reacciones se realizaron en un iCycler thermocycler (BioRad, USA) utilizando el
siguiente perfil de tiempos y temperaturas: un periodo inicial de 2 min a 94°C, 35 ciclos
seguidos de 45 s 2 94°C, 45 sa Tay 1 min a 72°C, y un periodo final de 5 min a 72°C, siendo
Ta es la temperatura de hibridacién (annealing temperature), optimizada para cada locus de
SSR. Los productos obtenidos de la PCR fueron separados por electroforesis usando geles de
agarosa ‘Metaphor’ al 3% (FMC Bioproducts) en tampon de 1x TBE a 5 V/cm, tefiidos con
bromuro de etidio y visualizados mediante luz UV. Los ADN de M. truncatula y T. repens
fueron empleados como controles positivos en las reacciones de PCR para comprobar la
correcta amplificacion de los SSRs en una especie en la cual su presencia es conocida. La
medicion de las bandas fue realizada por comparacion con tamafios estandares de ADN
(10bp o 1kb, Life Technologies), en funcion del rango de amplificacion del SSR.

Tabla II.2 — Listado de los microsatélites analizados en Omnobrychis y transferibilidad y
polimorfismo en otras especies.

Locus Especie Amplificacion Referencia Transferibilidad y
original en otras polimorfismo en
especies Onobrychis
AG81 G V,P, L Peakall et al. 1998 p
AW567861 G T Zhang et al. 2007 p
BE608020 G T Zhang et al. 2007 na
MtBA01B04R2 M V,P, C Gutierrez et al. 2005 p*
MtBA27D09F 1 M V,P, C Gutierrez et al. 2005 p
MtBA29B03F1 M V,P, C Gutierrez et al. 2005 np
MtBA25E01F1 M V,P, C Gutierrez et al. 2005 np
MtBA28EQO9F1 M V,P, C Gutierrez et al. 2005 np
MtBC27H11F1 M V,P,C Gutierrez et al. 2005 na
MtBAO9EO1R1 M V,P, C Gutierrez et al. 2005 na
MtBB36F05F1 M V,P, C Gutierrez et al. 2005 p*
MtBA04CO08R1 M V,P, C Gutierrez et al. 2005 p
MtBA32A12R1 M V,P, C Gutierrez et al. 2005 np
MtBA37D08F1 M V,P,C Gutierrez et al. 2005 na
MtBB36E02F1 M V,P,C Gutierrez et al. 2005 np
MtBB22G10F1 M V,P, C Gutierrez et al. 2005 p
MtBC47B06F1 M V,P, C Gutierrez et al. 2005 p*
MtBAO2HO3F3 M V,P, C Gutierrez et al. 2005 np
MtBB44F02R1 M V,P, C Gutierrez et al. 2005 p*
BI74 M T Zhang et al. 2007 p*
AL79 M T Zhang et al. 2007 p*
BG178 M T Zhang et al. 2007 p
BE74 M T Zhang et al. 2007 na
AW64 M T Zhang et al. 2007 np
AL46 M T Zhang et al. 2007 p
AW306 M T Zhang et al. 2007 np
AW265 M T Zhang et al. 2007 p

na: no amplificado; np: no polimdrfico; p: polimoérfico; *: SSR seleccionado para la
caracterizacion de O. viccifolia. Medicago truncatula (M), Glycine max (G), Vicia faba (V),
Pisum sativum (P), Cicer arietinum (C), Lupinus angustifolium (L), Trifolium repens (T).
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Los SSRs amplificados en Onobrychis que permitieron una medicion clara de los alelos de
SSR fueron seleccionados para la caracterizacion de todas las variedades. Seis de los SSRs
(Tabla I1.3) fueron seleccionados y evaluados en los 25 genotipos de Onobrychis y T. repens.
Todas las amplificaciones de PCR se repitieron por lo menos dos veces para asegurar la
reproducibilidad de los resultados.

11.3 Analisis de los datos

El contenido de informacién del polimorfismo (PIC, Polymorphic Information Content) de
cada uno de los SSRs analizados, fue calculado usando la féormula:
PIC=1-)"_Pij’ . 3 : n
7= (Botstein et al. 1980) donde Pij es la frecuencia del alelo ‘" para el
marcador ‘i’ en la poblacion ‘", La similitud genética, a partir de la informacién generada
por los SSR, fue estimada utilizando el indice de Nei y Li (1979). Los calculos se realizaron
usando el programa NTSYS-pc 2.02 (Rohlf 2002). Los genotipos se agruparon en base a la
informacion genética generada mediante un analisis de componentes principales (ACP)
utilizando el programa Genalex (Peakall y Smouse 2006).

Tabla I1.3 — Numero de alelos, valor de PIC y rango de tamafio de amplificacion de seis
SSRs analizados en 23 variedades de esparceta.

SSR Numero de Rango en Rango en PIC
alelos M. truncatula (pb.) O. viciifolia (pb.)

MtBA01B04R2 7 400-370 420-333 0,84
MtBB36F05F1 5 220-180 220-180 0,82
MtBC47B06F1 6 110 779-466 0,80
MtBB44F02R1 5 140-130 237-143 0,58
BI74 7 177-79 865-79 0,85
AL79 5 240 506-389 0,45
Total 35

PIC: contenido de informacién de polimorfismo, SSR: microsatélites, pb: par de bases.
II1. RESULTADOS

Los 27 SSRs analizados se amplificaron correctamente en M. truncatula, especie en la cual
fueron aislados, o en 7. repens, otra especie en la cual su transferibilidad fue ya probada
(Tabla I1.2). En las especies de Onobrychis, una amplificacion consistente se obtuvo en 22
(81%) de los 27 microsatélites testados (Tabla IL.2), una vez establecidas las temperaturas de
hibridacion adecuadas para cada microsatélite. Sin embargo, el tamafio de amplificacion de
los distintos SSRs fue, en general, mayor en O. viciifolia, 79 a 865bp, que el previamente
descrito en M. truncatula, 79 a 240bp.

Catorce de los 22 SSRs fueron polimorficos en las tres especies de Onobrychis, segin se
muestra en la Tabla IL.2, y seis de ellos fueron seleccionados para la caracterizacion de los
genotipos de esparceta, lo que permitié una deteccion clara de las bandas y un féacil
reconocimiento (Tabla IL.2). Un total de 35 alelos fueron detectados usando los seis
microsatélites en las 25 poblaciones de Onobrychis. Cada uno de los SSR amplificados
detecto entre 5 y 7 alelos, siendo el nimero de alelos medio por SSR de 5,83 (Tabla I1.3).
Los valores de PIC, calculados para cada SSR en los 25 genotipos (Tabla IL.3), oscilaron
entre 0,45 y 0,85, con una media de 0,72. El microsatélite BI74 fue el SSR que reveld el
polimorfismo mas alto en el material probado.
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Las variedades de O. viciifolia mostraron una similitud genética alta entre ellas; ésta fue
menor entre O. viciifolia y las especies silvestres de Onobrychis, O. argentea 'y O. pyrenaica.
Estas dos especies se mostraron estrechamente relacionadas, con una similitud genética de
0,95. Por otra parte, T. repens destacd por tener solo 0,23 de similitud con el conjunto de las
especies de Onobrychis.

El andlisis de seis SSRs en 23 poblaciones de O. viciifolia, en O. pyrenaica, O. argentea 'y T.
repens, produjo un perfil genético Gnico para cada poblacion, permitiendo la diferenciacion de
cada una de las 26 poblaciones. Los dos primeros vectores de Eigen del anélisis de
componentes principales expresaron el 60,1% de la variacion observada. Como resultado de
este analisis, se observd una diferenciacion clara entre 7. repens y todas las especies de
Onobrychis como se muestra en la Figura IIL.1. Las dos especies silvestres O. argentea 'y O.
pyrenaica, se agruparon aparte y se mostraron claramente separadas de las variedades de O.
viciifolia y de T. repens.
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Fig. III.1 Diagrama de dispersion representando el andlisis de PCA de las similitudes
genéticas entre O. pyrenaica, O. argentea, T. repens y 23 variedades de O. viciifolia, basada
en 6 loci de microsatélites (Genalex 6.1)

Analizadas por separado las 23 variedades de O. viciifolia, como se muestra en la Figura
I11.2, aparece un grupo genéticamente diverso. Entre estas variedades, ‘Cotswold common’
(1), ‘Somborne’ (2), ‘Esparcette’ (3), ‘Ambra’ (5), ‘Sepial’ (4), ‘Mezquita de Jarque’ (16) y
‘Villahermosa del Rio’ (23) constituyeron un subgrupo amplio, distante de otro subgrupo,
mas compacto, incluyendo ‘Ukrania’ (7), ‘Incoronata’ (8), ‘Selection 1° (15), ‘Lagueruela’
(17), ‘Loarre’ (18), ‘Reznos’ (14), ‘Visnovsky’ (9), ‘Polonia’ (12), ‘Korunga’ (11),
“Yubilena’ (10), ‘Torrecilla de Cameros’ (20), ‘Villahoz’ (19), ‘Selection 2° (13), ‘Graus’
(21) y ‘Tartareu’ (22). Las variedades britanicas, ‘Cotswold Common’ y ‘Somborne’, fueron
las mas distantes de las variedades de Europa del Este como ‘Visnovsky’, ‘Polonia’ y
‘Korunga’. Las variedades francesas e italianas ‘Ambra’, ‘Sepial’, ‘Incoronata’ y ‘Fakir’
ocuparon posiciones intermedias entre las variedades britdnicas y de Europa del Este. Las
variedades espanolas como ‘Mezquita de Jarque’, ‘Selection 1°, ‘Lagueruela’, ‘Loarre’,
‘Reznos’, ‘Torrecilla de Cameros’, ‘Villahoz’, ‘Selection 2’, ‘Graus’ y ‘Tartareu’ se
distribuyeron entre las variedades francesas, italianas y de Europa del Este.
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Fig. II1.2 Diagrama de dispersion representando el andlisis de PCA de las similitudes
genéticas entre O. pyrenaica, O. argentea, T. repens y 23 variedades de O. viciifolia, basada
en 6 loci de microsatélites (Genalex 6.1), ampliacion sobre las variedades O. viciifolia

IV. DISCUSION

Con el fin de caracterizar y evaluar la diversidad genética de la esparceta, se evalu6 la
transferibilidad de loci de microsatélites derivados de especies de leguminosas M. truncatula,
Glycine sp. y T. repens, a O. viciifolia y a las especies silvestres O. argentea y O. pyrenaica.
Los loci de SSRs tranferibles se seleccionaron siguiendo un criterio de polimorfismo y
reproducibilidad, y los elegidos fueron utilizados para la caracterizacion y la evaluacion de la
similitud genética de 23 variedades de esparceta, como muestra se incluye un ejemplo en la
Figura IV.1.

Figura IV.1. Fragmentos de amplificacion obtenidos utilizando los cebadores del locus de
microsatélites de Glycine AG81 en Medicago (pozo 1) y genotipos de O. viciifolia (pozos de
2 a 12), con escalera estandar de 10 bp.
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IV.1 Transferibilidad inter-genérica

La proporcion de microsatélites transferibles entre Medicago y Onobrychis (81%) fue
superior a los datos previamente publicados de amplificacion entre géneros. La amplificacion
intra-género es habitualmente cercana al 50% (Eujayl et al. 2004; Peakall et al. 1998) y
decrece entre géneros. Zhang et al. (2007) encontraron 18-22% de transferibilidad desde
Medicago a Trifolium, pero Peakall et al. (1998) sefialaron unicamente 1-3% de
transferibilidad para los SSRs de Glycine en otros géneros de leguminosas. En este trabajo se
emplearon EST-SSR que estan mas conservados que los SSR gendmicos (Peakall ef al. 1998;
Scott et al. 2000). Ademas, los SSR analizados para estudiar su transferibilidad habian sido
seleccionados entre marcadores que habian mostrado su conservacion entre géneros. De este
modo el nivel alto de transferibilidad encontrado aqui indica que la seleccion de SSR
conservados en otros géneros es una estrategia eficaz para la identificacion de SSR
transferibles en nuevas especies. A pesar del caracter conservado de los EST-SSRs, que puede
limitar su polimorfismo, una proporcion alta de microsatélites fueron polimorficos en
Onobrychis, llegando al 63% en los SSRs analizados. Seis de ellos fueron seleccionados y
mostraron valores altos de PIC (0,72 de promedio) lo que indica su utilidad para estudios
moleculares en O. viciifolia.

El nimero de alelos por /ocus observados en Onobrychis oscilo entre 5 y 7, que son valores
mas bajos que lo previamente observado en alfalfa (4 a 14) (Falahati-Anbaran et al. 2004).
Dado que la esparceta es una especie tetraploide y que las variedades estaban representadas
por mezclas de 10 individuos, el numero de alelos detectados parece ser bajo. Ello puede ser
el resultado de varios factores, principalmente, el método de deteccion empleado y la
electroforesis en gel de agarosa, que no es suficientemente sensible para distinguir entre alelos
con poca diferencia de tamano y puede obviar alelos amplificados. Sin embargo, trabajando
con una especie tetraploide, una primera evaluacion del material vegetal mediante
electroforesis horizontal permite la visualizacion de los loci amplificados y facilita la
evaluacion preliminar de los marcadores. Métodos de deteccion mas sensibles, como la
electroforesis capilar, pueden producir a priori patrones de fragmentos dificiles de interpretar
debido al solapamiento de alelos. Por otra parte, la amplificacion por PCR de mezclas de
ADN de diez individuos puede dar lugar a que los alelos menos frecuentes se pierdan frente a
la amplificacioén preferencial de los alelos mas comunes. Ello puede ocasionar que ciertos
alelos presentes en la poblacidon no sean detectados, llevando a una subestimacion del nimero
de alelos detectados por loci en cada poblacion.

En varios SSR (como MtBC47B06F1 y MtBB44F02R1) se observaron patrones complejos,
indicando que puede haber ocurrido la amplificacion simultanea de varios /oci. La generacion
de productos multiples durante una amplificacion inter-especifica puede ocurrir por mutacion,
reordenamiento y duplicacion en la region adyacente y/o cambios en el numero de
repeticiones (Peakall ef al. 1998), como indicaron Gutierrez et al. (2005) utilizando EST-SSR
en leguminosas.

IV.2 Similitud genética
El nivel de polimorfismo mostrado por los seis microsatélites seleccionados permitié definir
un perfil genético Unico para cada poblacion. El andlisis de componentes principales

discrimind a todas las variedades de O. viciifolia, de T. repens y las especies silvestres de, O.
argentea 'y O. pyrenaica, las cuales fueron muy similares entre si.
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Ello es sorprendente porque morfoldégicamente O. argentea es mas parecida a O. viciifolia
que a O. pirenaica.

Todas las variedades de esparceta comparten un coeficiente de similitud por encima de
0,80, conforme a los resultados de Sardaro ef al. (2003), los cuales encontraron un nivel de
0,73 entre variedades de esparceta con andlisis de AFLP. El alto nivel de similitud encontrado
entre las variedades de esparceta sugiere que €stas estdn mas estrechamente relacionadas entre
si que en el caso de variedades de Trigononella foenum-graecum (L.) (0,66, Dangi et al.
2004) o de Phaseolus coccineus (L.( o P. vulgaris (L.) (0,6 y 0,75, Sicard et al. 2005), que
son los cultivos de leguminosas mas antiguamente domesticados.

La distribucion de los genotipos de O. viciifolia en el andlisis de PCA muestra una
relacion con la distribucién geografica de estas variedades, situdndose las variedades
britanicas mas distantes del resto, las de Europa del Este agrupadas y distantes de las
britanicas, y las francesas e italianas entre ambos grupos. Las variedades britanicas ‘Cotswold
Common’ y ‘Somborne’ se diferenciaron claramente del resto del material, lo que puede ser
debido al aislamiento del germoplasma britanico y a los escasos intercambios de semillas con
el resto del continente desde los afios 1980 (Aldrich 1984). Solo la variedad de Europa del
Este ‘Esparcette’, de Polonia, aparecio cerca de las britanicas; las tres provenian de la misma
casa de semillas, Cotswold Seed, y esta similitud puede ser debida a un antecedente comun o
a una hibridacion.

Por otra parte, las variedades espafolas mostraron una similitud genética alta, tanto
con las variedades de Europa del Este como con las francesas. La esparceta originalmente
cultivada en Espafia era del tipo comiun y la esparceta gigante fue introducida
experimentalmente en el Jardin Botanico de Madrid en 1791 (Muller 1893). Desde entonces
ha habido introducciones sucesivas, la mas importante fue promovida por el Ministerio de
Agricultura a finales de 1960. De ahi que las esparcetas gigantes foraneas (principalmente
francesas) puedan haberse mezclado con las formas nativas (Pujol 1974), dado que se estima
que la esparceta es una especie aldgama. Hoy en dia, parte de la demanda espafiola de
semillas estd cubierta por importaciones de Europa del Este. Esta situacion, junto con los
intercambios de semillas entre agricultores y casas de semillas, contribuye atn mdas a la
contaminacion de los ecotipos locales (Delgado et al. 2008). Ello se plasma en ‘Seleccion 17 y
‘Seleccion 2’ que fueron obtenidas con la contribucidon de material francés y de Europa del
Este. ‘Villahermosa del Rio’ fue la variedad mas diferente de todas y representa, por lo tanto,
una fuente interesante de variabilidad para la mejora vegetal.

Los resultados obtenidos indican que la conservacion de SSR permite la amplificacion
inter-géneros de marcadores microsatélites desde Medicago y Glycine a Onobrychis y
Trifolium. Los microsatélites transferibles seleccionados fueron tutiles para la determinacion
de la ‘huella genética” de las variedades de esparceta y para determinar su diversidad
genética. La disponibilidad de dichos marcadores constituye una herramienta valiosa para
acelerar el establecimiento de una estrategia apropiada de conservacion del germoplasma, y
puede contribuir al proceso de seleccion en el marco del desarrollo de variedades sintéticas
con alto nivel de heterosis o para averiguar el nivel de pureza de las semillas en colecciones
de esparceta.
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ANEXO IL.a

EST-SSR cross-amplification and genetic similarity in Onobrychis genus.
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(O. pyrenaica Sennen, O. argentea Boiss. and
0. viciifolia Scop.). Repeatable amplification was
obtained for 81% of the microsatellites and 52% were
polymorphic. Six selected SSRs from M. truncatula
were used to fingerprint and estimate the genetic
similarity of a set of 23 accessions of O. viciifolia.
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Onobrychis species and the sainfoin accessions were
clustered in a single major group. This grouping is
discussed in terms of the history of cultivation of
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Introduction

Sainfoin (Onobrychis viciifolia Scop.) is a traditional
European fodder legume that thrives on well-drained
alkaline soils in many parts of Central and Southern
Europe. Cultivated sainfoin is an allotetraploid spe-
cies (2n = 4x = 28, Hayot-Carbonero et al. 2010)
obtained from wild botanical forms (Badoux 1965).
Sainfoin domestication occurred at the end of the
XVI century in the French part of the Rhine Valley.
Soon, the common and giant types were selected: the
first is characterized by its rusticity and persistence,
the second by its higher production level and vigour
(Gasparin 1846).

Despite their wide spread in Europe, a decline in
the area of sainfoin, along with other temperate
legumes, was mainly due to the expansion of grass
production based on cheap inorganic nitrogen fertil-
izers in the 1970s. This intensive ruminant production
system has contributed to high air and water pollution
within the EU (Gill et al. 2009; Rochon et al. 2004).
More recently, the move to more extensive and
sustainable production systems has increased the
interest for forage legumes since they offer a
potential to mitigate these effects while providing
local protein sources that are becoming of increasing
importance in animal feeds. In this new scenario,
sainfoin is appearing as a clear home-grown alterna-
tive for fodder production. Sainfoin has some
anthelmintic (Hoste et al. 2006) and nutritional
advantages in comparison with other forage legumes,
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most notably due to its condensed tannins content
(Mueller-Harvey 2006), which may lead to a better
dietary protein utilisation (Min et al. 2003), lower
methane emissions and risk of bloat (Puchala et al.
2005; Ramirez-Restrepo and Barry 2005) in ruminant
livestock. Agronomically, it’s positive characteristics
include a deep taproot, that allows the plant to be
very resistant to drought and of course, being a
legume, there is a high level of residual fertility after
sainfoin ley has been ploughed (Koivisto and Lane
2001).

While advances in plant breeding have led to
improved lucerne varieties, sainfoin production has
remained relying on old cultivars. Characterisation of
existing germplasm seems to be necessary in order to
preserve these genetic resources and provide alterna-
tive approaches for developing further breeding
programmes. While morphological characterization
is a necessary step in plant breeding, several molec-
ular tools are being used to complement plant variety
characterization and identification. Among these,
microsatellites or simple sequence repeats (SSRs)
have become one of the most useful molecular
marker systems in plant breeding. They are widely
used in cultivar fingerprinting, genetic diversity
assessment, molecular mapping, and marker assisted
breeding due to their high polymorphism, repeatabil-
ity and because they are codominant.

In legumes, the availability of SSRs has allowed to
make progress in the characterization and assessment
of the genetic diversity of species like Medicago
(Falahati-Anbaran et al. 2004), SSR cross-species
amplification has been assessed (Peakall et al. 1998)
and cross-amplified SSRs have been used for genetic
mapping in Trifolium repens (L.) (Zhang et al. 2007).
While there are not microsatellites available for
0. viciifolia, the screening of SSRs identified in
Medicago and Glycine spp. offers the possibility to
find similar regions on the Onobrychis genome that
would allow a quick and reliable characterization of
the sainfoin material.

Microsatellites isolation can be time and money
consuming in the absence of abundant DNA
sequences in a species, restricting sometimes their
use to a few important agricultural crops. Still, the
amount of SSRs identified is increasing at a steady
pace, especially in legumes model species, and the
development of SSR markers through data mining
has also become an efficient and low cost option for
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many plant species. An alternative approach consists
in the utilization of SSR loci from related species
(Smulders et al. 1997). The transferability of SSR loci
often depends on genetic relatedness, and while high
rates of transferability across species within the same
genus (>50%) has been reported in tree species
(Liewlaksaneeyanawin et al. 2004; Wiinsch and
Hormaza 2002) and among legumes (Eujayl et al.
2004; Gaitan-Solis et al. 2002; Peakall et al. 1998),
the transferability across genera and beyond seems to
be lower (Peakall et al. 1998; White and Powell
1997). On the other side, SSRs identified in ESTs
(EST-SSR) markers show higher transferability rates
and are expected to be more conserved than genomic
SSR markers (Scott et al. 2000).

In the absence of microsatellite loci available in
the genus Onobrychis, in this work the transferability
of microsatellite markers from Medicago and Glycine
to Onobrychis species was evaluated. A group of
microsatellites were selected and these were used to
provide an initial characterization of a collection of
sainfoin accessions and to carry out a preliminary
evaluation of the genetic diversity among them.

Materials and methods
Plant material and genomic DNA extraction

Twenty-three accessions of sainfoin were used in this
study (Table 1), among them 12 European accessions
represent the commercial material available, nine are
accessions collected from seed production growers in
the North-eastern part of Spain and the remaining two
are selections obtained aiming respectively for per-
sistency and for production from the CITA (Zara-
goza, Spain). Two related wild species from the
Pyrenees range, O. pyrenaica Sennen and O. argentea
Boiss., were included to check their relatedness to
O. viciifolia and between themselves, and Trifolium
repens was used as an outgroup (Table 1). Addition-
ally, Medicago truncatula Gaertn. and Trifolium
repens L. accessions were used as positive controls
when testing SSR transferability.

Ten plants per population were randomly selected
and young healthy leaves from each plant were
collected for DNA extraction. Genomic DNA was
extracted using the modified (Doyle and Doyle 1987)
DNA extraction protocol described by Hormaza
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Table 1 List and origin of the 27 accessions analysed in this work

Species Accession name Number Origin Provided by

O. viciifolia Ambra 5 Italy Caussade semences (Fr)
O. viciifolia Cotswold common 1 United Kingdom Cotswold seeds (UK)

O. viciifolia Esparcette 3 Poland Cotswold seeds (UK)

0. viciifolia Fakir 6 France INRA (Fr)

0. viciifolia Incoronata 8 Italy INEA Bari (It)

0. viciifolia Korunga 11 Turquey Agricultural Faculty, Izmir
O. viciifolia Polonia 12 Poland Rocalba S.A. (Spain)

O. viciifolia Sepial 4 France Caussade semences (Fr)
O. vicitfolia Somborne United Kingdom Cotswold seeds (UK)

0. viciifolia Ukrania Ukraine Rocalba S.A. (Spain)

0. viciifolia Visnovsky Czech Republic Research Inst. for Fodder Crops
O. viciifolia Yubileyna 10 Bulgaria Forage Research Inst., Pleven
O. viciifolia Graus 21 Spain Collected landrace

O. viciifolia Lagueruela 17 Spain Collected landrace

O. viciifolia Loarre 18 Spain Collected landrace

0. viciifolia Mezquita 16 Spain Collected landrace

Q. viciifolia Reznos 14 Spain Collected landrace

Q. viciifolia Selection 1 15 Spain Selection

0. viciifolia Selection 2 13 Spain Selection

O. viciifolia Tartareu 22 Spain Collected landrace

0. viciifolia Torrecilla de Cameros 20 Spain Collected landrace

O. viciifolia Villahermosa del Rio 23 Spain Collected landrace

0. viciifolia Villahoz 19 Spain Collected landrace

O. argentea Spain Wild species, collected

. pyrenaica Spain Wild species, collected
Medicago truncatula Spain Unspecified cultivar
Trifolium repens Spain Wild species, collected

(1999). Extracted DNA was quantified spectrophoto-
metrically and diluted to 10 ng/pl before PCR
amplification. For testing SSR transferability, indi-
vidual DNAs were used, for variety characterization
an equivalent amount of diluted DNA of the ten
plants was pooled and used for SSR amplification.

SSR analysis

Twenty seven selected microsatellites from Medicago
truncatula and Glycine max (L.) Merr. (Gutierrez
et al. 2005; Peakall et al. 1998; Zhang et al. 2007)
previously cross-amplified in other legume species
(Gutierrez et al. 20035; Peakall et al. 1998; Zhang
et al. 2007) were tested for transferability in

0. viciifolia (Table 2). PCR reactions were per-
formed in 20 pl volumes containing 20 mM Tris—
HCl, pH 8.4, 50 mM KCl, 4 mM MgCl,, 0.1 mM
each dNTP, 0.2 mM each primer, 40 ng genomic
DNA and 0.45 units Taq polymerase (Life Technol-
ogies, USA). Reactions were carried out on a iCycler
thermocycler (BioRad, USA) using the following
temperature profile: an initial step of 2 min at 94°C,
35 subsequent cycles of 45 s at 94°C, 45 s at Ta and
1 min at 72°C, and a final step of 5 min at 72°C. Ta
being the annealing temperature, optimised for each
SSR locus. PCR products were separated by electro-
phoresis using 3% ‘Metaphor’ (FMC Bioproducts)
agarose gels in 1x TBE buffer at 5 V/em, stained
with ethidium bromide and visualised under UV
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Table 2 List of microsatellites analysed in this work for transferability and polymorphism in Onobrychis

SSR locus Reference Original Cross-amplification Transferability and
(of cross-amplification) species in other species polymorphism in Onobrychis

AGS81 Peakall et al. (1998) G V,P,L P
AW567861 Zhang et al. (2007) G T P
BE608020 Zhang et al. (2007) G T na
MtBAO1IBO4R2 Gutierrez et al. (2005) M V,P,C p*
MtBA27D0OSF1 Gutierrez et al. (2005) M V,P,C P
MtBA29B0O3F1 Gutierrez et al. (2005) M V.,P,C np
MtBA25EO1F1 Gutierrez et al. (2005) M V.,P,C np
MtBA28EQ9F1 Gutierrez et al. (2005) M V,P,C np
MtBC27H11F1 Gutierrez et al. (2005) M V,P,C na
MtBAOSEOIR1 Gutierrez et al. (2005) M V,P,C na
MtBB36F(05F1 Gutierrez et al. (2003) M V,P,C P’
MtBAO4CO8R1 Gutierrez et al. (2005) M V,P,C P
MtBA32A12R1 Gutierrez et al. (2005) M V,P,C np
MtBA37DOSF1 Gutierrez et al. (2005) M V.P,C na
MtBB36E0O2F1 Gutierrez et al. (2005) M V,P,C np
MtBB22G10F1 Gutierrez et al. (2005) M V.P,C P
MtBC47B06F1 Gutierrez et al. (2005) M V,P,C P’
MtBAO2HO3F3 Gutierrez et al. (2005) M V,P,C np
MtBB44F02R 1 Gutierrez et al. (2005) M V,P,C p*
BI74 Zhang et al. (2007) M T p?
AL79 Zhang et al. (2007) M T p°
BG178 Zhang et al. (2007) M T p
BE74 Zhang et al. (2007) M T na
AW64 Zhang et al. (2007) M T np
AL46 Zhang et al. (2007) M T p
AW306 Zhang et al. (2007) M T np
AW265 Zhang et al. (2007) M T p

na no amplification, np not polymorphic, p polymorphic

 selected SSRs for O. viciifolia characterization. Medicago. truncatula (M), Glycine max (G), Vicia faba (V), Pisum sativum (P),
Cicer arietinum (C), Lupinus angustifolium (L), Trifolium repens (T)

light. M. truncatula and T. repens DNA was used as
positive controls in the PCR reactions. Band scoring
was carried out using DNA size standards (10 bp or
1 kb, Life Technologies) depending on the SSR
amplification range. Those SSRs that were amplified
in Onobrychis and that allowed a clear scoring of
SSR alleles were selected for the characterization of
all the accessions. Thus 6 SSRs (Table 3) were
selected and evaluated in the 25 Onobrychis acces-
sions and T. repens. All PCR amplifications were
done at least twice in order to ensure the results
reproducibility.

@ Springer

Data analysis

The polymorphism information content (PIC) of each
of the analysed SSRs was calculated using the
formula: PIC =1 — Y7 | Pij* (Botstein et al. 1980)

where Pij is the frequency of the ‘ith’ allele for
marker ‘i’ in the °jth’ population and summation
extends over n alleles. For the estimation of genetic
similarity SSR alleles were scored as presence or
absence in all the accessions and a similarity matrix
was obtained from the proportion of shared fragments

(Nei and Li 1979), these calculations were performed
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Table 3 Number of alleles, PIC value and range of amplification of six SSR loci analysed in 23 sainfoin populations

SSR locus No of alleles Range of allele size Range of allele size in PIC value
in M. truncatula (bp) 0. viciifolia (bp)

MtBAO1B0O4R2 7 400-370 420-333 0.84
MtBB36F05F1 5 220-180 220-1380 0.82
MtBC47B06F1 6 110 779466 0.80
MtBB44F02R 1 5 140-130 237-143 0.58
BI74 7 177-79 865-79 0.85
AL79 5 240 506-389 0.45
Total 35

PIC polymorphism information content, SSR simple sequence repeat

using the NTSYS-pc 2.02 package (Rohlf 2002). To
visualize differences between populations, the simi-
larity matrix was used to run a Principal Component
Analysis (PCA) in Genalex 6.1 (Peakall and Smouse
2006). Scatter plot representation was used to repre-
sent the first two Eigen values.

Results

The 27 SSRs analysed were correctly amplified in
Medicago truncatula, their original species, or in
Trifolium repens, a species in which they had already
been tested for cross-amplification (Table 2). In
Onobrychis species, consistent amplification was
obtained for 22 (81%) of the 27 microsatellites tested
(Table 2) once an appropriate annealing temperature
was optimised for each microsatelite. However,
amplification sizes of the different SSRs were usually
larger in Onobrychis viciifolia (79-865 bp) than that
originally described in Medicago (79 to 240 bp).

Fourteen of these 22 SSRs were polymorphic in all
three Onobrychis species (Table 2) and six of them
were selected for characterization of the sainfoin
genotypes as they allowed the detection of clear
bands and easy fragment recognition (Table 2). A
total of 35 alleles were detected using the six
microsatellites in the 25 Onobrychis populations.
Each SSR amplified 5-7 alleles in Onobrychis and
the average number of alleles per SSR was 5.83
(Table 3). The PIC values were calculated for each
SSR on the 25 Onobrychis accessions (Table 3). This
value ranged from 0.45 to 0.85 with the average
being (.72. Microsatellite BI74 was the SSR that
revealed the higher polymorphism in the accessions
tested.

While O. viciifolia accessions showed high genetic
similarity, it was lower between O. viciifolia and
Onobrychis wild species, O. argentea and O. pyrena-
ica (Fig. 1). These two species seemed to be closely
related to each other as their similarity was almost
0.95. However, 1. repens, was remarkably distin-
guished, with only a 0.23 of similarity with Onobry-
chis accessions.

The analysis of 6 SSRs in 23 populations of
0. viciifolia and in Q. pyrenaica, O. argentea and
T. repens, produced unique fingerprints for each
population, allowing the differentiation of all the 26
accessions. The first two Figen vector of the PCA
analysis explained 60.1% of the observed variation
(Fig. 1). From this analysis a clear differentiation was
observed between 7. repens and all the Onobrychis
species. Another group brought together the two wild
species O. argentea and O. pyrenaica, clearly sepa-
rated from O. viciifolia accessions and the 7. repens

genotype.

Principal Coordinates

® O arerfea
= O pyreiaica

Coord. 2

ThrO
coord. 1

Fig. 1 Scatter plot representing the PCA analysis on the
genetic similarities among . pyrenaica, O. argentea, T.
repens and 23 accessions of O. viciifolia, based on 6
microsatellite loci (Genalex 6.1)
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Principal Coordinates
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Fig. 2 Scatter plot representing the PCA analysis on the
genetic similarities among O. pyrenaica, O. argentea, T.
repens and 23 accessions of O. viciifolia, based on 6
microsatellite loci (Genalex 6.1), zoom on O. viciifolia
accessions

All 23 O. viciifolia accessions were clustered in a
genetically diverse group (Fig.2). Within these
accessions ‘Cotswold common’, ‘Somborne’, ‘Esp-
arcette’, “Ambra’, ‘Sepial’, ‘Mezquita de Jarque’ and
“Villahermosa del Rio’ scattered in a large clump,
that appeared to be distant from the more tightly
related ‘Ukrania’, ‘Incoronata’, ‘Ambra’, ‘Selection
17, ‘Lagueruela’, ‘Loarre’, ‘Reznos’, ‘Visnovsky’,
‘Polonia’, ‘Korunga’, ‘Yubilena’, ‘Torrecilla de
Cameros’, ‘Villahoz’, ‘Selection 2’, ‘Graus’ and
‘Tartareu’. The British accessions, ‘Cotswold Com-
mon’ and ‘Somborne’, were the most genetically
distant from the East FEuropean accessions like
“Visnovsky’, ‘Polonia’ and ‘Korunga’. The French
and Italian ‘Ambra’, ‘Sepial’, ‘Incoronata’ and
‘Fakir’ spread the British and East European acces-
sions. Spanish accessions like ‘Mezquita de Jarque’,
‘Selection 1°, ‘Lagueruela’, ‘Loarre’, ‘Reznos’, “Tor-
recilla de Cameros’, ‘Villahoz’, ‘Selection 2’°,
‘Graus’ and ‘Tartareu’. were distributed among
French, Italian and East European accessions.

Discussion

In order to characterize and evaluate the genetic
diversity of cultivated sainfoin, microsatellite loci
derived from related legume species were evaluated
for transferability in O. viciifolia and the wild species
O. argentea and O. pyrenaica. Transferable SSR loci
were selected on the basis of polymorphism and
reproducibility and these were used for the charac-
terization and genetic similarity evaluation of 23
sainfoin accessions.
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Cross-genus transferability

The proportion of microsatellites transferable
between Medicago and Onobrychis (81%) was higher
than data previously reported for cross-genus ampli-
fication. Intra-genus amplification was usually around
50% (Eujayl et al. 2004; Peakall et al. 1998) and
declined quickly when reaching out the genus. Zhang
et al. (2007) found 18-22% of transferability from
Medicago to Trifolium, but Peakall et al. (1998)
reported only 1-3% of transferability of Glycine’s
SSR among other legumes genus. In this work, EST-
SSR were used and these are expected to be more
conserved than genomic SSR (Peakall et al. 1998;
Scott et al. 2000). Additionally, the SSR loci assayed
for transferability had already been shown to be
conserved among different genera. Thus the high
level of transferability detected here indicates that
selecting cross-conserved SSR for transferability
across new species is a good strategy for the
identification of transferable SSR in a new species.
In spite of the conserved nature of the EST-SSRs,
which may limit their polymorphism, a high propor-
tion of microsatellites were found to be polymorphic
in Onobrychis (63% of transferable SSRs). Six of
these were used for the analysis and showed high PIC
values (average 0.72) indicating their usefulness for
molecular studies in O. viciifolia.

The number of allele per locus observed in
Onobrychis tanged from 5 to 7, which is slightly
lower than previously reported in lucerne (4—14)
(Falahati-Anbaran et al. 2004). Since Onobrychis is a
tetraploid species and accessions were analysed in
bulks of 10 individuals the number of alleles detected
seem to be low. This could be caused for various
reasons. First the detection method used, agarose
electrophoresis, is not sensitive enough to differenti-
ate alleles with small size differences and it may not
be scoring alleles that are being amplified. Neverthe-
less, working with a tetraploid species, an initial
evaluation of the accessions by horizontal electro-
phoresis allows the visualization of the amplified loci
and facilitates a preliminary evaluation of the mark-
ers. Otherwise more sensitive detection methods like
capillary electrophoresis would provide fragment
patterns even more difficult to score due to the stutter
of the markers. On the other hand, the bulking of DNA
samples and their co-amplification by PCR cause less
frequent alleles to be lost and only most common
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alleles to be detected. This may cause that a number of
alleles present in the population could not be detected,
leading therefore to an under estimation of the number
of alleles detected per loci in each population.

In wvarious SSR (like MtBC47B06F1 and
MtBB44F(2R1) various loci seemed to be amplified.
The generation of multiple products during cross-
species amplification may occur by mutation, rear-
rangements and duplications in the flanking region
and/or changes in the number of repeats (Peakall
et al. 1998), as reported by Gutierrez et al. (2005)
using EST-SSR in legumes.

Genetic similarity

The level of polymorphism shown by the six
microsatellites selected made it possible to produce
a unique fingerprint of each population. The PCA
analysis based on the coefficient of similarity differ-
entiated all O. viciifolia accessions from T. repens
and from O. argentea and O. pyrenaica wild species,
that were highly similar amongst themselves. This is
surprising because morphologically O. argentea is
more similar to O. viciifolia than to O. pyrenaica.

All sainfoin varieties shared a similarity coeffi-
cient above (.80, matching results from Sardaro et al.
(2003) that reported by ALFP a similarity level of
0.73 among sainfoin accession using AFLP analysis.
The high similarity found among O. viciifolia acces-
sion suggested that they were more closely related
between themselves than varieties of Trigonella
foenum-graecum L. (0.66, Dangi et al. 2004) or
Phaseolus coccineus L. or vulgaris L. (0.6 and 0.75,
Sicard et al. 2005) which are more ancient domes-
ticated legume crops.

The distribution of the O. viciifolia genotypes in
the PCA analysis was in relation with the geographic
distribution of these accessions, with the British
accessions more distant from the rest, East Europeans
clustered together and distant from the British ones,
and French and Italian accessions in between these
two groups. The British cultivars ‘Cotswold Com-
mon’ and ‘Somborne’, were clearly differentiated
from the other material and this was probably caused
by the isolation of British germplasm and low seed
exchanges with the rest of the continent from early
1980 s (Aldrich 1984). Only East European accession
‘Esparcette’ from Poland, appeared closer to the
British accessions, and was provided by the same

seed producer, Cotswold Seeds, and this similarity
may be due to common ancestry or hybridisation.

On the other side, Spanish accessions showed a
high genetic similarity with both East European and
French accessions. Sainfoin originally sown in Spain
was the “common” type and giant sainfoin was
introduced experimentally by the Botanical Gardens
of Madrid in 1791 (Muller 1893). Since then there
have been successive introductions, the most impor-
tant being promoted by the Ministry of Agriculture at
the end of the 1960 s. Thus, foreign giant sainfoins
(mainly introduced from France) could have mixed
with native forms (Pujol 1974) given that sainfoin is
thought to be an allogamous species. Nowadays, part
of the seed demand is met with imports from Eastern
Europe countries. This situation together with seed
transfer between farmers and commercial enterprises
is contributing further to the contamination of local
ecotypes (Delgado et al. 2008). This is particularly
true for “Selection 1” and ‘Selection 2° which were
obtained from French and East European material.
‘Villahermosa del Rio” was found to be the most
distinct accession of all and therefore represent an
interesting source of variability for breeding purposes.

The results obtained indicate that conservation of
SSR allows successful cross-genus amplification of
Medicago and Glycine microsatellite markers in
Onobrychis and Trifolium, which belong to the same
family (Leguminosae) but different genera. Transfer-
able selected microsatellites were useful to finger-
print Onobrychis accessions and to estimate their
genetic diversity. The availability of these markers
will be useful to accelerate the implementation of
appropriate germplasm conservation strategies, to
assist in the selection process for development of
synthetic varieties with high level of heterosis or to
assess seed purity in sainfoin collections.
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ANEXO I1.b

Protocolo de extraccion de ADN gen6mico

El ADN genomico fue extraido de 252 genotipos de esparceta, cultivados y silvestres, de
Medicago truncatula y Trifolium repens (Tabla II.1, Ensayo II), perteneciente al CITA,
Zaragoza, utilizando una version modificada (Hormaza, 2002) del protocolo de extraccion de
ADN descrito por Doyle y Doyle (1987). Se utilizaron hojas jovenes recogidas en primavera
(0,5g) que fueron trituradas en 400 pl tampodn de extraccion (100mM Tris HCI pH 8, 1,4 M
NaCl, 20mM EDTA, 2% CTAB, 1% PVP, 0.1% bisulfito de sodio) y mezcladas
posteriormente con 0,4 pl de 2-mercaptoetanol. Las muestras fueron incubadas durante 25
minutos a 65°C y posteriormente se mezclaron con 400 pl de cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1) y centrifugadas a 10.000 g durante 15 minutos. El sobrenadante fue separado después
de la centrifugacion y los acidos nucleicos se precipitaron afiadiendo 240 pl de isopropanol
frio. El precipitado fue recuperado mediante un centrifugado a 13.000 g durante 5 minutos,
lavado en 400 pl de tampon de lavado (10mM acetato de amonio en etanol al 76%), secado
durante una noche y resuspendido en tampon MTE (10mM Tris HCIL, 0,imM EDTA). El
ADN extraido fue cuantificado mediante espectrofotometria y diluido a una concentracion de
10 ng/ul antes de su amplificaciéon mediante PCR.
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Ensayo III: Efecto del ritmo de corte sobre el rendimiento, la composicion
quimica del forraje y la dinamica de reservas radiculares en dos variedades
de esparceta

I. OBJETIVOS

Este ensayo trata de determinar el efecto de tres ritmos de corte contrastados sobre el
rendimiento y la composicién quimica del forraje, asi como su influencia sobre el estado de
las reservas radiculares, en dos variedades representativas de los dos tipos de esparceta; “uno
y dos cortes”. Los parametros estudiados se complementan con una descripcion morfoldgica
de la planta en el momento de su evaluacion.

Ello se ha llevado a cambio mediante:

1. La caracterizacion morfologica de las plantas, incluyendo la separacion de hojas y
tallos

2. La cuantificacion del rendimiento en materia seca del forraje en cada corte y
tratamiento (ritmo de corte)

3. La evaluacion de los parametros de calidad nutritiva (proteina bruta, fibra neutro
detergente, fibra acido detergente, lignina acido detergente y taninos condensados)
del forraje

4. La determinacioén de los contenidos en almidon, azucares y proteina bruta de la
raiz y corona

1. MATERIAL Y METODOS
I1.1 Localizacion y condiciones fisicas del ensayo

El ensayo se localiz6 en el Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragon
(CITA), sito en Zaragoza (41°3'N; 0°47'W; altitud 225 m), durante el periodo 2008-2009. Se
utilizaron para ello contenedores de 50 1 de capacidad (42 cm de diametro por 90 cm de
altura), con el fin de facilitar la recuperacion completa del sistema radicular.

Los contenedores se rellenaron con tierra de un suelo aluvial, cuyas caracteristicas
granulométricas y de fertilidad fueron: textura franco-arenosa, pH 8,2, no salino y fertilidad
media (Tabla II.1). Previamente al llenado, los contenedores se acondicionaron en la base
con un drenaje de 8 cm de grava y, una vez rellenos, se completaron con una capa de tierra
procedente de un campo de esparceta, con el fin de proveer las rizobacterias necesarias para la
nodulacion.
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Tabla I1.1. Analisis de granulometria y fertilidad del suelo

Determinaciones Método Unidad Resultado
Textura (criterio U.S.D.A.)

Arena total (0,05-2 mm) Sedimentacion % p/p 53,115

Limo grueso (0,02-0,05 mm) Sedimentacion % p/p 23,755

Limo fino (0,002-0,02 mm) Sedimentacion % p/p 16,395

Arcilla (<0,002 mm) Sedimentacion % p/p 6,735

Fertilidad (+/-)
pH al agua 1:2,5 Potenciometria 8,215 0,1
Prueba previa de salinidad (C.E. 1:5) Oficial dS/m 0,18 0,001
Materia organica por espectroscopia Oficial % p/p 2,075 0,04
Fosforo Olsen por espectroscopia UV/V Oficial mg/kg 13,715 0,93
Potasio (extracto acetato aménico) Abs. Atomica mg/kg 60

Cationes de cambio
Magnesio Abs. Atdmica meg/100 g 0,915

Las caracteristicas climatoldgicas en las que se ubico el ensayo corresponden a un clima de
tipo mediterraneo subhumedo; las temperaturas medias mensuales, asi como la precipitacion
acumulada mensualmente durante el periodo de ensayos, abril a septiembre de 2009, se
muestran en la Figura II.1. La precipitacion media mensual oscild entre 1,8 mm y 48,2 mm;
la temperatura media minima fue en abril con 12,1 °C y la temperatura media maxima en
agosto, con 24,8 °C. Los datos climatologicos se obtuvieron de la estacion climatica ubicada
en la propia finca.
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Figura II.1: Temperaturas medias y pluviometria mensual durante el periodo del ensayo
(2009) en el observatorio meteorologico del CITA en Zaragoza.
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I1.2. Material vegetal e implantacion

En funcion de los resultados provisionales obtenidos en el Ensayo I, se seleccionaron las dos
variedades de esparceta que mejor representaban a las variedades de uno y dos cortes dentro
de una coleccion de 23 variedades. Segun este criterio y por su gran homogeneidad
intravarietal, se seleccionaron las variedades ‘Cotswold Common’, del tipo “un corte”
procedente de Inglaterra y ‘Reznos’, del tipo “dos cortes” oriunda de Soria. En la Figura I1.2
se puede apreciar la mayor intensidad de floraciéon en el afio de establecimiento de ‘Reznos’,
como corresponde al tipo de dos cortes, en comparacion con ‘Cotswold Common’.

La siembra se realizo el 11/03/08 en alveolos individuales 5*5*10 cm de tamano, a razon de
una semilla por alveolo, rellenados con una mezcla de arena, turba y tierra de cultivo a partes
iguales, puestos en un invernadero. El 27/03/08, las plantas que presentaban al menos tres
hojas multifoliadas, se transplantaron a los contenedores. Se establecieron 12 plantas por
contenedor, lo que corresponde a la densidad de cultivo de 120 plantas por m”.

Figura I1.2. Vista de dos toneles de las variedades ‘Reznos’ (florida) y ‘Cotswold Common’
(en estado vegetativo) en el afio de establecimiento (2008).
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I1.3. Diseiio experimental

Las plantas se sometieron a tres intensidades de corte distintas, definidas por el estado
fenolégico, dado que la fenologia de las plantas refleja el estado fisiologico de éstas de
manera mas fiel que su altura o la duracion entre cortes. Las intensidades de corte utilizadas
fueron inicio de floracion (IF), plena floracion (PF) y final de floracion (FF), definidas segun
la escala propuesta por Delgado et al. (2010b) y que se muestran en la Figura I1.3:

- Estado IF. Al menos dos-tres inflorescencias por planta con dos-tres flores abiertas
en la parte inferior de la inflorescencia

- Estado PF. Al menos dos-tres inflorescencias por planta con el 50% de las flores
abiertas en la parte media de la inflorescencia

- Estado FF. Al menos dos-tres inflorescencias por planta con flores abiertas en la
parte superior

Los contenedores se distribuyeron segun un disefio estadistico de parcelas divididas con tres
repeticiones, donde las parcelas principales correspondian a las variedades y las subparcelas a
las intensidades de corte.

Figura I1.3. Estados fenologicos de la esparceta: inicio, plena y final de floracién
I1.3.1 Manejo del ensayo

Durante la duracion del ensayo, no se aporto fertilizacion alguna ni se realizaron tratamientos
fitosanitarios; las malas hierbas se eliminaron manualmente. Los contenedores se regaron por
goteo, en funcidn de las condiciones climaticas, siendo la dosis media de 4 1 por contenedor,
aplicada dos veces a la semana durante el periodo de primavera-verano. Las paredes externas
de los contenedores se protegieron con pacas de paja para evitar su calentamiento por el sol.
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En el afio de establecimiento (2008) se efectuaron cinco cortes, en la misma fecha para las dos
variedades, con el fin de facilitar su implantacion.

En el periodo de ensayos propiamente dicho, abril-septiembre 2009, las plantas se cortaron
segun los tratamientos establecidos. Se efectuaron en total seis cortes en el tratamiento IF,
cinco cortes en el PF y cuatro cortes en el FF. Todos los contenedores de un tratamiento se
segaron a la vez; la siega se efectud con tijeras eléctricas a una altura de 5 cm del suelo.

En cada corte se retiraron y vaciaron tres contenedores. Seguidamente, se extrajeron las 12
plantas de cada contenedor, se lavaron con agua fria para quitar los restos de tierra de la
corona y raices; a continuaciéon se dejaron secar sobre papel absorbente antes de su
evaluacion. El contenido de cada contenedor vaciado se identifico segiin su tratamiento y
orden, i.e. IF3 corresponde a ‘corte en inicio de floracion’, tercer corte del tratamiento.

I1.3.2 Parametros agromorfolégicos

En las plantas procedentes de cada contenedor se evaluaron los siguientes parametros:
longitud y peso de la parte aérea, nimero de tallos y de inflorescencias, proporcion de hojas,
numero de foliolos, peso de la corona, y longitud, diametro y peso de la raiz. Estos pardmetros
se determinaron sobre las 12 plantas salvo para la proporcion de hojas, que se determino sobre
tres plantas elegidas al azar. Después se realizé el promedio de los resultados de las 12 plantas
(o de las 3 plantas para la proporcion de hojas), considerando el contenedor la repeticion
(Figura I1.3.2)

I1.3.2.1 Longitud de la parte aérea
La longitud de la parte aérea se defini6 como la longitud en cm medida desde la corona al
apice medio de los tres tallos mas largos.

I1.3.2.2 Peso de la parte aérea
Se obtuvo a partir del peso fresco corregido por la proporcion de materia seca (MS). La
proporcién de MS fue obtenida a partir de tres plantas, elegidas azar, desecadas en estufa a
103 °C hasta peso constante. El peso total de la parte aérea se obtuvo sumando el peso de la
parte aérea producido en todos cortes por cada tratamiento y variedad.

11.3.2.3 Numero de tallos
Se determin6 como el numero de tallos emitidos a partir la corona y provistos de tres hojas al
menos.

11.3.2.4 Numero de inflorescencias
Se definié como el numero de inflorescencias visibles por planta, sin mencion de su estado de
desarrollo.

I1.3.2.5 Proporcion de hojas
Se establecidé como el ratio entre el peso seco de las hojas (foliolos y peciolos) y el peso seco
de la parte aérea de la planta (hojas, tallos y restos)

11.3.2.6 Numero de foliolos

Se obtuvo por conteo de los foliolos de la quinta hoja a partir del apice de un tallo
representativo de cada planta.
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I1.3.2.7 Peso de la corona

Se obtuvo a partir del peso fresco, corregido por la proporcion de MS. Esta se determind
segun el procedimiento descrito en el apartado 11.3.2.2. La corona incluia la insercion de la
raiz y de los tallos y algunos restos de peciolos marchitos.

11.3.2.8 Longitud de la raiz
Se determin6 como la longitud en cm de la raiz pivotante, desde la corona a su conclusion.

11.3.2.9 Diametro de la raiz
El didmetro de la raiz se midid en mm con un calibre digital sobre la raiz pivotante justo por
debajo de la corona.

11.3.2.10 Peso de la raiz
Se obtuvo a partir del peso fresco de la totalidad del sistema radicular extraido, corregido por

la proporcion de MS. Esta se determind segun el procedimiento descrito en el apartado
11.3.2.2.

= 4

or volcado, de las plantas lavadas y de las muestras

Figura I1.3.2. Vista de un contened
embolsadas.

I1.3.3 Determinaciones analiticas

La parte aérea, coronas y raiz de las plantas de cada contenedor, salvo las tres empleadas para
la determinacion de la MS, se agruparon en tres bolsas distintas seglin el tipo de material y se
congelaron a -18°C. Seguidamente se liofilizaron y se molieron a un tamafio de particula de
Imm. Las determinaciones quimicas utilizadas para la caracterizacion nutritiva de las
muestras fueron las siguientes:

I1.3.3.1 Proteina bruta (PB)

La determinacion del nitrogeno se realizd sobre muestras de la parte aérea, coronas y
raices mediante el método Dumas de pirdlisis completa de la muestra y mediciéon por
conductividad térmica del contenido de nitrégeno de los gases de combustion. Para calcular
su contenido en PB se multiplicé el contenido del nitrégeno Dumas por el factor 6,25 (Helrick

1990).
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11.3.3.2 Fibra neutro detergente (FND), fibra acido detergente (FAD) y lignina
acido detergente (LAD)
Estos conceptos definidos por Goering y Van Soest (1970), se basan en la separacion de los
hidratos de carbono estructurales de la célula de acuerdo con la disponibilidad nutritiva de los
mismos. Estas determinaciones se realizaron sobre muestras de la parte aérea.

11.3.3.2.1 FND
La FND se define como la fraccién del alimento insoluble en una solucion del detergente
sulfato de lauril-sodio tamponada a pH=7,0+0,1, tras ebullicién suave durante 1 hora (Van
Soest et al. 1991). El concepto FND se considera como sindnimo de pared celular excepto
pectinas, que son solubilizadas casi por completo en dicha solucion.

11.3.3.2.2 FAD
La FAD es la proporcion de alimento insoluble en caliente en una solucion del detergente
bromuro de trimetil-cetil-amonio en acido sulfurico IN tras ebullicion suave durante 1 hora
(Van Soest et al. 1991). Representa la fraccion de celulosa y lignina, aunque se ha
comprobado que también contiene la fraccion de cutinas.

La diferencia entre NDF y ADF, expresadas libres de cenizas, proporciona una estimacion del
contenido en hemicelulosa de la muestra.

1.3.3.2.3 LAD
La LAD se determind mediante la digestion de la muestra en 4cido sulfurico 72% (Goering y
Van Soest 1970). El resultado es una estimacion del contenido en lignina de la muestra. La
diferencia entre ADF y ADL es una estimacion del contenido en celulosa de la muestra. El
contenido en cenizas proporciona una estimacion de la cantidad de minerales y cutina
presentes en la muestra.

11.3.3.3 Carbohidratos no estructurales
La determinacion de la cantidad de carbohidratos no estructurales se realiz6 sobre muestras de
raices y coronas mediante un analisis en dos etapas, en las cuales, azlicares y almidones
fueron determinados secuencialmente segiin el método fenol-dcido sulfurico propuesto por
Dubois et al. (1956) y modificado por Buysse y Merxk (1993).

11.3.3.4 Taninos condensados (TC)

Los TC son unos compuestos de importancia en la esparceta, ya que se les atribuye parte de
las cualidades nutritivas y antihelminticas del forraje. El contenido en TC se determiné
mediante el test de HCL-butanol descrito por Porter (1989), que consiste en una hidrdlisis
acida de los TC en mondmeros llevando a cambios de color, lo que permite su determinacioén
por espectrofotometria visible (490 nm, espectrofotometro HeAios [, Thermo electron
corporative, Inglaterra 2000). La determinacion de los TC se realiz6 sobre las muestras de la
parte aérea.

La determinacion de los contenidos en FND, FAD, LAD, TC, AL y AZ se realizé6 mediante la
utilizacion de la técnica de espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS).
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11.3.3.5 Ecuaciones de calibracion NIRS para la determinacion de la composicion
quimica de las muestras
Se utilizé el método de minimos cuadrados parciales modificado (Shenk y Westerhaus 1991).
Los modelos obtenidos fueron validados mediante un proceso de validacion cruzada. Las
caracteristicas de las ecuaciones de calibracion para las distintas determinaciones analiticas se
resumen en la Tabla 11.3.3.

Tabla I1.3.3. Términos estadisticos de las ecuaciones de calibracion NIR y de la validacion
cruzada utilizadas en la prediccion de la composicion quimica de la materia seca de las muestras
de parte aérea, corona y raiz del ensayo.

N2 SEC R2C SECV R2CV

FND 65 1,61 0,96 2,18 0,92

! FAD 65 1,36 0,95 1,84 0,91

Parte aérea

LAD 65 0,50 0,95 0,66 0,92

TC 59 0,30 0,87 0,37 0,81

Corona AL 137 0,73 0,87 0,83 0,84
AZ 140 0,56 0,84 0,62 0,81

Raiz AL 73 1,11 0,81 1,34 0,72
AZ 67 0,53 0,82 0,59 0,78

N = N° de muestras utilizadas en el proceso de calibracion; SEC = error estdndar de las
muestras del grupo de calibracion; R*C= coeficiente de determinacion de calibracion; SECV
= error estandar de validacion cruzada; R2CV = coeficiente de determinacion de validaciéon
cruzada.

I1.4 Analisis estadisticos

I1.4.1 Analisis de la varianza
El analisis de la varianza se llevo a cabo en base a un modelo en parcelas divididas con los
siguientes factores:

- Factor ‘tratamiento’ o ritmo de corte: se trata de un factor fijo.

- Factor ‘corte’ (rango del corte): se trata de un factor fijo jerarquizado al tratamiento.

- Factor ‘variedad’: considerado como fijo.

- Efecto bloque: se considerd como efecto aleatorio.

Descripcion del modelo:
Vi = P+ Tit Bt Vit (VT + el e + C(Th + [VFC(D)] 1+ &ija

Donde T = tratamiento, B = bloque, V = variedad y C = corte.

Para el peso total de la parte aérea, el modelo empleado fue el siguiente:
Vi =p +Ti+Bjrely+ Vit (V¥ + gk

Los valores en porcentaje (proporcion de hojas, valores de determinaciones quimicas) fueron
transformados por arcoseno de la raiz cuadrada antes del andlisis estadistico y los valores de
conteos por logaritmo mas 1. Se comprobo la normalidad de los datos y de los residuos mediante
un test de Shapiro-Wilk.

El analisis de la varianza se realizd mediante el procedimiento ‘proc mixed’ del paquete
estadistico SAS (SAS 2004).
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II1 RESULTADOS
I11.1 Parametros agromorfolégicos

En las Tablas IIl.1.a y IIL.1.b, se recogen los resultados medios y la desviacion tipica de los
diferentes pardmetros agromorfologicos analizados para cada variedad, tratamiento y corte.
En la Tabla IIl.1.a, se presentan los correspondientes a longitud y peso de la parte aérea,
nimero de tallos, nimero de inflorescencias y proporcion de hojas, y en la Tabla IILb,
numero de foliolos, peso de la corona y longitud, didmetro y peso de la raiz.

En la Tabla IIl.1.c se resumen los valores medios correspondientes a los diferentes ritmos de
corte y a cada variedad, asi como la significacion de los efectos para cada factor obtenidos en
el andlisis de la varianza.

En la Figura III.1 se muestran graficamente las fechas de los cortes realizados durante 2009.
Se practicaron en total seis cortes en IF, cinco en PF y cuatro en FF. ‘Cotswold Common’ fue
mas precoz en el primer corte alcanzando el estado de IF, PF y FF con 4, 14 y 10 dias de
antelacion con respecto a ‘Reznos’. ‘Cotswold Common’ fue también mas precoz en IF2. En
los restantes cortes ambas variedades se solaparon, debido a que el crecimiento se ralentizé y
la floracion en verano fue escasa e irregular, llegando incluso a desaparecer en IF, PF5 y FF4.
El tratamiento IF equivalio practicamente a un corte al mes (transcurri6é de 29 a 34 dias entre
cortes), mientras que los tratamientos PF y FF se dilataron en verano esperando una mayor
presencia de flores.

IF
I o o | I | | g_l
m= m 2 ? 8
April May June July August
PF
L . la | g g | | g |
April May June July August
FF

April May June July August

B ‘Cotswold Common’
O ‘Reznos’

Figura III.1. Fechas de corte en IF, PF y FF de ‘Cotswold Common’ y ‘Reznos’ en IF, PF y
FF, durante 2009.
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Tabla IIl.1.a Longitud (cm) y peso de la parte aérea (g/planta), numero de tallos, nimero de
inflorescencias y proporcion de hojas (%) en dos variedades (Var) de esparceta ‘Cotswold
Common’ (C) y ‘Reznos’ (R) en los diferentes cortes practicados en inicio de floracion (IF),
plena floracion (PF) y final de floracion (FF) en 2009 (DE, desviacion estandar). Media de
tres repeticiones (doce plantas/repeticion y 3 plantas/repeticion para la determinacion de

proporcion de hojas).

Longitud de Peso de Numero Numero de  Proporcion

Trat Corte Var laparte aérea laparte aérea  de tallos  inflorescencias  de hojas
Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE
IF 1 C 53,3 3,4 16,9 2,2 10,1 1,4 13,3 1,4 0.4 0,0
IF 1 R 64,8 1,5 13,0 1,2 6,5 0,2 6,8 1,4 0,3 0,0
IF 2 C 23,6 5,2 6,0 1,7 8,7 0,5 9,9 1,4 0,4 0,0
IF 2 R 41,4 1,2 5,4 0,7 4,7 0,1 6,4 1,8 0,3 0,0
IF 3 C 17,9 1,3 3,3 0,9 4,5 1,1 0,0 1,4 0,6 0,1
IF 3 R 32,9 9,2 3,9 1,0 3,9 0,9 4,7 1,4 0.4 0,0
IF 4 C 17,6 4.4 3,3 1,1 4.9 1,2 0,0 1,4 0,4 0,2
IF 4 R 26,0 0,8 3,8 1,5 5,3 0,3 2,5 1,4 0,6 0,1
IF 5 C 15,9 2,9 3,4 1,4 6,7 2,2 0,0 1,4 0,6 0,0
IF 5 R 24,8 3,6 4,0 0,8 52 0,4 1,2 1,4 0,6 0,0
IF 6 C 17,3 0,6 2,7 0,4 59 0,6 0,0 1,4 0,6 0,1
IF 6 R 18,4 29 4,4 0,6 7,8 0,9 0,0 1,4 0,6 0,1
PF 1 C 52,5 3,0 10,5 1,4 7,9 0,9 12,2 1,4 0,4 0,1
PF 1 R 68,6 3,8 9,8 2,0 5,7 0,8 7,0 1,4 0.4 0,1
PF 2 C 22,6 2,6 4,6 0,4 5,6 0,3 3,3 1,4 0,4 0,2
PF 2 R 33,0 3,7 4,7 0,6 3,9 0,3 4,3 1,4 0,3 0,2
PF 3 C 16,4 0,8 3,8 0,5 8,0 1,2 0,0 1,4 0,5 0,1
PF 3 R 33,9 2,2 6,7 1,1 6,3 1,3 6,2 1,4 0,3 0,1
PF 4 C 17,9 0,6 4,4 0,9 6,4 0,5 0,0 1,4 0,6 0,1
PF 4 R 30,1 4,3 4,7 1,3 5,1 0,0 1,8 1,4 0,5 0,0
PF 5 C 20,9 1,6 4.5 1,7 9,4 1,4 0,0 1,4 0,7 0,0
PF 5 R 20,3 3,5 5,5 1,3 8,2 1,0 0,0 1,4 0,6 0,2
FF 1 C 53,1 4,9 14,3 3,3 6,4 0,3 11,3 1,4 0,3 0,0
FF 1 R 61,8 1,8 12,4 1,6 6,3 0,2 8,9 1,4 0,3 0,0
FF 2 C 22,4 2,5 54 1,3 8,9 0,6 2,1 1,4 0,4 0,1
FF 2 R 35,4 4,0 7,3 0,6 6,3 0,8 5,7 1,4 0,4 0,1
FF 3 C 20,4 2,0 4,2 0,8 9,5 4,7 0,0 1,4 0,5 0,1
FF 3 R 266 10,3 8,0 6,5 6,2 2,4 55 1,4 0,3 0,0
FF 4 C 19,2 2,3 6,8 1,8 9,6 1,1 0,0 1,4 0,5 0,0
FF 4 R 30,6 1,9 5,2 0,5 6,3 0,3 1,8 1,4 0,5 0,1
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Tabla III.1.b Numero de foliolos, peso de la corona (g/planta), longitud (cm), didmetro (mm)
y peso de la raiz (g/planta) en dos variedades (Var) de esparceta ‘Cotswold Common’ (C) y
‘Reznos’ (R) en los diferentes cortes practicados en inicio de floracion (IF), plena floracién
(PF) y final de floracion (FF) en 2009 (DE, desviacion estandar). Media de tres repeticiones
(doce plantas/repeticion y una planta/repeticion para el nimero de foliolos).

Numero de Peso de Longitud Diadmetro Peso de
Trat Corte Var foliolos la corona de la raiz de la raiz la raiz
Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE

IF 1 C 232 1.2 6,3 1,4 12,7 1,0 7,9 0,7 5,0 0.6
IF 1 R 22,7 0,6 7,5 1,4 10,1 0,6 8,4 1,1 4.6 0.4
IF 2 C 20,1 0,2 4,2 0,7 127 15 7,5 0,3 5,9 0.4
IF 2 R 17,1 0,6 6,6 2,4 8,1 0,9 7,9 0,8 6,6 0.5
IF 3 C 19,2 3,7 5,0 1,0 12,0 1,4 8,8 1,3 6,0 0.6
IF 3 R 14,4 3,2 6,4 2,8 16,7 5,3 9,8 1,5 5,4 0.4
IF 4 C 17,9 1,1 4,9 0,2 13,0 04 8,6 . 4,9 0.3
IF 4 R 14,4 1.2 6,5 0,8 18,9 1,3 10,5 1,4 5,9 0.5
IF 5 C 18,9 2,1 53 0,9 14,7 0,2 8,9 0,8 5,7 0.8
IF 5 R 12,1 0,4 5,7 0,7 147 2,0 8,9 0,8 4,8 0.3
IF 6 C 18,1 0.4 4,7 1,1 15,0 1,0 8,0 0,0 5,6 0.2
IF 6 R 14,7 2,0 7,3 1,5 145 34 8,6 0,7 6,6 0.8
PF 1 C 249 1.2 4,9 2,5 13,5 26 7,3 0,2 4,8 0.7
PF 1 R 22,6 08 7,8 1,8 139 08 9,1 2,0 5,1 0.8
PF 2 C 17,7 03 3,9 0,9 12,9 1,2 7,8 0,5 4,2 0.1
PF 2 R 16,7 05 3.9 0,1 104 09 10,1 0,6 5,3 0.6
PF 3 C 16,5 1.8 2,6 0,2 10,0 3.1 8,0 0,3 4,7 0.3
PF 3 R 13,7 1.8 3,8 0,7 14,0 14 104 02 6,4 0.3
PF 4 C 17,1 0,5 54 1,0 149 0,3 8,9 1,2 4,9 0.6
PF 4 R 14,1 0,7 53 1,0 12,9 1,3 9,7 1,1 5,2 0.5
PF 5 C 18,7 1,0 6,2 1,9 11,7 0,8 7,9 1,3 4,9 0.8
PF 5 R 153 2,0 6,7 1,0 126 08 9,1 0,6 5,7 0.5
FF 1 C 243 1,6 2,6 0,6 8,3 1,0 71 0,8 4,4 0.6
FF 1 R 21,9 03 9,7 1,2 7,7 0,4 9,9 1,0 5,7 0.6
FF 2 C 16,7 0,9 3,8 0,6 10,7 0,9 8,5 0,3 5,4 0.6
FF 2 R 16,5 1,3 9,9 0,6 154 1,8 9,3 1,0 6,2 0.7
FF 3 C 17,0 17 5,2 1,1 14,7 0,9 8,4 0,7 4,7 0.7
FF 3 R 12,8 2,0 7,6 2,1 15,8 5,7 10,2 1,2 6,1 1.1
FF 4 C 176 22 7,6 1,5 10,3 0,7 7,9 0,9 5,5 0.6
FF 4 R 140 14 5,0 1,3 14,1 1,8 8,5 0,2 5,0 0.4
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Tabla III.1.c Medias y significacion de los efectos en el analisis de varianza de los diferentes
factores para los parametros longitud (LA), peso de la parte aérea (PA) y peso total de la parte
aérea (PTA), nimero de tallos (NT), nimero de inflorescencias (NI), proporcion de hojas
(PH), nimero de foliolos (NF), peso de la corona (PC), longitud (LR), didmetro (DR) y peso
de la raiz (PR) en dos variedades de esparceta ‘Cotswold Common’ (C) y ‘Reznos’ (R), en los
diferentes cortes practicados en inicio de floracion (IF), plena floracion (PF) y final de
floracion (FF).

Tratamiento Variedad Trat Var
IF PF FF SE1 C R SE2 Trat Cor Var xVar xCor

LA 2955 316 337 031 264 368 0,58 o o ok ns o

PA 5,8 5,9 8,0 0,27 6.4 6.8 0,29 * o ns ns ns
PTA 33,1 296 310 1,46 299 33,0 1,18 ns / ns ns /
NT 6,2 6,7 7,5 0,21 7,6 5,9 0,20 * o o ns i
NI 3,7 3,5 4,4 0,33 3,4 4,3 0,37 ns o ns ns o
PH 0,5 0,5 0,4 0,01 048 0,41 0,01 ns o i ns ns
NF i7,7 177 176 031 191 16,2 0,24 ns o ok ns ns
PC 5,9 5.1 6,4 0,35 4,8 6,7 0,20 ns ** o ** i
LR 13,7 12,7 121 0,70 12,5 13,4 0,37 ns ** ns ns ns
DR 8,7 8,9 8,7 0,12 8,1 9,4 0,15 ns * Hoxx ns ns
PR 5,6 5.1 54 0,19 5,1 5,6 0,15 ns ns ** ns ns

SE = error estandar; Trat = tratamiento; Cor = corte; Var = variedad; NS, *, ** **¥*
significacion de la F al nivel de probabilidad P>0,05; P<0,05; P<0,01 y P<0,001,
respectivamente.

I11.1.1 Longitud de la parte aérea

La longitud de la parte aérea se vio afectada por los factores ‘tratamiento’ (P<0,01),
‘variedad’ (P<0,001), ‘corte’ (P<0,001) y por la interaccion variedad*corte (P<0,01). La
variedad ‘Reznos’ fue significativamente mas alta que ‘Cotswold Common’, con 36,8 cm vs
26,4 cm de media, salvo en IF6 y PF5 donde las dos variedades tuvieron una altura similar.
Las plantas fueron de mayor longitud en el primer corte, por encima de 50 cm en ‘Cotswold
Common’ y de 60 cm en ‘Reznos’. En los siguientes cortes la longitud media se situd entre 20
y 30 cm sin diferencias significativas, salvo en IF2 donde ‘Reznos’ alcanz6 41,4 cm (Figura
II1.1.1).
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Figura III.1.1. Longitud de la parte aérea de ‘Cotswold Common’ y ‘Reznos’ en los cortes de
los tratamientos IF, PF y FF.

I11.1.2 Peso de la parte aérea

El peso de la parte aérea se vio afectado por el tratamiento, siendo el peso medio producido
por corte en IF y PF significativamente inferior al peso por corte producido en FF con 5,8 y
5,9 g/planta en IF y PF vs 8,0 g/planta en FF. Sin embargo el diferente nimero de cortes en
cada tratamiento, de 4 a 6 cortes, conllevd que las plantas produjeran en total alrededor de 30
g/planta sin que hubiera diferencias significativas entre tratamientos. La variedad no tuvo
efectos significativos. El peso de la parte aérea oscilo entre 2,7 g MS/planta (C, I[F6) y 16,9 g
MS/planta (C, IF1).

El primer corte fue el mas productivo, representando el 42 %, 34 % y 42 % de la produccion
total en IF, PF y FF, respectivamente, siendo la del primer corte significativamente mas
elevada que la del resto de cortes. Estos ultimos no mostraron diferencias significativas entre
ellos, salvo en IF2 (Figura I11.1.2).
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Figura III.1.2. Peso de la parte aérea medio de las dos variedades de esparceta en los cortes
de los tratamientos IF, PF y FF.

1I1.1.3 Numero de tallos

El nimero de tallos se vio afectado por el tratamiento y la variedad. La interaccion
variedad*corte también resultd significativa (P<0,001) (Tabla IIL.1). En el tratamiento IF, el
numero de tallos por planta se redujo en los cortes IF3 e IF4, volviendo a incrementarse en
IF5 e IF6. ‘Cotswold Common’ produjo mayor nimero de tallos o fue igual a ‘Reznos’ en
todos los cortes salvo en IF6 donde el nimero de tallos de ‘Reznos’ fue superior. ‘Cotswold
Common’ produjo mayor niimero de tallos en los primeros cortes de IF y PF: IF1, IF2, PF1,
PF2 y PF3 y en FF2, FF3 y FF4 (Figura II1.1.3).
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Figura III.1.3. Numero de tallos de ‘Cotswold Common’ y ‘Reznos’ en los cortes de los
tratamientos IF, PF y FF.
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I11.1.4 Numero de inflorescencias
El ntimero de inflorescencias no se vio afectado ni por el tratamiento ni por la variedad. El
corte, asi como la interaccion variedad*corte fueron significativos (P<0,001). El numero de
inflorescencias experimentd un declive rapido después de los primeros cortes en IF y del
primer corte en PF y FF, particularmente en el caso de ‘Cotswold Common’ como se puede
apreciar en la Figura I11.1.4.

imd {
JEE [ Ll

IF1 IF2 IF3 IF4 IF5 IF6 PF1 PF2 PF3 PF4 PF5 FF1 FF2 FF3 FF4
Corte

1

10 ~

Figura III.1.4. Numero de inflorescencias de ‘Cotswold Common’ y ‘Reznos’ en los cortes
de los tratamientos IF, PF y FF.

La diferencia mas notable entre variedades, residio en que, mientras ‘Cotswold Common’ no
florecié mas que en los dos primeros cortes de IF, PF y FF, ‘Reznos’ mostré inflorescencias
en todos los cortes salvo IF6 y PF5.

I11.1.5 Proporcion de hojas
La proporcion de hojas se vio afectada significativamente por la variedad y el corte dentro del
tratamiento (P<0,001). La proporciéon de hojas oscilé entre 0,25 y 0,70, siendo
significativamente mas baja en los dos primeros cortes de IF y los tres primeros cortes de PF
y FF, con 0,36 de media, frente a 0,55 de proporcion de hojas en los ultimos cortes de estos
mismos tratamientos (Figura IIL.1.5). ‘Cotswold Common’ fue mas frondosa que ‘Reznos’
con una proporcion de hojas media de 0,48 frente a 0,41 (P<0,001).
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Figura III.1.5. Proporciéon de hojas de la esparceta en los cortes de los tratamientos IF, PF y
FF.

I11.1.6 Numero de foliolos
Las variedades divergieron en el numero de foliolos (P<0,001). La media de foliolos por hoja
fue de 19,1 en ‘Cotswold Common’ vs 16,2 en ‘Reznos’. Ambas variedades presentaron un
numero de foliolos por hoja mas elevado (23,3) en el primer corte de cada tratamiento que en
los siguientes (16,3) como se puede apreciar en la Figura II1.1.6.
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Figura III.1.6. Numero de foliolos de la esparceta en los cortes de los tratamientos IF, PF y
FF.
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I11.1.7 Peso de la corona

El peso de la corona se vio afectado por la variedad, el corte, asi como por las interacciones
tratamiento*variedad y variedad*corte (Tabla IIl.1.c) (Figura IIl.1.7.a y III.1.7.b). En
general, el peso de la corona fue mayor en ‘Reznos’ que en ‘Cotswold Common’. Las
diferencias mas importantes se obtuvieron en PF1 y FF1 y FF2 respectivamente. Por otra
parte, en el corte FF4, el peso de la corona de ‘Reznos’ fue més elevado que el de ‘Cotswold
Common’, 7,6 g vs 5,0 g (Figura IIl.1.7.a). En lo referente a la interaccion
tratamiento*variedad, aunque el peso de la corona fue siempre mas elevado en ‘Reznos’ que
en ‘Cotswold Common’, las diferencias entre ambas fueron mas importantes en FF, mientras
que en PF las diferencias fueron las menos importantes (Figura I11.1.7.b).
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IF1 IF2 IF3 IF4 IF5 IF6 PF1 PF2 PF3 PF4 PF5 FF1 FF2 FF3 FF4
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Figura II1.1.7.a Peso de la corona PC (en g) de ‘Cotswold Common’ y ‘Reznos’ en los cortes
de los tratamientos IF, PF y FF.
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Figura III.1.7.b Peso de la corona PC (en g) de ‘Cotswold Common’ y ‘Reznos’ en los
tratamientos IF, PF y FF.
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I11.1.8 Longitud de la raiz
La longitud de la raiz no se vio afectada ni por el tratamiento ni por la variedad, pero si por el
corte (Tabla IIl.1.c). La longitud de la raiz fue superior en IF4 frente a [F2 y en FF2, FF3 y
FF4 frente a FF1 (Figura II1.1.8).
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Figura III.1.8. Longitud de la raiz LR (en cm) de la esparceta en los cortes de los
tratamientos IF, PF y FF.

I11.1.9 Diametro de la raiz
El diametro de la raiz fue significativamente mayor en ‘Reznos’ con 9,4 mm vs 8,1 mm en
‘Cotswold Common’. No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos (Figura
IIL.1.9). Sin embargo, en el tratamiento IF, el didmetro de la raiz fue superior en IF3 y [F4
(9,6 mm de media) que en el resto de cortes (8,0 mm de media).
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Figura II1.1.9. Didmetro de la raiz de la esparceta en los cortes de los tratamientos IF, PF y
FF.
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I11.1.10 Peso de la raiz
El peso de la raiz se vio afectado tnicamente por la variedad (Tabla IIl.1.c). ‘Reznos’
presento un peso de raiz mas elevado que ‘Cotswold Common’ con 5,6 g frente a 5,1 g.
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I11.2 Composicion quimica de la materia seca

I11.2.1 Composicion quimica de la parte aérea

En la Tabla III.2.1.a se recogen los contenidos medios y la desviacion tipica en PB, FND,
FAD, LAD y TC de la parte aérea. En la Tabla IIL.2.1.b se resumen los valores de los
distintos pardmetros, asi como la significacion de los efectos y de las interacciones obtenidas
en el andlisis de varianza realizado para cada determinacion.

Tabla I11.2.1.a Composicion quimica de la parte aérea (%): proteina bruta (PB), fibra neutro
detergente (FND), fibra acido detergente (FAD), lignina acido detergente (LAD) y taninos
condensados TC) de dos variedades de esparceta ‘Cotswold Common’ (C) y ‘Reznos’ (R) en
los diferentes cortes practicados en inicio de floracion (IF), plena floracion (PF) y final de
floracion (FF) en 2009 (DE, desviacion estandar). Media de tres repeticiones.

PB FND FAD LAD TC
Trat Corte Var Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE
IF 1 C 23,1 0,8 21,1 2,0 15,0 1,6 1,9 0,6 2,5 0,2
IF 1 R 16,0 0,7 32,8 1,6 22,7 1,3 3,8 0,5 1,8 0,2
IF 2 C 15,7 0,7 41,5 1,6 30,6 1,3 7,8 0,5 2,6 0,2
IF 2 R 14,0 0,8 40,7 2,0 30,0 1,6 6,8 0,6 2,7 0,2
IF 3 C 14,9 0,7 41,5 1,6 30,6 1,3 9,1 0,5 3,5 0,2
IF 3 R 13,3 0,7 48,4 1,6 35,8 1,3 8,7 0,5 1,8 0,2
IF 4 C 154 0,7 39,0 1,6 28,6 1,3 8,4 0,5 3,6 0,2
IF 4 R 14,2 0,8 40,5 2,0 30,3 1,6 7,4 0,6 2,6 0,2
IF 5 C 15,3 0,7 42,7 1,6 31,5 1,3 9,2 0,5 2,8 0,2
IF 5 R 12,6 0,8 451 2,0 33,3 1,6 8,6 0,6 2,7 0,2
IF 6 C 17,7 0,7 38,2 1,6 28,0 1,3 8,6 0,5 3,3 0,2
IF 6 R 16,6 0,8 41,3 2,0 30,3 1,6 8,5 0,6 2,3 0,2
PF 1 C 20,2 0,7 24,7 1,6 17,1 1,3 3,0 0,5 2,9 0,2
PF 1 R 13,8 0,7 34,0 2,0 22,6 1,6 3,8 0,6 1,8 0,2
PF 2 C 14,3 0,7 37,9 1,6 27,8 1,3 7,2 0,5 3,3 0,2
PF 2 R 12,0 0,7 49,2 1,6 36,9 1,3 8,9 0,5 1,8 0,2
PF 3 C 15,2 0,7 43,9 2,0 33,2 1,6 9,7 0,6 3,1 0,2
PF 3 R 12,9 0,7 48,8 1,6 36,4 1,3 8,7 0,5 2,0 0,2
PF 4 C 15,1 0,7 36,3 1,6 26,5 1,3 7,9 0,5 3,7 0,2
PF 4 R 16,3 0,7 29,5 2,0 21,7 1,6 4.5 0,6 2,9 0,2
PF 5 C 15,2 0,8 40,5 2,0 29,4 1,6 9,0 0,6 2,9 0,2
PF 5 R 14,2 0,8 40,8 1,6 28,9 1,3 7,4 0,5 2,9 0,2
FF 1 C 16,3 0,8 33,6 2,0 23,1 1,6 3,8 0,6 2,3 0,2
FF 1 R 13,5 0,7 38,0 1,6 249 1,3 3,9 0,5 1,3 0,2
FF 2 C 14,6 0,7 42,4 1,6 31,3 1,3 7,8 0,5 2,9 0,2
FF 2 R 12,1 0,7 45,4 1,6 33,0 1,3 7,7 0,5 2,2 0,2
FF 3 C 15,0 0,7 39,0 1,6 28,3 1,3 75 0,5 3,3 0,2
FF 3 R 14,8 0,7 38,5 1,6 28,7 1,3 6,4 0,5 2,8 0,2
FF 4 C 14,4 0,7 44,0 1,6 30,9 1,3 10,0 0,5 2,6 0,2
FF 4 R 13,0 0,7 40,3 1,6 29,1 1,3 7,0 0,5 2,9 0,2

150



Ensayo 111

Tabla IIL.2.1.b Medias y significacion de los efectos en el andlisis de varianza de los
diferentes factores para el contenido en proteina bruta (PB), fibra neutro detergente (FND),
fibra acido detergente (FAD), lignina acido detergente (LAD) y taninos condensados (TC) de
la parte aérea de dos variedades de esparceta ‘Cotswold Common’ (C) y ‘Reznos’ (R)
sometidas a ritmos de corte en inicio de floracion (IF), plena floracién (PF) y final de
floracion (FF) en 2009.

Tratamiento Variedades Trat  var
IF PF FF SE1 C R SE2 Trat Cor Var xVar xCor

PB 15,7 149 142 0,09 16 13,9 0,19 (#*kx doek dkwk g ok
FND 394 38,6 40,1 027 37,9 40,8 0,46 * Ak Rk g kR
FAD 28,9 28,1 28,7 0,22 27,5 29,6 036 ns Rk ke g kel
LAD 74 7,1 6,8 0,10 74 6,7 0,13 * Rk ek ns  CeEE
TC 27 27 26 048 30 23 042 ns Rk wkk g ok

SE = error estandar; Trat = tratamiento; Cor = corte; Var = variedad; ns, *, ** *%*
significacion de la F al nivel de probabilidad P>0,05; P<0,05; P<0,01 y P<0,001,
respectivamente.

I11.2.1.1 Contenido en PB
El tratamiento afectd de forma significativa al contenido en PB que experiment6 un descenso
de IF a FF, con 15,7 %, 14,9 % y 14,2 % de media, respectivamente. En IF y PF, hubo una
diferencia media claramente significativa entre el primer corte y los cortes siguientes, 19,6 %
vs 14,9 %, que fue menos marcada en FF. La variedad ‘Cotswold Common’ tuvo un
contenido de PB de 19,9 %, significativamente mas alto que ‘Reznos’, 14,4 % en los primeros
cortes de cada tratamiento (IF1, PF1 PF2, PF3, FF1 y FF2) (Figura I11.2.1.1).
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Figura II1.2.1.1. Contenido en proteina bruta (PB, en %) de la parte aérea de ‘Cotswold
Common’ y ‘Reznos’ en los cortes de los tratamientos IF, PF y FF.
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I11.2.1.2 Contenido en FND

El contenido en FND se vio afectado significativamente por el tratamiento (P<0,05), la
variedad (P<0,001) y el corte (P<0,001). La interacciéon variedad*corte también resultd
significativa (P<0,001). El factor que tuvo el mayor peso explicativo fue el corte; la principal
diferencia se encontr6 entre el primer corte en los tres tratamientos y los siguientes (Figura
I11.2.1.2). El contenido en FND oscil6 entre 21,1 % y 48,8 % con una media de 40 %. Los
primeros cortes (IF1, PF1 y FF1) presentaron un contenido de FND medio de 31% vs 42% en
los cortes sucesivos. Fue mas elevado en ‘Reznos’ que en ‘Cotswold Common’ (40,8 % vs
37,9 %) (Tabla II1.2.1.b). ‘Cotswold Common’, sin embargo, presentd valores mas elevados
en FND en PF4 PF5 y FF4 (Figura 111.2.1.2).
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Figura II1.2.1.2. Contenido en fibra neutro detergente (FND, en %) de la parte aérea de
‘Cotswold Common’ y ‘Reznos’ en los cortes de los tratamientos IF, PF y FF.

I11.2.1.3 Contenido en FAD

El contenido en FAD experimentd una evolucion similar al contenido en FND. No se
observaron diferencias entre tratamientos, pero tanto los factores corte y variedad como la
interaccion entre ambos, resultaron significativos (P<0,001) (Tabla IIL.2.1.b) Al igual que
para el contenido en FND, los valores mas bajos de FND se obtuvieron en los primeros cortes
realizados en cada tratamiento (Figura II1.2.1.3). La parte aérea de ‘Reznos’ presentd valores
de FAD mas elevados que los de ‘Cotswold Common’ en la mayor parte de los cortes dentro
de cada tratamiento; el contenido en FAD de ambas variedades divergio en IF1, IF2, PF1 y
PF2. Por otra parte, en el cuarto corte del tratamiento PF, el contenido en FAD de ‘Cotswold
Common’ fue superior al de ‘Reznos’ (Figura 111.2.1.3).
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Figura IIL2.1.3. Contenido en fibra 4cido detergente (FAD, en %) de la parte aérea de
‘Cotswold Common’ y ‘Reznos’ en los cortes de los tratamientos IF, PF y FF.

I11.2.1.4 Contenido en LAD

El tratamiento, el corte, la variedad y la interaccion variedad*corte afectaron de forma
significativa al contenido en LAD, como se puede apreciar en la Tabla I11.2.1.b. El contenido
en LAD disminuy6 ligeramente desde el tratamiento IF a FF. En cada tratamiento, el
contenido en LAD del forraje del primer corte fue inferior al obtenido en el resto de cortes. En
el tratamiento IF no se observaron diferencias entre variedades a lo largo de los cortes
efectuados salvo en IF1 en el cual el contenido en LAD de ‘Reznos’ fue superior al de
‘Cotswold Common’. En el tratamiento PF, en el segundo corte realizado, ‘Reznos’ presento
valores de LAD superiores a los de ‘Cotswold Common’; sin embargo, en PF4 y PF5, asi
como en los dos ultimos cortes del tratamiento FF, el contenido en LAD de ‘Cotswold
Common’ fue superior al de ‘Reznos’ (Figura I111.2.1.4).
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Figura III.2.1.4. Contenido en lignina 4cido detergente (LAD, en %) de la parte aérea de
‘Cotswold Common’ y ‘Reznos’ en los cortes de los tratamientos IF, PF y FF.
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I11.2.1.5 Contenido en TC
El contenido en TC no se vio afectado por el tratamiento, con una media de 2,7 %, pero si por
el corte dentro de cada tratamiento, la variedad y la interaccion entre los mismos (Tabla
IIL.2.1.b). El contenido en TC de ‘Cotswold Common’ fue superior al de ‘Reznos’ (3,0 % vs
2,3 % de media) en la mayor parte de los cortes, salvo en IF2, IF5, PF5 y FF4, en los que el %
de TC de ambas variedades fue similar (Figura I11.2.1.5.)
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Figura IIL.2.1.5. Contenido en taninos condensados (TC, en %) de la parte aérea de
‘Cotswold Common’ y ‘Reznos’ en los cortes de los tratamientos IF, PF y FF.
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I11.2.2 Composicion quimica de la corona y de la raiz

En la Tabla III.2.2.a se recogen los valores medios y los valores de desviacion tipica en AL,
AZ y PB, de la corona y de la raiz. En la Tabla II1.2.2.b se resumen los valores de los
distintos pardmetros, asi como la significacion de los factores en el andlisis de la varianza

realizado.

Tabla II1.2.2.a Composicion quimica de la corona y de la raiz (%): almidon (AL), azlcares
solubles (AZ) y proteina bruta (PB) de dos variedades de esparceta ‘Cotswold Common’ (C)
y ‘Reznos’ (R) en los diferentes cortes practicados en inicio de floracion (IF), plena floracion
(PF) y final de floracion (FF) en 2009 (DE, desviacion estandar). Media de tres repeticiones.

Corona Raiz

Trat Corte Var AL AZ PB AL AZ PB
Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE
IF 1 C 40 04 31 02 125 06 29 06 38 04 77 0,7
IF 1 R 6,1 04 43 02 130 06 83 06 63 04 10,8 0,7
IF 2 C 41 04 27 02 124 06 25 06 34 04 7,7 07
IF 2 R 34 04 23 02 114 06 45 06 34 04 104 0,7
IF 3 C 5,1 0,4 3,1 02 142 06 60 06 48 04 95 0,7
IF 3 R 36 04 24 02 118 06 53 06 43 04 76 0,7
IF 4 C 39 04 30 02 141 06 55 08 50 05 93 0,9
IF 4 R 39 04 26 02 121 06 7,1 08 49 04 83 0,7
IF 5 C 46 04 39 02 142 06 70 06 53 04 115 0,7
IF 5 R 4,7 0,4 3,2 0,2 124 0,6 9,3 0,6 57 04 11,7 0,7
IF 6 C 38 04 29 02 136 06 52 06 45 04 102 0,7
IF 6 R 44 04 25 02 136 06 72 06 48 04 108 0,7
PF 1 C 41 04 39 02 140 06 53 06 48 04 94 07
PF 1 R 68 04 43 02 146 06 75 06 50 04 110 0,7
PF 2 C 4,0 0,4 3,3 0,2 15,7 0,6 5,4 0,6 4.9 04 114 0,7
PF 2 R 38 04 26 02 124 06 40 06 40 04 90 0,7
PF 3 C 42 04 34 02 130 06 4,1 06 37 04 10,7 0,7
PF 3 R 36 04 24 02 121 06 60 06 44 04 86 0,7
PF 4 C 49 04 36 02 147 06 59 06 6,1 0,4 105 0,7
PF 4 R 60 04 44 02 128 06 100 06 75 04 10,7 0,7
PF 5 C 67 04 39 02 164 06 80 08 55 04 127 0,7
PF 5 R 58 04 3,1 02 143 06 68 08 54 05 104 0,9
FF 1 C 45 04 41 02 138 06 43 06 48 04 89 0,7
FF 1 R 60 04 37 02 139 06 86 06 56 04 110 0,7
FF 2 C 54 04 42 02 146 06 56 06 50 04 122 0,7
FF 2 R 48 04 32 02 109 06 75 06 60 04 100 0,7
FF 3 C 55 04 38 02 136 06 87 06 55 04 113 0,7
FF 3 R 48 04 28 02 125 06 7,1 06 53 04 97 07
FF 4 C 57 04 38 02 168 06 69 06 54 04 13,0 0,7
FF 4 R 5,6 0,4 4.2 02 142 06 116 0,6 7,5 04 132 0,7
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Tabla III.2.2.b Medias y significacion de los efectos en el andlisis de varianza de los
diferentes factores para los contenidos en almidon (AL), azucares solubles (AZ) y proteina
bruta (PB) de la corona (%) y de la raiz (%), de dos variedades de esparceta ‘Cotswold
Common’ (C) y ‘Reznos’ (R) sometidas a tres ritmos de corte: inicio de floracion (IF), plena
floracion (PF) y final de floracion (FF), en 2009.

Tratamiento Variedades Trat  var

IF PF FF SE C R SE  Trat Cor Var xVar xCor
Corona
AL 43 50 53 017 48 50 0,10 * *¥EE - ns ns  RE*
AZ 30 35 37 0,10 3,6 33 0,06 * Rk ek g ke
PB 129 14 13,8 0,26 143 12,8 0,17 ns  #** k% ng *
Raiz
AL 59 63 7,6 024 57 7,5 0,17 * Rk ek g ke
AZ 47 51 57 012 49 54 0,10 * Ak Rdek g kR
PB 96 104 11,2 0,24 10,5 10,3 0,19 * *¥EE - ns ns R

SE = error estandar; Trat = tratamiento; Cor = corte; Var = variedad; NS, *, ** %%
significacion de la F al nivel de probabilidad P>0,05; P<0,05; P<0,01 y P<0,001,
respectivamente.

I11.2.2.1 Contenido en AL de la corona
El contenido en AL estuvo afectado por el tratamiento, siendo significativamente mas bajo en
IF que en PF y FF (medias de 4,3 % vs 5,0 % y 5,3 %) Hubo una interaccion significativa
(P<0,001) corte*variedad, siendo el contenido de almid6n de ‘Reznos’ mas elevado que el de
‘Cotswold Common’ en los primeros cortes, mientras que en IF3, PF5 y FF3, ‘Cotswold
Common’ presenté mayores porcentajes de almidon que ‘Reznos’ (Figura I11.2.2.1).
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Figura I11.2.2.1. Contenido en almidon (AL, en %) de la corona de ‘Cotswold Common’ y
‘Reznos’ en los cortes de los tratamientos IF, PF y FF.
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I11.2.2.2 Contenido en AZ de la corona
El contenido en AZ de la corona estuvo significativamente afectado por el tratamiento,
incrementandose de IF a PF y FF, con 3,0 %, 3,5 % y 3,7 % de media, respectivamente. La
interaccion corte*variedad resultd significativa (P<0,001) (Tabla IIL.2.2.b), presentando
‘Reznos’ niveles significativamente superiores en AZ en IF1 y PF4, mientras que ‘Cotswold
Common’ tuvo contenidos de AZ mas altos en IF5, PF3, PF5, FF2 y FF3 (Figura 111.2.2.2).
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Figura II1.2.2.2. Contenido en azucares (AZ, en %) de la corona de ‘Cotswold Common’ y
‘Reznos’ en los cortes de los tratamientos IF, PF y FF.

I11.2.2.3 Contenido en PB de la corona
El contenido en PB de la corona se vio afectado por los factores corte, variedad y por la
interaccion de ambos (Tabla II1.2.2.b). ‘Cotswold Common’ presentd valores de PB mas
elevados que ‘Reznos’ en IF3, IF4, IF5, PF2, PF4, PF5, FF2 y FF4. (Figura 111.2.2.3).
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Figura III1.2.2.3. Contenido en proteina bruta (PB, en %) de la corona de ‘Cotswold
Common’ y ‘Reznos’ en los cortes de los tratamientos IF, PF y FF.
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I11.2.2.4 Contenido en AL de la raiz
El contenido en AL de la raiz se vio afectado por el tratamiento, apreciandose un incremento
entre IF, PF y FF, con 5,9 %, 6,3 %, y 7,6 % de media, respectivamente (Tabla II1.2.2.b). Asi
mismo, los factores corte, variedad y la interaccion variedad*corte resultaron significativos
(P<0,001). La variedad ‘Reznos’ present6d un contenido superior a ‘Cotswold Common’ salvo
en IF3, PF2, PF5 y FF3, siendo el contenido de AL de ‘Cotswold Common’ en este tltimo
corte superior al de ‘Reznos’ (Figura I11.2.2.4).
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Figura II1.2.2.4. Contenido en almidon (AL, en %) de la raiz de ‘Cotswold Common’ y
‘Reznos’ en los cortes de los tratamientos IF, PF y FF.

II1.2.2.5 Contenido en AZ de la raiz
El contenido en AZ de la raiz se vio afectado por el tratamiento, incrementandose de media de
4,7 % en IF a 5,7 % en FF (5,1 % en PF). El factor ‘variedad’ fue significativo en FF donde
los contenidos del 5,4 % en ‘Reznos’ superaron a los contenidos del 4,9 % en ‘Cotswold
Common’, salvo en FF3 donde se igualaron. ‘Reznos’ presentd un contenido mas elevado en
AZ en IF1, PF4 y FF4, mientras su contenido fue inferior en PF2 (Figura I11.2.2.5).
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Figura II1.2.2.5. Contenido en azucares (AZ, en %) de la raiz de ‘Cotswold Common’ y
‘Reznos’ en los cortes de los tratamientos IF, PF y FF.
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I11.2.2.6 Contenido en PB de la raiz

El tratamiento afectdé de manera significativa al contenido en PB de la raiz, el cual se
increment6 a medida que disminuyo6 el ritmo de corte (Figura I11.2.2.6). El contenido fue de
media del 9,6 % en IF, 10,4 % en PF y 11,2 % en FF, no siendo PF significativamente distinto
de IF o FF. El contenido en PB no estuvo afectado por la variedad, pero si por el corte dentro
de cada tratamiento y por la interaccion corte*variedad, siendo el contenido en PB de
‘Reznos’ mas elevado en los primeros cortes de cada tratamiento (IF1, IF2, PF1 y FF1)
mientras que presentd valores inferiores a ‘Cotswold Common’ en IF3, PF2, PF5 y FF3.
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Figura II1.2.2.6. Contenido en proteina bruta (PB, en %) de la raiz de ‘Cotswold Common’ y
‘Reznos’ en los cortes de los tratamientos IF, PF y FF.
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IV DISCUSION
IV.1 Produccion de forraje

La produccion total de forraje no estuvo afectada por el factor ‘tratamiento’, siendo el peso
total de la parte aérea producida no significativamente diferente en IF, PF y FF. Aunque el
peso medio por corte fue inferior en IF y PF con respecto a FF, el mayor niimero de cortes
que se practicaron equilibré la produccion final. Al contrario que ocurre en otras especies
como la alfalfa, la produccion de forraje en la esparceta varid6 poco con el avance de la
floracion. En condiciones similares a nuestro ensayo, Alibes et al. (1979) y Delgado et al.
(2010a) no apreciaron diferencias o éstas fueron escasas. Ello podria atribuirse a que la planta
alcanza ya su maximo desarrollo en estados precoces de la floracion y se estabiliza su
crecimiento, como se comprobara cuando se discuta la composicion quimica del forraje que
sufre escasas alteraciones con el progreso de la floracion.

El factor ‘corte’ fue altamente significativo, representando el primer corte el 42 %, 34 % y 42
% en IF, PF y FF respectivamente. Esta proporcion mayor de la produccion de forraje en
primavera es una caracteristica de la especie. En un manejo tradicional en condiciones de
secano, se efectian de dos a tres cortes, llegando el primer corte a totalizar el 90 % de la
produccion (De Falco et al. 2000) pero siendo, en general, alrededor del 70 % (Delgado ef al.
2008a). En las condiciones del ensayo, el aporte de riego y el ritmo de cortes intensivos
permitieron la realizacion de hasta 6 cortes, sin lograr por ello equilibrar el reparto de la
produccion. En el ensayo I, en el cual se realizaron cinco cortes anuales, la proporcion del
primer corte alcanzd el 47% de la produccion total. Delgado ef al. (2008b), también en
condiciones de regadio, llegaron a conclusiones similares, con un primer corte que represento
el 67% de la produccion anual. Esta estacionalidad de la produccion puede representar una
adaptacion a climas frios o semiaridos y tiene probablemente una base genética importante ya
que no responde a un ritmo de corte mas sostenido, ya sea tomando como criterio la altura de
las plantas (De Falco et al. 2000; Maiorana et al. 1995) o su estado fenoldgico como en el
presente trabajo o en el ensayo de pastoreo de Mowrey y Volesky (1993).

El factor ‘corte’ también afectd significativamente a la longitud de la parte aérea, al nimero
de foliolos por hoja y al de inflorescencias. La longitud de la parte aérea fue
considerablemente mayor en el primer corte, 50 cm y 60 cm en ‘Cotswold Common’ y
‘Reznos’ respectivamente, frente a 20/30 cm en los cortes siguientes. Esta diferencia se debio
al elevado desarrollo que tuvieron las plantas en el primer ciclo productivo. El nimero medio
de foliolos por hoja del primer corte fue de 23,3 vs 16,3 en los siguientes. Inversamente, la
proporcion de hojas se incremento a partir del tercer (IF) o del cuarto corte (PF y FF) pasando
de 0,36 a 0,55 de media.

El numero de inflorescencias por planta estuvo también afectado por el corte y experimentd
un descenso marcado desde el primer corte, siendo de 8,7 inflorescencias por planta en el
primero y descendiendo a una media de 2,3 inflorescencias en los cortes siguientes. Estos
cambios apreciados en la morfologia de la esparceta, donde se muestra un crecimiento
importante en primavera, con plantas florecidas, tallos de peso prominente y hojas con
numerosos foliolos, mientras que en verano el crecimiento de las plantas es escaso, con tallos
mas numeros y cortos y hojas con menos foliolos, puede constituir una repuesta de las plantas
al incremento de temperatura que tiene lugar al pasar de la primavera al verano. En nuestro
experimento, hubo un aumento de la temperatura media desde el primer corte de 11,7 °C a
18,3 °C en el segundo corte, siendo 21,7 °C la temperatura media del segundo al ultimo corte.
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La produccion total de forraje tampoco estuvo afectada por el factor ‘variedad’, siendo el peso
total de la parte aérea producida no significativamente diferente en ‘Reznos’ y ‘Cotswold
Common’. ‘Cotswold Common’ alcanzé mayor produccién en el primer corte, como
corresponde a su definicidon como esparceta de un corte, pero luego su produccion decay6 en
los cortes siguientes, igualdndose la produccion de ambas al final del experimento. La
longitud de los tallos, mayor en ‘Reznos’ que en ‘Cotswold Common’, se pudo compensar
con el mayor nimero de tallos y foliolos que mostrd ‘Cotswold Common’, caracteristicas de
las variedades de un corte.

IV.2 Composicion quimica del forraje

Los diferentes pardmetros evaluados que conforman la composicion quimica de la parte aérea
estuvieron influenciados muy significativamente por el corte, la variedad y la interaccion
variedad*corte y, en menor medida, por el tratamiento; la interaccion tratamiento*variedad no
fue significativa.

El contenido en PB fue el unico parametro afectado muy significativamente por el
tratamiento, apreciandose un descenso en el contenido, a medida que progresaba la floracion;
los valores medios obtenidos fueron 15,7 %, 149 % y 14,2 % en IF, PF y FF,
respectivamente. Dicho descenso se debi6 casi exclusivamente a las diferencias observadas
entre el primer corte y los siguientes. En el primer corte tuvieron valores de 23,1 %, 20,2 % y
16,3 % en IF, PF y FF, respectivamente, y en los siguientes la media fue de 14,5 %.
‘Cotswold Common’ presenté un contenido medio méas elevado que 'Reznos’ en el conjunto
de los cortes con 16,0 % vs 13,9 %.

En lo que respecta al contenido medio en FND, FAD y LAD, el tratamiento tuvo menor
incidencia significativa. Al igual que sucedi6 en el contenido en PB, pero a la inversa, hubo
un incremento importante entre el primer corte y los siguientes, pasando de 30,7 % a 41,5 %
en FND, de 20,9 % a 30,5 % en FAD y de 3,4 % a 8,0 % en LAD. ’Reznos’ presento
porcentajes mas elevados en el conjunto de los cortes que ‘Cotswold Common’ en FND, 40,8
% vs 37,9 %, y FAD, 29,9 % vs 27,5 % pero menores en LAD, 7,4 % vs 6,7 %.

Las variaciones observadas entre los diferentes tratamientos y cortes fueron un reflejo de los
cambios habidos en los parametros agromorfologicos de las plantas, con un desarrollo
importante en el primer corte, de plantas con tallos poco numerosos pero grandes y hojas con
muchos foliolos. Las temperaturas suaves habidas hasta el primer corte tuvieron sin duda un
efecto preponderante ya que retardaron la senescencia de los tejidos, dado que en las
leguminosas de clima templado las temperaturas altas afectan a la actividad fotosintética, al
crecimiento y a las relaciones hidricas (Mc Donald y Paulsen 1997).

La fecha del primer aprovechamiento més adecuada para alcanzar el valor nutritivo 6ptimo ha
sido abordada por Carlton et al. (1968), Koch et al. (1972), Borreani et al. (2003) y Delgado
et al. (2010a). En dichos experimentos se estudio la evolucion de la produccion y calidad del
forraje desde el estado de boton floral hasta la formacion de semillas. Los citados autores
apreciaron un aumento de la produccion y una disminucion de la calidad, especialmente del
contenido en proteina, con el envejecimiento de la planta, estableciendo que el momento mas
favorable para realizar el primer corte se localiza entre el inicio de la floraciéon y la plena
floracion.
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El aumento de la produccion se atribuy6 a la mayor contribucion porcentual de los tallos a
medida que envejecia la planta, a lo que se afiadia la aportacion de la masa de inflorescencias.
Con la progresion de la floracion, la relacion hoja/tallo decae rapidamente y, con ello, la
pérdida de calidad (Koch et al. 1972; Pardo et al. 2000; Borreani et al. 2003).

En las condiciones del ensayo y con el rango de estados fenoldgicos en el cual se centra este
trabajo, se aprecio que la cosecha de forraje presenta una buena calidad. La proporcion de
hojas, principales contribuyentes del contenido en PB, no experimentd cambios significativos
entre dichos estados, coincidiendo con los resultados encontrados por Mowrey y Matches
(1991), lo que permite mantener unos parametros de composiciéon quimica de las plantas en
niveles satisfactorios, al contrario de lo que ocurre en otras leguminosas como la alfalfa donde
la calidad del forraje sufre un descenso acentuado durante el periodo de floracion.

El contenido en TC no estuvo afectado por el tratamiento, pero si le afectaron muy
significativamente tanto la fecha de los cortes como la variedad. El porcentaje de TC aumento
en los cortes de verano, en particular en la variedad ‘Cotswold Common’ que tuvo los niveles
de TC mas elevados. Las concentraciones en TC se mantuvieron entre 1,3 % y 3,3 % con una
media de 2,7 %, consideradas como moderadas, todo lo cual contribuye a aumentar la calidad
nutritiva de los forrajes ya que protegen las proteinas de la degradacién ruminal y no
disminuyen la ingestion por los animales (Wang et al. 2000).

IV.3 Dinamica de las reservas

El nivel de reservas de AL, AZ y PB, en coronas y raices estuvo influenciado por el
tratamiento, el corte, la variedad, y la interaccion corte*variedad. En general, el nivel de
reservas se increment6é a medida que el corte fue menos intensivo, de IF a PF, y a FF. El
aumento representd entre IF y FF, el 17 % para el contenido en AL de la corona y el 19 %
para el de AZ y, en la raiz, el 23 % para el contenido en AL, el 18 % para el de AZ y 15 %
para el de PB.

Las plantas llegaron al primer corte con el mismo manejo en los tres tratamientos, por lo que
no presentaron diferencias significativas en contenidos de AL, AZ y PB en coronas y raices.
En el segundo y tercer cortes las plantas de todos los tratamientos estuvieron afectadas por la
accion conjunta del corte y del calor, ya que las temperaturas medias sobrepasaron los 24 °C
en el momento del corte, cuando las temperaturas altas son un factor de estrés metabolico
importante en la esparceta (Kallenbach et al. 1996). Es entonces cuando se apreciaron las
diferencias entre tratamientos, ya que cuanto mas se prolong6 el periodo entre cortes mas
tiempo tuvieron las plantas para reponer sus reservas. En el ultimo corte, se aprecié el efecto
acumulativo de los sucesivos cortes en cada tratamiento con diferencias significativas en el
contenido de la corona en AL del 4,4 % en IF, 5,8 % en PF y 5,6 % en FF, y en AZ del 2,5 %
en IF, 3,1 % en PF y 4,2 % en FF; en la raiz, en AZ del 4,8 % en IF, 5,4 % en PF y 7,5 % en
FF, y en PB del 10,8 % en IF, 10,4 % en PF y 13,2 % en FF. Es interesante destacar que en el
segundo corte las plantas del tratamiento FF tuvieron un nivel de reservas superiores a IF y
PF; en el tercer corte, FF super6 a IF pero no a PF (salvo para el contenido en AL de la
corona) y, en el ultimo corte, FF y PF superaron a IF en contenidos en AL y AZ en la corona,
dando lugar a que el nivel de reservas del tratamiento FF fuese mas alto que el de IF, y que PF
presentase un nivel de reservas no significativamente distinto de FF.
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En lo que respecta a las diferencias entre los dos tipos de esparcetas, los contenidos en AL,
AZ y PB de la corona y de la raiz fueron superiores en ‘Reznos’ con respecto a ‘Cotswold
Common’ en el primer corte de cada tratamiento (salvo en coronas que fueron iguales para
AZ en PF1 y FF1, y para PB en IF1, PF1 y FF1; y en raiz para AZ en PF1 y F1), lo que podria
deberse a la diferencia de precocidad observada entre ambas variedades. De hecho, ‘Reznos’
fue de media nueve dias mas tardia que ‘Cotswold Common’ lo que sugiere que las plantas de
‘Reznos’ dispusieron de mayor tiempo para acumular reservas antes del primer corte y que
una proporciéon mas elevada de los gastos metabolicos generados por el crecimiento en los
nueve dias hasta el momento del corte, estuviesen cubiertos por la actividad fotosintética. Por
el contrario, ‘Cotswold Common’ tuvo mayor contenido en AL, AZ y PB en coronas y raices
en los cortes centrales, probablemente debido al menor consumo metabdlico de ‘Cotswold
Common’ en la formacion de inflorescencias y flores. En general, el nivel de reservas fue
mayor en ‘Cotswold Common’ en la corona en AZ, 3,6 % vs 3,3 %, y PB, 14,3 % vs 12,8 %,
pero mayor en ‘Reznos’ en la raiz en AL, 7,5 % vs 5,7 %, y AZ, 54 % vs 4,9 %. Estas
diferencias podrian atribuirse a la estructura de la corona. La corona es una zona de union
entre los tallos y la raiz y, como tal, incluye la parte basal de los tallos y las yemas
durmientes, por una parte, y la parte alta de la raiz, por otra. ‘Cotswold Common’ present6 un
nimero mayor de tallos y de yemas, lo que puede explicar su contenido mas elevado.

Numerosos trabajos subrayan el efecto depresor que ocasiona en las leguminosas la
eliminacion de la parte aérea ya que, a la vez que elimina la biomasa, priva a la planta de su
capacidad fotosintética y, como consecuencia, de su capacidad de fijacion de nitrégeno
(Badoux 1965; Li et al. 1996). En este contexto, las reservas de la raiz y corona desempenan
un papel importante en la capacidad de rebrote y persistencia de las plantas (Kim et al. 1991;
Teixeira et al. 2007). Se aprecia que cuando se sobrepasa la frecuencia Optima del
aprovechamiento se produce un agotamiento de las reservas, lo que da lugar a una caida de la
produccion y a una pérdida de persistencia. No obstante, la dindmica de almacenamiento y la
composiciéon de las reservas difieren en las leguminosas segin las especies, como
demostraron Li et al. (1996), lo que impide la extrapolacion de un género al otro. En el caso
de la esparceta la dindmica general de almacenamiento ha sido un descenso desde un nivel de
reservas alto en el primer corte al nivel mas bajo en el segundo o tercer corte (segin
tratamientos) antes de recuperarse en los ultimos cortes; ello fue patente en el caso en las
coronas para AL y en raices, para AZ. Una dindmica parecida fue observada por Ben
Chaabane (1997) en la mielga, donde el nivel de carbohidratos decrecia en verano para
alcanzar su maximo en otoflo-invierno.

Mowrey et al. (1992), estudiando las razones del menor crecimiento de las plantas en verano,
apreciaron que la concentracion de carbohidratos en las raices era mas elevada al inicio de la
primavera, descendia fuertemente en verano y volvia a ascender en otofio. En nuestras
condiciones el descenso estival no fue tan marcado quizas por el aporte adecuado de riego.

El contenido de PB en las raices tiene un interés particular segiin algunos autores (Rotili et al.
1999; Simon et al. 2004) ya que permite, después de un aprovechamiento, desarrollar nuevos
brotes hasta que se normaliza la actividad fotosintética, utilizdndose los carbohidratos en los
procesos respiratorios del sistema durante dicho periodo. La aplicacién de un ritmo de corte
intensivo, IF, disminuy6 en un 15 % el contenido de PB radicular en la esparceta.

En lo que respecta a la caracterizacion agromorfoldgica de la corona y raiz, el peso de la

corona no estuvo afectado por el tratamiento, pero si por la variedad y el corte, y hubo una
interaccion significativa tratamiento*variedad y corte*variedad.
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En concreto, el peso de la corona fue mas elevado en ‘Reznos’ con 7,6 g vs 5,0 g que en
‘Cotswold Common’; las diferencias estuvieron méas marcadas en PF1 y, sobre todo, en FF1 y
FF2, ya que el intervalo entre cortes permitié la emision de yemas nuevas en ‘Reznos’, que
incrementaron el peso de la corona.

La longitud de la raiz no estuvo afectada por el tratamiento ni por la variedad, apreciandose
unicamente diferencias entre cortes, siendo en general de menor longitud en el primer corte y
estabilizdndose en los cortes siguientes. El didmetro y peso de las raices estuvieron
significativamente afectados por el corte, pero sobre todo por la variedad. ‘Reznos’ alcanzo
pesos de raices superiores a ‘Cotswold Common’, 5,6 g y 5,1 g de media, respectivamente.
Badoux (1965) observé que el régimen de aprovechamientos afectaba al peso de las raices;
después de cada aprovechamiento, la masa de raices sufria una disminucion del peso y, hasta
que no habia un cierto crecimiento aéreo, no retomaban activamente su recuperacion. En el
presente trabajo, los cortes se efectuaron cuando las plantas habian recuperado su masa foliar
y alcanzado la floracién, estado en el cual la planta se ha recuperado por lo menos
parcialmente del corte lo que explica la ausencia de fluctuacion de peso de las raices y
coronas.

IV 4 Tipificacion de las variedades

Las variedades ‘Cotswold Common’ y ‘Reznos’ divergieron tanto en criterios
agromorfologicos como en su composicion quimica. En lo que respecta a los criterios
agromorfologicos, las plantas de ‘Cotswold Common’ presentaron menor altura (26,4 cm vs
36,8 cm) y mayor numero de tallos (7,6 vs 5,9) y proporcion de hojas (48 % vs 41 %), y de
foliolos (19,1 vs 16,2). En la parte subterranea, ‘Reznos’ destacd por el mayor diametro de la
raiz (9,4 mm vs 8,1 mm), y peso de la raiz (5,6 g vs 5,1 g) y de la corona (6,7 g vs 4,8 g).
Todo ello es coincidente con la caracterizacion de plantas comunes o gigantes llevada a cabo
por Michelena y Hycka (1988) y Prosperi ef al. (1994).

Las diferencias agromorfologicas no dieron lugar a diferencias entre variedades a nivel de
produccion de la parte aérea, al contrario de lo que apreciaron otros autores como Michelena
y Hycka (1988), Prosperi et al. (1994) y Thomson (1951), debido probablemente a la alta
densidad de plantas. Las mismas variedades, sembradas en plantas aisladas en el ensayo I,
tuvieron diferencias en la produccion de MS, siendo la de ‘Reznos’ un 160% superior a la de
‘Cotswold Common’. La densidad fue elegida con el fin de conservar 12 plantas por
contenedor. En condiciones de campo, ello equivale a una densidad de 10 plantas por m” en el
primer afio, densidad que en el segundo afio se reduce a 5/8 plantas por m®. En nuestras
condiciones, y a pesar de los cortes realizados en el afio de establecimiento, el nimero de
plantas se mantuvo casi constante, resultando, quizas demasiadas para que las plantas del tipo
gigante expresaran su pleno potencial.

Las diferencias mas relevantes fueron la precocidad y la intensidad de floracion. ‘Cotswold
Common’ fue mas precoz con 4, 14 y 10 dias en IF1, PF1 y FF1 respectivamente, lo que
coincide con los resultados de Badoux (1965) y Thomson (1951) sobre la mayor precocidad
de las esparcetas de un corte. En las condiciones del ensayo, ‘Cotswold Common’ presento
flores tnicamente en los dos primeros cortes de cada tratamiento, mientras que ‘Reznos’
florecid en todos cortes salvo en IF6 y PF5.
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Al nivel de composicion quimica de la parte aérea, ‘Reznos’ presentd contenidos mas
elevados en FND, FAD y LAD entre 7 % y 9 % de media, que ‘Cotswold Common’ vy,
consecuentemente, contenidos mas bajos en PB (13,6 % vs 16,0 %) y TC (2,3 % vs 3,0 %), lo
que se explica por las diferencias observadas entre las dos variedades en la proporcion de
hojas, dado que las hojas suelen presentar niveles de estos componentes mas elevados que los
tallos (Jarrige et al. 1995). Las diferencias observadas a nivel de composiciéon quimica entre
‘Reznos’ y ‘Cotswold Common’ fueron sobre todo importantes en el primer corte debido a la
mayor precocidad de ‘Cotswold Common’. El contenido en TC fue superior en ‘Cotswold
Common’ salvo en IF5, PF5 y FF4 que fueron los cortes donde la proporcion de hojas alcanzo
valores méaximos, y se igualaron en las dos variedades. Azuhnwi et al. (2010) encontraron
asimismo en algunas variedades suizas de tipo comun, mayor contenido en PB y TC que en
las variedades gigantes Perly y Visnovsky.

En lo que respecta a la parte subterranea se aprecid un ratio superior raiz/parte aérea de
‘Reznos’ frente a ‘Cotswold Common’. Pardo et al. (2000) observaron resultados similares
entre la variedad gigante y la comtn. El mayor tamafio de la raiz de ‘Reznos’ supuso mayores
capacidades de almacenamiento; ya que los pesos de la corona y de la raiz fueron mas
elevados; ello es contrario a los resultados de Badoux (1965) quien encontr6 mayor peso de
las raices en las de un corte que en las de dos cortes. Los contenidos en AL, AZ y PB de la
corona y de la raiz fueron superiores (o iguales) en ‘Reznos’ frente a ‘Cotswold Common’ en
el primer corte de cada tratamiento, lo que podria deberse a la diferencia de precocidad
observada entre las variedades. De hecho, ‘Reznos’ fue de media nueve dias mas tardia que
‘Cotswold Common’ lo que sugiere que las plantas de ‘Reznos’ dispusieron de mayor tiempo
para acumular reservas antes del primer corte y pudieron tener una proporcion mas elevada de
los gastos metabdlicos generados por el crecimiento, cubiertos por la mayor duracion de la
actividad fotosintética hasta el primer corte. Por el contrario, ‘Cotswold Common’ tuvo
mayor contenido en AL, AZ y PB en coronas y raices en los cortes céntricos, probablemente
debido al menor gasto energético de ‘Cotswold Common’ en la produccién de inflorescencias
y flores.

En general, los contenidos en reservas fueron mayores en‘Cotswold Common’ en la corona
(AZ, PB), pero mayores en ‘Reznos’ en la raiz (AL, AZ). Esta diferencia podria atribuirse a la
estructura de la corona. La corona es una zona de unién entre los tallos y la raiz y, como tal,
incluye la parte basal de los tallos y las yemas durmientes, por una parte, y la parte alta de la
raiz, por otra. ‘Cotswold Common’ presenté un nimero superior de tallos y de yemas, lo que
puede explicar su mayor contenido en AZ (3,6 % vs 3,3 %) y PB (14,3 % vs 12,8 %) en la
corona.
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V. CONCLUSIONES

La aplicacion de tres intensidades de corte a dos tipos de esparceta, ‘Cotswold Common’ de
un corte y ‘Reznos’ de dos cortes, con un seguimiento de los parametros agromorfologicos y
de la composicion quimica de las diferentes partes de la planta, permitié relacionar la
produccion de forraje, su calidad y el estado de reservas, con el fin de determinar el manejo
optimo del cultivo:

La produccioén del forraje presentd un reparto marcado por una fuerte estacionalidad en todos
los tratamientos, representando el primer corte, de media, el 39% de la produccion total. No
hubo diferencias significativas en la produccion total entre tratamientos, ni entre variedades.

Los diferentes tratamientos y cortes ocasionaron cambios significativos en los parametros
agromorfologicos de las plantas, con un desarrollo importante en el primer corte de plantas
con tallos poco numerosos pero grandes, hojas con muchos foliolos y abundantes
inflorescencias, y una reduccion significativa en los restantes cortes de la longitud de la parte
aérea, del nimero de foliolos por hoja y de inflorescencias.

La calidad del forraje se caracterizdé por una cierta estabilidad en la composiciéon quimica
entre los tratamientos. La variacion media en PB, entre IF y FF, fue solamente de punto y
medio, pero el descenso en el primer corte fue mas pronunciado, siendo de 23,1 %, 20,2 % y
16,3 % en IF, PF y FF respectivamente.

El contenido en TC no estuvo afectado por el tratamiento, pero muy significativamente por la
fecha de corte y la variedad. Las concentraciones en TC se mantuvieron entre 1,3 % y 3,3 %
con una media de 2,7 %, siendo el verano y la variedad ‘Cotswold Common’ donde se
presentaron los niveles de TC mas elevados.

El nivel de reservas de Al, AZ y PB, en coronas y raices estuvo influenciado por el
tratamiento, el corte y la variedad. En general, el nivel de reservas descendid en verano y se
incremento en otofo, en mayor medida cuanto menos intensivo fue el corte. Ello supuso una
diferencia en el ultimo corte del 17 % entre IF y FF para el contenido en AL de la corona y 19
% para el de AZ, y el 23 % para el contenido en AL radicular, 18 % en AZ y 15 % en PB. En
lo que respecta a las diferencias entre los dos tipos de esparcetas, las reservas fueron
superiores en ‘Reznos’ en el primer corte de cada tratamiento.

Las variedades expresaron diferencias morfoldgicas en funcion de su pertenencia al tipo de
uno o dos cortes. ‘Cotswold Common’ presentd de media con respecto a ‘Reznos’, en todos
los cortes, menor altura de tallos, 26,4 cm vs 36,8 cm, y mayor proporcion de hojas, 48 % vs
41 %, namero de tallos/planta, 7,6 vs 5,9, y foliolos/hoja, 19,1 vs 16,2. En lo que respecta a la
parte subterranea, ‘Reznos’ destacd con respecto a ‘Cotswold Common’ por el mayor
diametro de la raiz, 9,4 mm vs 8,1 mm, peso de la raiz, 5,6 g vs 5,1 g, y de la corona, 6,7 vs
4,8 g.
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Las variedades también divergieron por su composicion quimica siendo, en la parte aérea, el
contenido de ‘Cotswold Common’ mayor en PB, 16,0 % vs 13,9 %, LAD, 7,4 % vs 6,7 %, y
TC, 3,0 % vs 2,3 %. En la parte subterranea, ‘Cotswold Common’ destaco por su contenido
en la corona de AZ, 3,6 % vs 3,3 %, y PB, 14,3 % vs 12,8 %; ‘Reznos’, por su parte, mostrd
mayor capacidad de almacenamiento y contenido de reservas radiculares de AL, 7,5 % vs 5,7
%,y AZ, 5,4 % vs 4,9 %.

Por ello, si estos resultados se confirman, puede concluirse que un corte en estado de plena

floracidon constituye un compromiso ideal ya que permite mantener cierta calidad de forraje y
de reservas en ambos tipos de esparceta.
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Ensayo I'V: Biologia reproductiva de la esparceta

I. OBJETIVOS

La finalidad del ensayo ha sido iniciar el estudio de la biologia reproductiva de la esparceta,
abordando la descripcion morfologica de la flor, la descripcion y cinética de su desarrollo, la
caracterizacion de la fase progamica y el estudio del nivel de autocompatibilidad en esta
especie.

Ello se ha llevado a cambio mediante:
1. La observacion de la inflorescencia y de la flor en sus fases de desarrollo.
2. La determinacion del periodo de receptividad estigmatica.
3. La determinacién del momento de la antesis y del periodo de vida del grano de
polen.
4. El estudio de la cinética de la fase progamica.
5. La comprobacion de la posible existencia de un sistema de autoincompatibilidad.

II. MATERIAL Y METODOS
I1.1 Localizacion, condiciones fisicas del ensayo

El ensayo se realizo en la finca del Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de
Aragon, con la misma coleccion de variedades utilizadas en el ensayo I, durante mayo y junio
de 2009 y mayo, junio y julio de 2010. La localizacion exacta del ensayo y sus parametros
fisicos se presentan en el parrafo II.1 del ensayo 1.

I1.2. Material vegetal

El momento de la antesis se determind en las 23 variedades de la coleccion de esparcetas. El
periodo de receptividad estigmatica, de viabilidad del polen y el estudio de la cinética de la
fase progdmica se determinaron en muestras de varias plantas que pertenecian a un minimo de
cinco variedades distintas. Por ultimo, el seguimiento de inflorescencias, asi como la
comprobacion de una posible autoincompatibilidad, se realizd en dos variedades
representativas de los tipos de uno y dos cortes, ‘Cotswold Common’ y ‘Reznos’.

I1.3. Procesado de las muestras

I11.3.1. Obtencion del polen
Salvo mencion contraria, el polen se recogio de flores en estado de ‘quilla saliendo’. Se observo
que en este estado las flores estan todavia cerradas pero ya tienen el polen dehiscido. El polen se
separ6 de las anteras tamizandolo a través de una criba con poro de 0,26 mm y se conservo en

botes de cristal a 4 °C hasta su utilizacion. La polinizacion se efectué empleando un pincel fino,
que se esterilizo entre cada muestra.
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I11.3.2. Observacion con la lupa y el microscopio

Los distintos estados de las flores y su macromorfologia fueron observados utilizdndose una lupa
binocular Leica MZ16 (Leica Microsystems, Westlar, Alemania) asociada a una cdmara Leica
DC 300.

Para observar el estado del estigma, la presencia de granos de polen o la formacion y crecimiento
de tubos polinicos, se colocaron los pistilos, entre portaobjetos y cubreobjetos, en una solucion
de azul de anilina al 0,1 % (v/v) en PO4K3 0,1 N. El azul de anilina permite resaltar la callosa, un
polimero de glucosa -(1-3) que se acumula a intervalos en el tubo polinico a medida que crece
(Linskens y Esser 1957). Las muestras se observaron con un microscopio Leica DM2500 de
epifluorescencia con el filtro A (filtro excitado BP 340-380 y filtro bloqueador LP 425) asociado
con una camara Canon PowerShot S50. Dado que los pistilos de la esparceta son pequefios y se
aplastan con facilidad, se optd por la observacion directa en azul de anilina sin etapa de
coccion previa con sulfito sodico, tal como se indica en la bibliografia para otras especies con
pistilos mas grandes como el melocotonero (Herrero y Arbeloa 1989).

I1.4. Diseiio experimental
11.4.1 Desarrollo de la floracion

Para conocer la evolucion de la floracion en campo, se hizo el seguimiento de dos variedades
de esparceta, ‘Cotswold Common’ y ‘Reznos’, del tipo “un corte” y “dos cortes”
respectivamente. El seguimiento se hizo a escala de la inflorescencia y a escala de la flor. En
plantas adultas se seleccionaron 10 inflorescencias, principales y secundarias, del primer
brote. Las inflorescencias se marcaron y numeraron para su posterior identificacion. Se
seleccionaron tres flores por inflorescencia respectivamente de la parte basal, media y apical
de la espiga; para ello se utiliz6 hilo de cobre. El seguimiento de las inflorescencias se realizo
cada tres dias, anotandose el nimero de flores y su estado. Las flores se controlaron cada dos
horas, desde su apertura al cierre. Los distintos estados de las inflorescencias fueron
determinados basandose en la escala de estados fenoldgicos establecida por Delgado et al.
(2010):

1. Estado ‘boton floral’: Aparicidon de los primeros botones verdes.

2. Estado ‘inicio de floracion’: Al menos dos-tres flores abiertas.

3. Estado ‘plena floracion’: Al menos el 50% de las flores abiertas.

4. Estado ‘final de floracion’: Flores abiertas inicamente en la parte superior.

5. Estado ‘caliz hinchado’: Aparicion de primeras vainas formadas en la base de la
inflorescencia.

6. Estado ‘semilla verde’: Sé6lo vainas verdes en la inflorescencia, las flores ya han
desaparecido.

7. Estado ‘semilla seca’: Vainas virando a marron.
Los estados fenologicos de las flores se definieron tras el seguimiento de las mismas.
Con el fin de evaluar posteriormente una posible autogamia en las distintas variedades, se

observd en una poblacion de 230 flores, procedentes de 23 variedades distintas, el estado en el
cual dehiscen las anteras y la posicion relativa del estigma y de las anteras.
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11.4.2 Prueba de mantenimiento de flores en laboratorio

Para determinar si podian utilizarse flores cortadas en el ensayo, se realizo el siguiente
preensayo. Flores en distintos estados (‘botéon colorado precoz’, ‘botén colorado tardio’,
‘quilla saliendo precoz’, ‘quilla saliendo tardia’), definidos previamente segin el apartado
anterior, fueron colocadas en espuma de floristeria previamente embebida con agua. Diez
flores por estado, aisladas y dotadas de peciolo, fueron clavadas en la espuma; con intervalos
de una hora, se anot6 el estado de cada flor. Se realiz6 la misma prueba dejando las flores
unidas a una porcion de tallo de una longitud de 8 cm.

Paralelamente se realizd6 una prueba para evaluar la receptividad estigmatica de flores
conservadas en condiciones de laboratorio. Para ello las flores, antes de la dehiscencia de las
anteras, fueron seleccionadas y castradas con la ayuda de pinzas. La quilla y el estandarte se
quitaron para dejar el fasciculo del androceo (anteras quitadas) y el estilo expuesto. Se evalud
el estado del estigma de diez flores, cada hora, mediante observacion directa al microscopio
con azul de anilina al 0,1 %. Los distintos estados del estigma se clasificaron entre rojo
cerrado, rojo abierto, blanco cerrado y blanco abierto. Veinte flores se polinizaron al dia
siguiente y al cabo de 24 horas se evalud el estado del estigma, la presencia de polen
adherido, la germinacion del polen y el crecimiento del tubo polinico.

I1.4.3 Seguimiento de la receptividad estigmatica en campo

Se realiz6 un seguimiento de flores, desde su apertura al cierre, con la finalidad de conocer la
secuencia natural de la receptividad estigmatica en campo desde el momento de llegada del
polen, la germinacién del polen y el crecimiento de los tubos polinicos. Para ello se marcaron,
con esmalte de ufas, ochenta flores recién abiertas de cinco plantas. Diez flores, dos por
planta, se muestrearon a las 17h del dia 0 y el dia 1 cada dos horas, de las 9h a las 21h. Se
hicieron anotaciones datos del estado del estigma, el nimero de granos de polen adheridos,
germinados o con tubos polinicos y nivel de progresion del tubo polinico. El seguimiento se
realiz6 en dos fechas, 09/06/10 y 10/06/10.

11.4.4 Secuencia de la fase progamica en campo, con polinizacion controlada

Para conocer la duracion de la fase progamica en campo, se marcaron y castraron flores de
cinco plantas y las inflorescencias se embolsaron con velo de horticultura a las 17h. Al dia
siguiente se polinizaron a las 9h con polen alégamo. Los muestreos se realizaron sobre diez
flores, cada dos horas, desde el momento de la polinizacion hasta las 20h. Un ultimo muestreo
posterior se realizé el tercer dia a las 9h. Se observo la presencia de granos de polen, su
germinacion y el crecimiento de los tubos polinicos.

I1.4.5 Seguimiento de la receptividad estigmatica en campo, con polinizacion
controlada

Con el fin de conocer cuando las flores adquirian y perdian la receptividad estigmatica, se
realizé un ensayo en campo polinizando flores en distintos tiempos. Un total de 80 flores en
estado de ‘quilla saliendo’ fueron marcadas, castradas y embolsadas al dia 0 y al dia siguiente
(dia 1); un dia después (dia 2) se polinizaron 10 flores, cada vez, a las 9h, 13h o 17h. Diez
flores adicionales fueron polinizadas antes de las antesis y otras diez justo después de la
antesis (comprobada con flores sin castrar marcadas a la vez).
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Después de la polinizacion, las flores fueron embolsadas de nuevo. Se observo la presencia de
granos de polen, su germinacion y el crecimiento de los tubos polinicos al cabo de 24h.

I1.4.6 Viabilidad del polen y puesta a punto del método de fluorescencia

Se puso a punto la técnica fluocroméatica de diacetato de fluoresceina (FDA) para determinar
la viabilidad del polen para esta especie (Heslop-Harrison 1977). El principio de la técnica se
basa en que solamente las células vivas disponen de las esterasas que disocian el compuesto
en fluoresceina. Por otra parte, solo las células vivas regulan su permeabilidad plasmatica y
no dejan salir la fluoresceina que, al no poder escapar, confiere luminescencia a los granos de
polen vivos; el ratio entre granos de polen luminosos y granos de polen obscuros permite una
estimacion de la viabilidad del polen.

11.4.6.1 Concentracion de fluoresceina

Con el fin de ajustar la cantidad de diacetato de fluoresceina a aportar, se realizo una prueba
previa con soluciones de 3,5 %, 4,5 % o 5,5 % de diacetato de fluoresceina en 10% de
sacarosa. El polen de flores en estado de ‘quilla saliendo’ (flores cerradas con polen ya
dehiscido) se obtuvo de varias plantas, elegidas al azar, y se esparci6é sobre una gota de la
solucion colocada en un portaobjeto. Se observaron cinco portaobjetos para cada
concentracion, y de cada portaobjeto tres campos, o hasta contar un minimo de cien granos de
polen. Se anotaron el numero total de granos y la proporcion de granos de polen vivos.

11.4.6.2 Tiempos de medicion
Dado que en el test de viabilidad con diacetato de fluoresceina se dispone de un tiempo
limitado para hacer las lecturas, se determin6 el periodo de tiempo disponible para la
observacion de las muestras tras la observacion de un mismo campo a intervalos regulares de
15 minutos, desde T, hasta que se desvanece la fluorescencia de la muestra. Se anotaron el
numero total de granos y la proporcion de granos vivos.

11.4.6.3 Hidratacion previa del grano de polen

La viabilidad de granos de polen, procedentes de flores en estados de ‘quilla saliendo’, de
cinco plantas, fue comprobada directamente o tras una hidrataciéon previa en atmoésfera
hiimeda durante una hora. Para ello, se colocd el polen en un recipiente abierto colocado en
otro recipiente cubierto, el cual se forré con papel absorbente himedo. Diez minutos después
de ponerse en contacto con una solucion de diacetato de fluoresceina al 5,5 % y sacarosa al 10
%, se observaron para cada concentracion cinco portaobjetos y de cada portaobjeto tres
campos o hasta contar un minimo de cien granos de polen. Se anotaron el nimero total de
granos y la proporcion de granos de polen vivos.

11.4.6.4 Concentracion de sacarosa
El ajuste de la concentracion de sacarosa se realizé ensayando con concentraciones de 0 g/1, 5
g/1, 10 g/, 15 g/l y 20 g/l de sacarosa con 5,5 % de diacetato de fluoresceina. Se midieron al
cabo de diez minutos la proporcion de polen vivo y el nimero total de granos de polen en
cinco portaobjetos y tres campos por portaobjetos.

174



Ensayo IV

I1.4.6.5 Viabilidad del polen: Pruebas de germinacion

La estimacién de la viabilidad del polen se realiz6 mediante pruebas de germinacion del
polen. Con este fin se elaboraron geles de sacarosa al 10% con 1% de agarosa sobre
portaobjetos, formando geles de 2mm*4cm*2cm. El polen se esparci6 sobre la superficie del
gel y se dejo germinar a temperatura ambiente, en cada caja, con humedad mantenida con
papel absorbente hiimedo. Se realizaron varias pruebas con distintas muestras de polen (todas
por encima del 30% de viabilidad), de las cuales se hizo un seguimiento a intervalos
regulares, hasta 24h, mediante el conteo de los granos germinados con microscopio de luz
visible.

11.4.6.6 Viabilidad del polen a lo largo del dia
Se evalu6 la viabilidad de granos de polen dehiscidos en distintos momentos del dia,
recogiendo polen de flores en estado de ‘quilla saliendo’ a las 9h, 12h, 16h y 20h. Para ello,
polen de veinte flores procedentes de diez plantas fue recuperado y mezclado antes de su
utilizacion.

Tras hidratacion en atmosfera saturada durante una hora y diez minutos, en contacto con una
solucion de diacetato de fluoresceina a 5,5 % y 10 % de sacarosa, el polen fue observado al
microscopio de fluorescencia. Se observaron, cada hora, cinco portaobjetos y de cada
portaobjetos tres campos o hasta contar un minimo de cien granos de polen. Se anotaron el
numero total de granos y la proporcion de granos de polen vivos.

11.4.6.7 Viabilidad del polen tras el desarrollo de la flor
Con el mismo procedimiento que en el 11.4.6.6, se evaluo la viabilidad del polen de flores en
distintos estados fenoldgicos correspondientes a ‘quilla saliendo’, ‘flor recién abierta’, ‘flor
abierta madura’ y ‘flor marchita’. Para conseguir polen en flores ya abiertas, se cubrieron
inflorescencias enteras de diez plantas con bolsas de velo de horticultura. Se recogio el polen
de un minimo de dos flores de cada una de las diez plantas y se mezcld antes de su
observacion.

11.4.7 Estimacion del nivel de autocompatibilidad efectiva en campo

Con el fin de evaluar la posible autogamia, se introdujeron tres tallos de 15 plantas en bolsas
de velo de horticultura. Cada tallo llevaba un minimo de tres inflorescencias, con una media
de 70 flores por inflorescencia, lo que supuso un minimo de 500 flores embolsadas por planta.
Las bolsas se colocaron antes del inicio de floracion de la inflorescencia y se recogieron en
estado de ‘semilla seca’. A la vez se marcaron tres inflorescencias fuera de la bolsa en cada
planta como testigos. Se contd el numero de semillas producidas en cada inflorescencia
embolsada y en el testigo; a continuacion, las semillas se pesaron y se calcul6 el ratio entre
peso de las semillas resultantes de la autopolinizacidon y las flores expuestas a polinizacion
abierta. Por término semilla se entendié al lomento, semilla sensus stricto y a la cascarilla.
Con el fin de evaluar si puede haber diferencias entre variedades al nivel de autogamia, el
ensayo se repartié entre 15 variedades distintas.

11.4.8 Seguimiento del crecimiento de tubos polinicos con auto y alopolinizacion
en campo

Para conocer si el crecimiento de los tubos polinicos es igual en auto y alopolinizacion, se

seleccionaron en campo dos plantas de variedades distintas. El dia 0 a las 17h, veinte flores de
cada planta se castraron en estado de ‘botdn colorado’ (anterior a la antesis) y se embolsaron
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con velo de horticultura. A la vez se recogio polen de cada una de las plantas y se conservo en
frasco de cristal hermético hasta el dia siguiente.

El dia 1, diez flores de cada planta se polinizaron con su propio polen, la otra mitad con polen
procedente de otra planta. Las flores se volvieron a embolsar durante 24h, transcurrido el cual
se muestrearon para su observacion. Se anoto el estado del estigma, la presencia de polen, su
nivel de germinacion y el crecimiento de los tubos polinicos. La misma operacion se realizd
por triplicado.

11.4.9 Estimacion del nivel de autocompatibilidad con polinizacion controlada en
campo

Se repitié la misma operacion que en el 11.4.8 con la diferencia de que en lugar de recogerse al
cabo de 24h las flores se recogieron al cabo de un mes, en cuanto llegaron al estado de
‘semilla seca’.

I1.5 Analisis estadisticos

Cuando el volumen de datos lo permitio, aquéllos se procesaron mediante analisis de la varianza
en base a un modelo con un solo factor.

La relacion entre la viabilidad del polen y la temperatura o la higrometria se estudié mediante
regresion simple.

Los analisis se realizaron con el paquete estadistico SAS (SAS 2004).
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IITI RESULTADOS
II1.1 Desarrollo de la floracion

El seguimiento de la floracion de la esparceta se realizd a nivel de la inflorescencia y de la
flor de la planta. Las inflorescencias seleccionadas el 17/04/09 en estado de ‘botén floral’
alcanzaron el estado de ‘semilla seca’ el 25/05/09, 38 dias mas tarde. La escala fenologica
establecida por Delgado (2010) permitié determinar el estado de la inflorescencia de manera
rapida y precisa. Sin embargo, la existencia de un periodo de 18 dias entre los estados ‘final
de floracion’ y ‘semilla verde’ (Delgado et al. 2010), hizo necesario afadir otro estado
fenologico, el de ‘caliz hinchado’, para describir la fase en la cual la inflorescencia inicia la
formacion de las semillas. La Figura IIl.1.a muestra la evolucion de érganos (botones, flores
o semillas) por inflorescencia a lo largo de su desarrollo fenolégico. Como se puede apreciar,
las dos variedades tuvieron una cantidad inicial de botones idéntica, con una media de 70
botones. Esta cifra se mantuvo hasta el estado de ‘caliz hinchado’, donde las inflorescencias
de las dos variedades experimentaron la mayor pérdida de flores. Hubo otro descenso, menos
marcado, entre el estado de ‘semilla verde’ y de ‘semilla seca’.

Las dos variedades sufrieron esta pérdida en los mismos periodos; sin embargo, el nivel de
cuajado no fue igual entre ‘Cotswold Common’ y ‘Reznos’, con 27,1 % frente a 48,6 %
respectivamente. No hubo diferencias significativas entre inflorescencias secundarias y
principales en términos de numeros de o6rganos o de nivel de cuajado; este ultimo fue
homogéneo en la inflorescencia (ausencia de diferencias entre parte basal y apical).

20 Cotswold Common

10

BF IF PF FF CH sV SS

Figura IIl.1.a Evolucion del numero de flores o frutos por inflorescencia de las esparcetas
‘Reznos’ y ‘Cotswold Common’ en estado de boton floral (BF), inicio de floracion (IF), plena
floracion (PF), final de floracion (FF), céliz hinchado (CH), semilla verde (SV) y semilla seca
(SS).
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2. Boton colorado

3. Carena saliendo

9. Semilla seca

5. Flor marchita
Figura III.1.b Estados de desarrollo de la flor de esparceta, variedad ‘Cotswold Common’
(barra = 500 um).
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El seguimiento de las flores requirié una escala de nueve estados fenoldgicos, basada en
cambios en la morfologia (parrafo I1.4.1 y Figura I1.1.b).

1. Botdn verde: La corola esta palida y no sobresale de los sépalos.

Boton colorado: La corola sobresale de los sépalos.

Quilla saliendo: La flor tiene un color rosa, la quilla se asoma por debajo del

estandarte; en este estado, las anteras han dehiscido.

4. Flor abierta: La flor esta abierta.

5. Flor marchita: La flor se ha cerrado y la corola forma una masa indistinta; en

estado precoz, la observacion del pistilo es todavia posible.

Caliz: La corola se ha caido, la vaina no sobresale de la parte fusionada del céliz.

Caliz hinchado: La vaina no sobresale de los sépalos.

8. Semilla verde: La vaina sobresale de los sépalos o tiene su tamafio definitivo, la
semilla estd atn verde.

9. Semilla seca: La semilla y la vaina tienen un color amarillo o marrén claro.

bl

e

Desde el estado de ‘boton verde’, transcurrieron aproximadamente 21 dias para llegar al
estado ‘semilla seca’. La duracion de los distintos estados fue muy variable, desde 5 dias para
el estado de ‘semilla verde’, a menos de un dia para el estado de ‘carena saliendo’.

La maduracion de las flores fue un proceso continuo, que se desarrollé desde la base de la
inflorescencia. En el caso de las flores abiertas hubo generalmente dos estratos distintos,
siendo las del estrato bajo mas antiguas que las del de arriba. La flor permanecio
aproximadamente 24h abierta, pero esta duracion se vio afectada por la temperatura, que
acelero su senescencia. Asi, segin el momento de apertura de la flor (por la mafiana, al final
de la tarde o por la noche) y las condiciones climaticas, la flor permaneci6 abierta de 12h a
30h. Con fin de homogeneizar las muestras estudiadas, se trabajo, salvo indicacion contraria,
con flores en estado de ‘quilla saliendo’ a las 17h, lo que corresponde a flores abiertas
después de las 20h y con una esperanza de vida abierta de 24h.

Se observo que las anteras dehiscieron en estado de ‘quilla saliendo’. En este estado, el pistilo
que se encontraba inicialmente por debajo de las anteras, ha proseguido su crecimiento y se
sitia entonces alrededor de 1mm por encima de las anteras.

No se observaron diferencias entre variedades a nivel del desarrollo de las flores o de su
ritmo.

En el estado de ‘céliz hinchado’, una proporcioén de las flores cayeron, mientras las otras
engrosaban. Es el estado en el cual se manifiesta externamente el cuajado inicial en la

esparceta.

La Figura IIlL.1.c presenta la morfologia de la flor abierta de la esparceta, fase en la cual se
realiza la polinizacion.
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-
NIl
Estigma

Bandera

¥ Caréna

Caliz gamosépalo - Ovario

Figura IIl.1.c Morfologia floral de la esparceta: vista general y corte longitudinal (barra = 2
mm) y detalle del estigma (barra = 250 um), de las anteras (barra = 250 pm), del estilo (barra
=2 mm), del ovario (barra = 250 pm) y del céliz (barra = 250 pum).

I11.2 Prueba de mantenimiento de flores en laboratorio

Se comprobo la posibilidad de mantener flores en condiciones de laboratorio, colocadas en
espuma de floristeria. Para ello, se recogieron flores en los estados de ‘boton colorado precoz’
y ‘tardio’, y ‘quilla saliendo precoz’ y ‘tardia’. Se realizé la prueba con flores con peciolos o
con flores con peciolo y un trozo de tallos. Las flores en estado de ‘quilla saliendo’ tuvieron
un desarrollo similar a las flores in vivo, se abrieron al cabo de cuatro a seis horas y
permanecieron abiertas cerca de 24h. Las flores en estado de ‘boton colorado tardio’
permanecieron menos tiempo abiertas, alrededor de 12 a 14h y el 40% de flores en estado de
‘botdn floral precoz’ no se abrieron. Los resultados fueron similares entre flores colocadas en
la espuma con peciolo o con peciolo y tallo.

La adquisicion de la receptividad estigmatica de flores en condiciones de laboratorio se
comprobo mediante la observacion regular de los estigmas de flores castradas antes de la
dehiscencia de las anteras y por la observacion de flores polinizadas artificialmente. El 60 %
de las flores no presentd nunca estigma receptivo. En el caso de polinizaciones controladas, se
observaron granos de polen adheridos, pero germinaron solo en el 20 % de los casos.

Ante estos resultados, se priorizd el uso de muestras procedentes directamente del campo,
frente a las conservadas en condiciones de laboratorio.
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I11.3 Seguimiento de la receptividad estigmatica en campo

El seguimiento de la receptividad estigmatica se vio facilitado por dos caracteristicas de la
esparceta; por una parte, los tejidos frescos presentaron una fluorescencia fuerte y eran
blandos, permitiendo su observacion directa sin coccidon y, como consecuencia, esto acorto el
tiempo entre la recoleccion de la muestra y su observacion. Por otra parte, las largas papilas
estigmaticas cambiaron de disposicion, con la adquisicion de la receptividad, de forma de
puiio cerrado a abierto (Figura II1.3.a). Se observaron cuatro tipos de estigma: rojo cerrado
(estado precoz no receptivo), blanco cerrado, blanco abierto y rojo abierto en estigmas
degradados.

i
— 2y

Figura IIl.3.a Estilos de flores abiertas de esparceta, de izquierda a derecha: con papilas
estigmaticas cerradas y rojas, con papilas cerradas y blancas, con papilas abiertas y blancas
(con granos de polen adheridos y penetracion de los tubos polinicos) y con papilas abiertas y

rojas (tincion azul de anilina, barra = 100 pm)

La Figura IIL3.b resume las cuantificaciones de este seguimiento. Como se deduce del
estado de la flor, las flores presentaron anteras dehiscidas desde el inicio del seguimiento.

Se observaron granos de polen adherido en proporcion importante, desde las 11h; sin
embargo, hubo que esperar a las 15h para ver los primeros tubos polinicos atravesar el tejido
transmisor. A partir de las 19h, asomaron los primeros tubos polinicos en la base. A las 21h,
el 70% de las flores presentaron tubos polinicos en la base.

En el momento de la apertura de la flor, todas las flores no se encontraron con los estigmas en
el mismo estado de desarrollo; mientras que el 50 % se encontraban ya abiertos, otro 50 %
estaban todavia cerrados. Esta situacion permanecio durante la noche y la mafiana del dia
siguiente. Sin embargo, a partir de las 13h la proporcion de estigmas abiertos aumentd
sensiblemente hasta las 17h, cuando el 90 % de los estigmas estuvieron abiertos. La
maduracion del estigma continud su curso hasta las 21h donde s6lo un 40 % de los estigmas
permanecieron abiertos.

El comportamiento del polen acompaind al desarrollo del estigma. En el momento de apertura
de la flor, durante la noche y en la mafiana siguiente, una pequefia proporcion de estigmas
fueron capaces de provocar la adhesion del polen, pero la germinacion no fue aparente hasta
las 11-13h. El porcentaje de estigmas con polen germinado aumentd a lo largo de la tarde
hasta las 19h cuando el 100 % de los estigmas ya tenian polen germinado. El crecimiento del
tubo polinico prosiguié rapidamente y los primeros estilos con tubos polinicos se observaron
alas 15h; alas 21h el 70 % de los estilos tenian tubos polinicos en la base.
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Figura II1.3.b Evolucion de la receptividad estigmatica en flores de esparceta en condiciones
de campo: estado de la flor, de las anteras, del estigma, presencia de granos de polen
adheridos o germinados, y presencia y nivel de desarrollo de los tubos polinicos.
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I11.4 Secuencia de la fase progamica en campo, con polinizacion controlada

Los granos de polen germinan en el estigma, crecen en el estilo y llegan al ovario (Figura
I11.4.a).

Estigma

Estilo

Ovario

Figura I11.4.a Gineceo de esparceta (barra = 2 mm) con detalles del estigma, estilo y ovario,
con tubos polinicos penetrando el estilo y creciendo hasta el ovario (tincion azul de anilina,
barra = 50 um)

El proceso de castrar flores y polinizarlas el dia siguiente, a las 9h, permitié determinar el
periodo de tiempo al cabo del cual se produce la germinacién del polen, la formacién de los
tubos polinicos o su crecimiento. La Figura II1.4.b resume los resultados obtenidos.

El nivel de receptividad estigmatica fue relativamente constante de las 10h a las 16h,
culminando a las 14h con 53 % de flores con estigmas en estado receptivo. La presencia de
polen adherido oscil6 entre el 10 % y el 55 % de las flores observadas, siendo similares los
porcentajes de flores con polen germinado. A las 16h se observd un 100 % de flores con tubos
polinicos y la primera aparicion de tubos polinicos en la base. Sin embargo, el porcentaje de
flores presentando tubos polinicos en la base se mantuvo bajo el primer dia, entre el 5 % y el
10 %, para aumentar al 55 % al dia siguiente, a las Sh.

La observacion de un porcentaje mas elevado de estilos con tubos polinicos que con granos de

polen germinados, se debi6 a que el grano de polen una vez germinado no permanecié mucho
tiempo visible, al contrario que el tubo polinico, el cual realiza un largo camino en el estilo.
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Figura II1.4.b Evolucion de la receptividad estigmatica tras el desarrollo de las flores de
esparceta en condiciones de campo: estado de la flor, de las anteras, del estigma, presencia de
granos de polen adheridos o germinados, y presencia y nivel de desarrollo de los tubos
polinicos.
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I11.5 Seguimiento de la receptividad estigmatica en campo con polinizaciones
controladas

La polinizacién controlada de flores en distintas fases de su desarrollo mediante castracion de
las flores, aislamiento del polen y polinizacion manual (Figura II1.5.a), permiti6 establecer el
momento optimo de polinizacion. Se realizaron polinizaciones antes de la antesis, después de
la antesis y a lo largo de dos dias, lo que supuso cuatro polinizaciones en estado de ‘flor
abierta’ y tres en estado de ‘flor marchita’.

En las flores polinizadas antes de la antesis y al segundo dia a las 9h, no se observé polen
germinado, pero, sin embargo, hubo presencia de polen adherido, y en el 20 % de las flores,
tubos polinicos en la base del estilo (Figura IIL.5.b).

Figura IIl.5.a Flores de esparceta preparadas para polinizacion controlada. Las flores
seleccionadas en la inflorescencia son castradas y embolsadas.

La receptividad estigmatica fue evidente en las flores polinizadas después de la antesis, en las
que se pudieron observar todas las fases de desarrollo del grano del polen; sin embargo, fue
en las flores polinizadas el primer dia, en las que se encontraron los mayores niveles de flores
presentando tubos polinicos en la base, desde el 50 % a las 9h al 70 % a las 17h. Al dia
siguiente, la receptividad estigmdtica descendi6 claramente y las ultimas muestras,
polinizadas el segundo dia a las 13h y 17h, mostraron una degeneracion avanzada del estilo y
no se observaron tubos polinicos en la base.
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Figura IIL.5.b Evolucion de la receptividad estigmatica en flores de esparceta en condiciones
de campo. Valoracion del comportamiento del estigma polinizado a mano antes de la antesis,
(AA), después de la antesis, (DA) y a distintas horas, en los dos dias siguientes, mediante la
presencia de granos de polen adheridos o germinados, y la presencia y nivel de desarrollo de
los tubos polinicos.
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I11.6 Viabilidad del polen y puesta a punto del método de fluorescencia

I11.6.1 Concentracion de fluoresceina

El efecto de una concentracion creciente de fluoresceina sobre la viabilidad de los granos de
polen se comprobd en flores en estado de ‘quilla saliendo’. La Figura IIL.6.1 resume los
resultados. No hubo diferencias significativas entre concentraciones de 3,5 % y 4,5 %, pero la
concentracion de 5,5 % obtenida en un conteo de células fluorescentes fue significativamente
elevada (P = 0,008). Concentraciones superiores al 5,5 % indujeron un menor contraste entre
el medio y las células y, como consecuencia, el conteo fue menos riguroso en estas
concentraciones.
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Figura I11.6.1 Viabilidad del polen de esparceta medida por la concentracion de fluoresceina.

I11.6.2 Tiempos de medicion
La fluorescencia de las células tendid a desaparecer con el tiempo. Con el fin de minimizar el
numero de falsos negativos, se realizé un seguimiento del nimero de células fluorescentes de
un mismo campo en varios tiempos. Como se aprecia en la Figura II1.6.2, el numero de
células fluorescentes disminuyé drasticamente después de una hora, pasando de 31,2 % a 12,0
% entre 1h y 1h30. Las mediciones realizadas durante los treinta primeros minutos del
seguimiento presentaron niveles comprendidos entre 35,5 % y 41,9 %.
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Figura I11.6.2 Viabilidad del polen de esparceta por segun la duracion de la exposicion a
fluoresceina.

I11.6.3 Hidratacion previa del grano de polen

La hidratacion previa de los granos de polen en atmdsfera saturada dio como resultado un
aumento significativo del numero de células fluorescentes, pasando del 39,2 % al 62,4 %.
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Figura I11.6.3 Viabilidad de polen de esparceta, hidratado y sin hidratar.
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I11.6.4 Concentracion de sacarosa
La presion osmotica, inducida por la concentracion de sacarosa, tuvo un claro efecto sobre la
viabilidad de los granos de polen. La carencia de sacarosa en el medio conllevo la muerte de
todas las células. Concentraciones crecientes produjeron una curva en campana de Gauss con
un maximo correspondiendo a una concentracion de 10 g/l, significativamente mas elevada
que el resto (P < 0,001).
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Figura I11.6.4 Viabilidad de polen de esparceta segun la concentracion de sacarosa.

I11.6.5 Viabilidad del polen: pruebas de germinacion
Las pruebas de germinacidn, realizadas siguiendo el mismo procedimiento que en otras
especies, en sacarosa al 10 % y agar al 1 %, dieron un nivel de germinaciéon muy bajo y
erratico, por lo cual, se adoptd la estimacion de la viabilidad de polen, mediante el método de
la fluorescencia.

I11.6.6 Viabilidad del polen a lo largo del dia
El seguimiento de la viabilidad de polen recién dehiscido a diferentes horas del dia se resume
en la Figura I11.6.6. La viabilidad fue maxima a las 9h con una proporcion del 58% de
células fluorescentes vs 30,9 % en las mediciones efectuadas a las 12h, 16h y 20h, que no
divergieron entre ellas.

La viabilidad estuvo significativamente relacionada (y = 34,3 — 0,21*x; r = 0,76) con la
temperatura del intervalo de tres horas precedentes la hora de recogida, las cuales fueron
respectivamente 20,2 °C, 25,7 °C, 30,5 °C y 28,8 °C a las 9h, 12h, 16h y 20h, asi como con la
higrometria (y = 12,41 + 0,86*x; r = 0,78), con higrometrias del 67,6 %, 50,3 %, 35,3 % y
20,8 % a las mismas horas, respectivamente.
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Figura I11.6.6 Viabilidad de polen de esparceta a lo largo del dia.

I11.6.7 Viabilidad del polen a lo largo del desarrollo de la flor
La viabilidad del polen procedente de flores en estados fenologicos de ‘quilla saliendo’, ‘flor
recién abierta’, ‘flor abierta madura’ y ‘flor marchita’ se estimé mediante el método de la
fluorescencia (Figura I11.6.7.a).

Figura II1.6.7.a Flores de esparceta en distintos estados fenologicos (izquierda) para la
estimacion de la viabilidad del polen por el método de la fluorescencia (derecha).

La viabilidad del polen tuvo un descenso significativo (P < 0,001) al avanzar el desarrollo
fenolégico de la flor, siendo del 60,2 %, 42,0 %, 28,1 % y 16,4 % de polen viable en los
estados de ‘quilla saliendo’, ‘flor recién abierta’, ‘flor abierta madura’ y ‘flor marchita’,
respectivamente (Figura I11.6.7.b).

190



Ensayo IV

75
c
K
o I
o
35
gg 507
c T
g 8
58
[
B o I
o 3
‘® = 25 1
s
c
8 |
o
S
<]
o
0

Qs FA1 FA2 FM
Estado fenologico

Figura I11.6.7.b Viabilidad del polen de esparceta a lo largo del desarrollo fenologico de la
flor.

I11.7 Estimacion del nivel de autocompatibilidad efectiva en campo

El aislamiento de flores de esparceta con bolsa de velo de horticultura permitid establecer el
cuajado de fruto en ausencia de vectores externos, ya fuera polen procedente de la misma
inflorescencia o planta o de otras plantas. Los resultados de cuajado de quince variedades se
presentan en la Tabla IIL.7.

Tabla II1.7 Cuajado de flores de variedades de esparceta en autopolinizacion natural (auto)
en flores embolsadas o mediante polinizacion abierta (testigo) y peso relativo de las semillas
auto/testigo.

N° de flores Cuajado Cuajado Ratio peso semillas

embolsadas testigo (%) auto (%) auto/testigo
Cotswold C. 770 15,2 2,1 0,6
Esparcette 980 25,2 0,8 0,9
Ambra 630 29,5 0,3 1,0
Ucrania 560 21,4 2,5 0,9
Yubileyna 1470 35,7 0,0
Seleccion 1 840 31,4 1,1 1,4
Reznos 910 38,1 0,7 1,2
Mezquita de J. 840 42 4 0,0
Graus 630 24,8 2,3 1,3
Torrecilla de C. 1050 32,5 0,4 0,9
Armenia 1120 20,0 0,6 1,2
Rusia 980 32,4 0,5 1,0
Visnovsky 1050 28,3 0,1 1,4
Seleccion 2 1400 19,0 2,7 1,2
Seleccion 2 980 21,2 2,2 1,1
Media 947,3 27,8 1,1 1,1
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Del casi un millar de flores que fueron embolsadas por variedad, solamente un promedio del
1,1 % produjo semillas. En funcion de las variedades, esta cifra oscil6 entre 0 % y 2,7 %; la
ausencia absoluta de fructificacién se observd en dos variedades. Los niveles de cuajado en
flores autopolinizadas o en polinizacién abierta estuvieron negativamente correlacionados, r =
0,73.

El ratio entre el peso de semillas producidas por autopolinizacién y semillas resultantes de
polinizacidn abierta fue el 1,1 % de media.

I11.8 Seguimiento del crecimiento de tubos polinicos con auto y alopolinizacion en campo

La polinizacion controlada de flores previamente castradas con polen procedente de la misma
planta, produjo 48,3 % de flores con tubos polinicos en la base, en autopolinizacion, y 63,3 %
cuando se hizo la polinizaciéon cruzada (Tabla IIL.8). La diferencia observada no fue
significativa.

Tabla IIL.8 Porcentaje de flores de esparceta con tubos polinicos en la base en auto y
alopolinizacion. M, O, E, F, L, C: denominaciones de plantas.

Autopolinizacién Polinizacién cruzada
Planta M 50 % M*O 60 %
Planta O 40 % Oo*M 30 %
Planta E 60 % E*F 60 %
Planta F 20 % F*E 60 %
Planta L 50 % L*C 70 %
Planta C 70 % C*L 100 %
Media y DE 48,3 % 7,0 % 63,3% 9,2 %

I11.9 Estimacion del nivel de autocompatibilidad en el caso de polinizacion controlada en
campo

El porcentaje de semillas producidas por autopolinizacion o polinizacion cruzada fue de 15,5
% y 11,3 %, respectivamente, sin que hubiese diferencias significativas entre los dos
tratamientos (Tabla I11.9).

Tabla II1.9 Porcentaje de semillas con auto o alopolinizacidn en la esparceta.

Autopolinizacién Polinizacién cruzada
Planta 1 14,3 % 12,5 %
Planta 2 16,7 % 10,0 %
Media y DE 155% 1,7% 11,3% 1,8%
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IV DISCUSION
IV.1 Secuencia de la floracion y de la fase progamica

La esparceta es apreciada por su prolongado periodo de floracion, periodo que sustenta a toda
una fauna de insectos y aves (De Jaime Lorén 2008). De hecho, en nuestro experimento cada
inflorescencia tardd6 méas de un mes en completar su desarrollo desde el estado de ‘boton
verde’ al de ‘semilla seca’. Durante este periodo las inflorescencias pasaron por diferentes
estados seglin la escala propuesta por Delgado ef al. (2010), a la que se anadidé un estado
intermedio, el de ‘caliz hinchado’ que se pudo definir. Los resultados muestran dos periodos
en el desarrollo de la flor. El primer periodo tiene lugar desde la antesis hasta el estado de
‘caliz hinchado’; en ¢él, todas las flores, polinizadas o no, evolucionan de manera similar. En
este momento, las flores no polinizadas detienen su crecimiento y en su mayoria caen, bien en
este mismo estado o en estado de ‘semilla verde’. A partir de este estado se inicia el engorde
de las semillas cuajadas.

En las dos variedades estudiadas, el nivel de cuajado fue distinto siendo mayor el nimero de
semillas en ‘Reznos’ que en ‘Cotswold Common’, cuando el niimero de flores inicial fue el
mismo. Esta diferencia pudo deberse a una diferencia de eficacia en el proceso reproductivo o
a una limitacion del cuajado, en relacion con la reservas energéticas de las plantas. En el
ensayo III, ‘Cotswold Common’ tuvo tendencia a una menor flexibilidad en la gestion de las
reservas radiculares, lo que podria haber influido en el nivel de cuajado.

La vida de las flores abiertas fue de 24h; se observo una apertura continuada de flores a lo
largo del dia, pero con una mayor intensidad durante la noche y al amanecer, lo que corrobora
los datos de Mcgregor (1976). Aunque se apreciaron diferencias entre variedades en el
cuajado, el desarrollo de las flores fue idéntico en todas las variedades. En todas, las anteras
estuvieron dehiscidas en el estado de ‘quilla saliendo’, antes de la antesis, contrariamente a las
resultados de Galloni et al. (2007) que indican que las anteras dehiscen en estado de ‘flor
abierta’. En el estado de ‘quilla saliendo’, el estilo emergié por encima de las anteras, lo que
puede representar una estrategia para minimizar la frecuencia de autopolinizacion, como ya se
sugirid tempranamente en la esparceta (Knuth 1906, citado por Mcgregor 1976), en Lupinus
nanus (Juncosa y Webster 1989) y en Trigonella balansae (Nair et al. 2004).

La rapidez de evolucion de las flores y la dehiscencia precoz obligd al muestreo de flores con
el estigma en botdn colorado para su posterior manejo en el laboratorio, estado en el cual las
flores, diminutas, no tuvieron las reservas necesarias para sostener su desarrollo. Ello hizo que
el estigma de las flores conservadas en el laboratorio no llegase nunca a ser receptivo. En
cambio, las muestras frescas observadas directamente al microscopio, presentaron una fuerte
fluorescencia natural que, asociada a la evolucion particularmente grafica del estigma,
permiti6 agilizar las observaciones y evitar la utilizacion del laboratorio. Gracias a ello, se ha
caracterizado la fase que va desde la polinizacion a la fecundacion en la esparceta, en
condiciones idoneas, se ha secuenciado el proceso reproductivo, estableciendo los tiempos
necesarios para la fase progamica, y determinado los periodos de receptividad estigmatica,
germinacion, crecimiento y llegada de los tubos polinicos al ovario.
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El momento en que el estigma adquiere la receptividad, la apertura de las papilas
estigmaticas, se asocia a la secrecion de compuestos que permiten la germinacion del grano de
polen. Uno de estos compuestos son lipidos similares a los que contienen las solanaceas
(Wolters-Arts et al. 1998) y la leguminosa Sesamum indicum (Berlingeri y Jauregui 2002),
siendo el caracter hidrofobico de las secreciones un factor de importancia para la germinacion
de los granos (Lush ef al. 2000). Berlingeri y Jauregui (2002) sefialaron que las secreciones
del estigma del sésamo esta compuesta de lipidos, polisacaridos y pectinas, implicados en la
adherencia de los granos de polen y su germinacioén, mientras que el tejido de transmision del
estilo produce una secrecion rica en carbohidratos que sostiene el crecimiento del tubo
polinico. Los resultados obtenidos muestran que la receptividad estigmadtica en la esparceta,
periodo en el cual el estigma receptivo y el pistilo maduro estan en el momento propicio para
acoger y promover el crecimiento del grano de polen, se puede establecer de las 9h a las 17h.
No obstante, la calidad del polen también va evolucionando en el tiempo.

El camino del tubo polinico, en la fase que va desde polinizacién a fecundacidn, siguid
patrones similares a otras especies. El polen llega a la superficie del estigma donde las células
especializadas del estigma sirven de sustrato para los granos de polen, permiten la
rehidratacién y germinacion de los granos de polen y comienza el crecimiento del tubo
polinico a través del estilo, que provee al tubo polinico de nutrientes (Herrero 1992). En la
esparceta, la llegada al ovario se realizd en 24h, un periodo corto si se compara con una
semana en el caso del cerezo o tres semanas en el melocotonero (Hedhly et al. 2009; Herrero
y Arbeloa 1989), pero similar a lo que ocurre en Medicago spp donde el tubo polinico alcanza
el ovulo entre 24 y 32h segun las especies (Sangduen et al. 1983). A partir de este instante se
inici6 la fructificacion.

IV.2 Viabilidad polinica

El estudio de la calidad del polen exigi6 la puesta a punto de un protocolo de evaluacion. El
método de diacetato de fluoresceina resultd fiable y consistente y permiti6 la determinacion
de la viabilidad del polen a distintas horas del dia y en distintos estados fenolédgicos de la flor.
El polen de esparceta es de forma ovalada, dividido en tres secciones y recubierto de una
ornamentacion reticulada (Pavlova y Manova 2000).

El polen recién dehiscido presentd la mayor viabilidad en el estado de ‘quilla saliendo’. El
polen se vio afectado por las temperaturas altas antes de la dehiscencia, que disminuyeron la
viabilidad, asi como por el estrés hidrico. El polen, al ser producido por la planta en poco
tiempo, refleja el nivel de estrés de la planta. Asi, el polen de Trifolium fragiferum se vio
afectado por las bajas temperaturas (Jakobsen y Martens 1994) y el estrés hidrico (Bissuel-
Belaygue et al. 2002). En nuestro caso, el nivel de estrés hidrico que sufrieron las plantas,
estuvo correlacionado con temperaturas altas y, como consecuencia, el polen con mayor
viabilidad fue el polen recogido al amanecer. La sensibilidad del polen a temperaturas altas
refleja la sensibilidad de la planta, como se manifestd en el Ensayo I, donde la mortalidad de
las plantas estuvo altamente correlacionada con temperaturas altas.

En el caso de polinizacion abierta, la merma de calidad del polen se produce al mismo tiempo

que la disminucion de polinizadores en actividad y puede conllevar una disminucion de la
eficacia reproductora de las plantas (Jakobsen y Martens 1994).
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IV.3 Auto(in)compatibilidad

El nivel de autocompatibilidad de la esparceta se evalud, en condiciones de aislamiento de
vectores externos de polen y con polinizaciones controladas, mediante la observacion del
comportamiento de los tubos polinicos y del nivel de cuajado.

Segun Galloni et al. (2007), en el caso de flores hermafroditas la importancia de cada uno de
los sexos constituye un indicador del sistema de cruzamiento; las flores autdgamas tienen
asegurado el éxito reproductor y, como consecuencia, tienden a disminuir la cantidad de polen
producido y viceversa. La esparceta con su Unico 6vulo y un polen abundante, es una
leguminosa con una asignacion macho/hembra muy elevada, lo que sugiere que podria
tratarse de una planta aldgama.

En las condiciones del ensayo, las inflorescencias embolsadas tuvieron un nivel de cuajado
entre el 0,0 % y el 2,7 %, segiin variedades, con una media de 1,1 %. En caso de la
polinizacidn controlada las flores autopolinizadas presentaron tubos polinicos en la base en el
48,3 % vs el 63,3 % en las flores polinizadas mediante cruzamientos. Sin embargo el cuajado
en el caso de polinizacion controlada fue del 15,5 % en autopolinizacion vs 11,3 % en
polinizacion cruzada. Esta aparente discrepancia entre el ensayo de embolsado y el de
autopolinizaciéon manual sugiere que el material testado de esparceta es autocompatible, pero
con una alta necesidad de polinizacion por insectos.

La falta de autopolinizacion se explica por la morfologia de la flor de esparceta en la cual el
crecimiento paulatino del estilo tras el desarrollo de la misma da lugar a que cuando las
anteras dehiscen, el estigma supere en un Imm el nivel de las anteras, dificultando la llegada
del polen. La necesidad de un choque fisico, o tripping que rompa la cuticula del estigma,
como el encontrado en Trigonella balansae (Nair et al. 2004) o en Hedysarum glomeratum
donde mejoro6 el nivel de cuajado de 0,0 % a 11,0 % (De las Heras et al. 2001), permitio
también mejorar el cuajado en la esparceta de 1,0 % a 5,1 % (Thomson 1938).

El nivel de cuajado en el caso de polinizacion abierta fue del 27,8 % vs 15,5 % y 11,3 % en el
caso de polinizacién controlada en auto y polinizacidon cruzada respectivamente, a pesar de
que la polinizacién se realizé en el momento 6ptimo y con polen con buena viabilidad. Otros
autores (Nair et al. 2004) con resultados similares, lo atribuyen a la menor eficacia del
experimentador frente al insecto. De hecho, las flores de la esparceta producen mucho polen y
abundante néctar rico en azucares (0,2 ml a 0,4 ml por flor), particularmente apreciado por los
insectos (Mcgregor 1976).

Las abejas y los megaquilidos constituyen los principales polinizadores de las flores, que las
visitan varias veces, a algunas mas de diez, siendo el nimero 6ptimo de visitas de cuatro o
mas (Bogoyavlenskii 1974 citado por Richards y Edwards 1988), lo que explica la mayor
eficacia polinizadora de los insectos. Ello se ve apoyado por el hecho de que a lo largo de la
corta vida de la flor, los estigmas van madurando de un modo asincrénico.

La alta variabilidad entre flores y entre plantas distintas no puede atribuirse a la arquitectura
de la inflorescencia y a la limitacion trofica en su seno, como ocurre en Corydalis o
Pancracium (Medrano et al. 2000; Zeng et al. 2009), o a la “especializacion” de la flores en la
inflorescencia, diferenciandose las flores basales con mejor provision energética de las flores
apicales donantes de polen, ya que las flores fueron elegidas siempre en la parte media de las
inflorescencias.
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La ausencia de diferencias significativas entre autopolinizacion y polinizacion cruzada, tanto
en el numero de flores con tubos polinicos como en el cuajado, sugiere la no existencia de un
mecanismo fisioloégico de autoincompatibilidad, al igual que ocurre en Lupinus nanus donde
la limitacion de la autopolinizacion se realiza mediante el impedimento temporal del contacto
estigma/polen por protandria y espacial por corona de pelos estigmaticos (Juncosa y Webster
1989). En el caso de autocruzamientos, se han podido observar en otras especies, como el
cerezo un numero bajo de granos de polen germinando, asi como detenimiento del tubo
polinico en la mitad del estilo (Wiinsch y Hormaza, 2004) o un comportamiento erratico de
los tubos polinicos llegando al ovario sin encontrar la entrada del micropilio en Medicago
(Sangduen et al. 1983). Sin embargo, ninguna de estas alteraciones se observo en la esparceta.

Dos mecanismos principales se oponen para favorecer o impedir la autopolinizacion. El
inconveniente principal es obviamente la consanguinidad y sus efectos deletéreos. Por otra
parte, la autopolinizacién permite asegurar la produccion de semillas y reducir el coste
energético de la misma. De ahi proviene la distincidon, dentro de las leguminosas, entre
anuales, mayoritariamente autocompatibles, y perennes, autoincompatibles (Davies y Young
1966; Nair et al. 2004). Sin embargo, varias especies presentan autocompatibilidad facultativa
o adaptaciones a condiciones ambientales como es el caso de Trifolium fragiferum, especie
autoincompatible en la cuenca mediterranea y autocompatible en el norte de Europa.

Stebbins (1950) citado por Davies y Young (1966) y Nair et al. (2004) mencionan que la
depresion de consanguinidad no es un hecho sistematico y menos en las primeras
generaciones; cuando sobreviene en una parte de la poblacién, puede tratarse de un
mecanismo evolutivo en marcha. De hecho, la depresion por consanguinidad es el principal
obstaculo para la transicion de un sistema de autoincompatibilidad a un sistema de
autocompatibilidad; se podria resolver con el aumento progresivo de las plantas
autocompatibles en el seno de una poblacidén, eliminando progresivamente los genes
deletéreos (Stebbins 1950, citado por Davies y Young 1966). En el caso de la esparceta, las
plantas resultantes de la autopolinizacion presentaron un 30% de tallos menos que las plantas
proviniendo de polinizacioén cruzada (Bosca y Hejja 1963, citado por Mcgregor 1976), lo que
sugiere la posibilidad de cierta depresion de consanguinidad en la esparceta.
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V. CONCLUSIONES

Los estudios llevados a cabo permitieron caracterizar el desarrollo de la floracién, tanto a
nivel de la inflorescencia como de la flor, y la cinética de la fase progamica:

Se obtuvo, por una parte, un mejor conocimiento de los momentos claves en la reproduccion
de la esparceta, constatando lo efimero que puede ser el periodo Optimo de receptividad
estigmatica durante el periodo de apertura de la flor, lo que la hace sensible tanto a
perturbaciones climaticas, como a las temperaturas altas en el caso del gametofito masculino.

Por otra parte, el control de las fases de desarrollo de la flor y de los tiempos necesarios para
cada fase, asi como la posibilidad de verificar la viabilidad del polen permiti6 la realizacion
de fecundaciones con polen propio o cruzado.

Los resultados de los cruzamientos sugieren que no existe un mecanismo fisioldgico de
autoincompatibilidad, sino que la falta de autogamia observada se debe al espaciamiento
fisico entre el estigma y las anteras y, quizas, a la necesitad de romper la cuticula estigmatica.
El nivel de cuajado conseguido en el caso de polinizacion controlada abre la posibilidad de
realizar cruzamientos.
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V. CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados obtenidos permiten formular las siguientes conclusiones generales:

1. En las condiciones del estudio, las 23 variedades expresaron diferencias importantes a nivel
agromorfologico, siendo escasas las diferencias observadas a nivel de composicion quimica.
La division clésica entre variedades de uno y dos cortes fue insuficiente para describir las
variedades, presentando muchas de ellas caracteres intermedios. La intensidad de floracién
fue el principal parametro para la caracterizacion de las mismas, seguido por el porte, la
mortalidad y la produccién. Las variedades presentaron niveles de composicion quimica que
correspondian a un forraje de calidad, con poca variabilidad, siendo la fecha de corte el
principal factor de variacion. Un grupo de ocho variedades, ‘Fakir’, ‘Visnosky’, ‘Reznos’,
‘Seleccion 7.1°, ‘Villahoz’, “Yubileyna’, ‘Polonia’ y ‘Korunga’, destac6 por sus buenos
valores agromorfologicos. La precocidad fue el principal criterio por el cual las variedades
locales divergieron de las foraneas, siendo siete dias mas precoces en el momento del primer
corte. La mortalidad, con una tasa del 50 % al 78 % al cabo de tres afios, tuvo lugar
principalmente en verano, indicando una limitacion metabdlica de la esparceta a las
temperaturas altas.

2. La agrupacion de las variedades, obtenida mediante microsatélites fue mas discriminante
para determinar el origen geografico que la realizada con criterios agromorfoldgicos,
sugiriendo que la esparceta se expandio por toda Europa en un estado precoz de seleccion y
fue mejorada posteriormente en diversas localizaciones geograficas. Eso conlleva que existe
una base genética amplia para el establecimiento de programas de mejora genética. La
obtencion de marcadores genéticos validos en la esparceta, permite su aprovechamiento para
la creacion de variedades con alto nivel de heterosis.

3. La aplicacién de diversos ritmos de corte, dando lugar hasta seis cortes al afio, no permitio

homogeneizar la distribucion del forraje; en todos los tratamientos, la produccion media del
primer corte fue del 39 % del total anual. En las condiciones del ensayo no hubo diferencias
en producciéon de forraje entre tratamientos. El ritmo de corte afectd, sin embargo, tanto a la
calidad del forraje como al estado de las reservas de azicares, almidon y proteinas de la
corona y raices; la calidad del forraje mejor6 con los cortes intensivos, pero aquellos
mermaron el nivel de reservas al final del afio. ‘Cotswold Common’ y ‘Reznos’ se
comportaron como tipos de uno y dos cortes, respectivamente, presentando ‘Cotswold
Common’ mayor calidad del forraje y ‘Reznos’, mayores niveles de reservas.

4. El estudio de la fase progdmica mostrdé lo efimero que es la fase de receptividad
estigmatica, que la hace vulnerable a perturbaciones climaticas. La fase reproductora es la
mas delicada, ya que existen mecanismos, fisicos y temporales, mas que fisioldgicos, como
pueden ser la separacion espacial de las anteras y del pistilo o la existencia de la cuticula
estigmatica, que impiden la autopolinizacion.
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