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1. Introduccion

1.1. Clasificacion, Ecologia y Geografia del género Hordeum

El género Hordeum pertenece a la tribu Triticeae la cual incluye ademas de la cebada cultivada,
H. vulgare ssp. vulgare, algunos de los cereales mas importantes desde el punto de vista
agrondmico como el trigo y el centeno. Estd compuesto por aproximadamente 31 especies (45
taxones). Con un numero bdsico de x=7 cromosomas, el género esta integrado por especies

diploides (2n=14), como H.

vulgare, tetraploides (2n=4x=28)
y  hexaploides (2n=6x=42).
Ademads, algunas  especies
incluyen citotipos con distinto
nivel ploidico. Por ejemplo, las
especies H. murinum y H.
brachyantherum integran

subespecies y/o citotipos que

representan los tres niveles de

poliploidia (Bothmer et al.

1995, Petersen y Seberg 2003,

Blattner 2009).

Las especies de
Hordeum, diferenciadas
principalmente por la

morfologia de la espiga, se
caracterizan por presentar en
cada nodo de la inflorescencia

tres espiguillas, siendo las

laterales normalmente estériles

Figura 1.1. Morfologia caracteristica del género Hordeum. (Fig. 1.1).

La hipdtesis mas aceptada situa el origen de Hordeum en el Mioceno (hace entre 23 y
7 millones de afios) en el oeste de Eurasia, en la region del Creciente Fértil, desde el levante
Mediterraneo y el valle del Nilo en Egipto hasta el Golfo Pérsico, incluyendo las cuencas de los
rios Tigris y Eufrates. Posteriormente se distribuyd sobre todo el Hemisferio Norte, América del

Sur y Sudéafrica (Bothmer et al. 1995, Blattner 2009).
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1. Introduccion

Segln su habito de crecimiento las especies de Hordeum pueden ser anuales,
incluyendo formas tanto de invierno como de verano, aunque la mayoria son perennes. En las
especies anuales predomina la autofecundaciéon aunque algunas pueden ocasionalmente
realizar polinizacidn cruzada. Existen algunas especies aldgamas obligadas mientras que otras
lo son a un nivel no tan estricto. Se distribuyen principalmente en dreas templadas aunque
también se encuentran en regiones subtropicales (América del Sur) o regiones de clima frio
(Patagonia, Alaska, Canadd y Norte del Asia mas oriental). Su habitat es preferentemente
abierto, en estepas y praderas a lo largo de arroyos y zanjas, también se encuentran en suelo
salados, en zonas secas o en altitudes elevadas (hasta por encima de los 4500 metros en los
Andes y el Himalaya) (Bothmer et al. 1995). Los cuatro centros de diversidad del género (Fig.
1.2) se localizan y expanden desde el sudoeste de Asia, Asia central, oeste de Norteamérica y
Ameérica del Sur, siendo este ultimo el centro de diversidad de especies mas activo con 16

especies nativas (Blattner et al. 2010).

Figura 1.2. Distribucion del género Hordeum. La estrella indica el origen y la letra D los centros de diversidad. La
distribucién geografica del género se indica utilizando el mismo cédigo de colores utilizado en la figura 1.4.

1.2. Importancia del género Hordeum

La cebada es uno de los cultivos mas importantes a nivel mundial tras el maiz, arroz y trigo,
superando en extensién los 49 millones de hectdreas y los 132 millones de toneladas. Los
datos para Espaiia en 2012 fueron de 2.6 millones de hectareas cultivadas y una produccién de

5.9 millones de toneladas (FAO, 2012). Caracterizada por crecer en condiciones de estrés por

~4 o~



1. Introduccion

humedad, sequia o sobre suelos pobres, el cultivo de cebada ofrece un rendimiento notable en
ambientes donde otros cereales como el trigo no podrian sobrevivir, lo que le otorga una
importancia extraordinaria como fuente esencial de alimento en paises pobres. En paises mas
desarrollados destaca principalmente su uso histdrico en la elaboracién de malta y en menor
medida como alimento para ganado en forma de pienso o forraje. Actualmente existe un
interés por el consumo humano pues recientes estudios han descrito que el grano de cebada
contiene un porcentaje significativamente alto de fibra y polisacaridos en su pared celular. La
incorporacién de estos elementos en la dieta estd relacionado con una reducciéon notable del
riesgo de padecer enfermedades como la diabetes tipo Il, enfermedades cardiovasculares y

cancer de colon, de gran incidencia en sociedades modernas (Collins et al. 2010).

Es igualmente relevante el potencial que representan las formas silvestres de cebada al
ser reserva de diversidad genética en la que encontrar genes a implementar en el cultivo tanto
de la propia cebada como de otras especies de Triticeae, como por ejemplo el trigo panadero.
En relacién a la capacidad de introducir en la cebada cultivada genes provenientes de cebadas
silvestres, estas han sido divididas en tres categorias: H. vulgare ssp spontaneum, que
representa el acervo genético primario, al no existir barreras biolégicas en la transferencia de
genes; H. bulbosum, que representa el acervo genético secundario y muestra una buena
capacidad para el cruzamiento, aunque operan ciertos factores de esterilidad y los hibridos
poseen una fertilidad baja y por ultimo, el acervo genético terciario esta integrado por el resto
de las especies de Hordeum con las que se pueden obtener hibridos, aunque estériles,

utilizando técnicas de rescate de embriones (Bothmer et al. 1995).

Dado el interés agrondmico del género y por tanto el interés por conocer su diversidad
genética y clarificar su filogenia, Hordeum es uno de los géneros mejor caracterizados tanto
desde el punto de vista de la genética clasica como de la citogenética y la genética molecular.
Dada la sintenia y colinearidad existentes entre géneros préximos, H. vulgare por su condicion
diploide, autégama y a su gran facilidad para ser cruzada ha sido elegida especie modelo para
el estudio genético, gendmico y citogenético de la tribu Triticeae (Mayer et al. 2011). Ademas,
Hordeum representa un material excelente para investigar en plantas la remodelacidn
gendmica durante la evolucién de los poliploides ya que aproximadamente la mitad del taxén

es poliploide e incluye autoploides y aloploides con distintos niveles ploidicos.
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1.3. Taxonomia y Filogénia

La taxonomia del género ha sufrido grandes cambios a lo largo del tiempo. Una de las primeras
clasificaciones del género Hordeum, basada en criterios puramente morfolégicos, fue realizada
por Linneo en su obra clasica Specie Plantarum (Linneo 1753). Posteriormente, Nevski
basandose en criterios como el ciclo vital, reclasificd el género (Nevski et al. 1941). En los afios
60 el creciente interés por la mejora de cultivos y el potencial de las especies silvestres como
fuente para lograr esta mejora llevé al estudio de cruzamientos, fertilidad de polen y semillas y
viabilidad de hibridos (Rajhathy y Morrison 1959 y 1962, Liu y Schooler 1965, Subrahmanyam
1978, Bothmer y Jacobsen 1986). A raiz de estos estudios comenzaron a definirse los
diferentes genomios existentes en la tribu Triticeae y a realizarse clasificaciones incluyendo
como criterios ademas caracteristicas cromosdmicas. Léve basandose, entre otros datos, en la
constitucién gendmica de las especies y similitudes en patrones de bandeo-C (heterocromatina
constitutiva), dividié el género en dos: el género Hordeum L. (con H. vulgare L. como Unico
miembro) y el género Cristesion (que incluia a todas las demas especies) (Love 1984). Dewey,
también basandose en andlisis carioldgicos, apoyé esta clasificacion pero incluyé en el género
Hordeum a la especie H. bulbosum L. (Dewey 1984). No obstante la clasificacién mas seguida
hasta la actualidad ha sido la que establecieron Bothmer y Jacobsen en 1985, quienes
retomaron la visién cldsica de Hordeum como un uUnico género e identificaron cuatro
secciones, Hordeum, Anisolepis, Stenostachys y Critesion, atendiendo fundamentalmente a
criterios morfoldgicos. Aunque Bothmer y colaboradores mantienen esta clasificaciéon en su
ultima revisién del género, establecieron nuevas relaciones filogenéticas apoyandose en los
datos obtenidos a partir del andlisis de los apareamientos cromosdmicos en hibridos
interespecificos. Asi, en Hordeum existirian al menos cuatro genomios basicos designados por
letras: | (H. vulgare y H. bulbosum), Y (H. murinum ), X (H. marinum) y H (el resto de especies
del género) (Bothmer et al. 1995). Posteriormente, el genomio Y paso a denominarse Xu y el
genomio X a Xa (Wang et al. 1996). Una vez establecidas las homeologias entre los
cromosomas de trigo y de cebada se propuso usar el término H para la cebada cultivada
(Linde-Laursen et al. 1997) y por lo tanto se intercambiaron los nombres de los genomios H e I.
En este trabajo emplearemos la nomenclatura actualmente mds aceptada: H (H. vulgare L.y H.

bulbosum L.), Xu (H. murinum), Xa (H. marinum) e | (el resto de especies del género) (Fig. 1.3).
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Especies
asidticas

Especies

H.vulgare norteamericanas

H.bulbosum

Especies
suramericanas

H.marinum

H.murinum

Apareamiento bajo (<1 quiasma/célula)

Apareamiento intermedio (4-9 quiasmas/célula)

—_— Apareamiento alto (>9 quiasmas/célula)

Figura 1.3. Esquema de apareamientos meiéticos entre diferentes especies diploides de Hordeum.
Modificacidn realizada a partir de Bothmer et al. (1995) indicando los cuatro genomios basicos siguiendo la
nomenclatura actual.

En las ultimas décadas, los numerosos trabajos llevados a cabo en Hordeum analizando
diferentes tipos de secuencias, tanto del genoma de cloroplastos como del ADN nuclear han
aportado datos interesantes en relacion a la filogenia del género (Fig. 1.4). En general, los
arboles filogenéticos separan las especies diploides de Hordeum en cuatro grupos coincidiendo
con la constitucion gendmica determinada citogenéticamente (e.g. Doebley et al. 1992,
Komatsuda et al. 1999, Nishikawa et al. 2002, Petersen y Seberg 2003, Jacob y Blattner 2006).
Por el contrario, cuando en las filogenias moleculares se incluyen especies/citotipos
poliploides los resultados son contradictorios y dificiles de interpretar, en parte por el
desconocimiento del origen auto- o aloploide de la mayoria de los poliploides. Asi, distintos
estudios dependiendo del tipo de marcadores moleculares o secuencias analizadas (e.g
repetidas, genes de copia Unica nucleares o de cloroplastos), criterios elegidos a la hora de
confeccionar los arboles filogenéticos, el nimero de individuos por taxén o la diversidad de

especies analizadas, aportan resultados contradictorios que hacen que la filogenia de Hordeum
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y el origen de los poliploides siga siendo objeto de debate después de mas de 50 afios de

intenso estudio.

2x
H. erectifolium
H. stenostachys
H. euclaston /
H. muticum
[ H. cordobense /

H. chilense
[ H. flexuosum

— H. patagonicum

7

e H. pubiflorum /|

p—— [, cOmosum

— . bogdanii -

4x

tum

b

H. tetraplodium

_7 H. fuegianum

6x

H. procerum
_H. parodii

H. lechleri

Suramérica
Asia Central-Este
Eurasia Oeste

H. brevisulatum

I —— H. roshevitzii

——  cSpecies extintas

H. brevisulatum\

= H. marinum ssp.
gussoneanum

Xa

especies extintas

I_ H. marinum ssp. marinum

N

H. brevisulatum

H. brevisulatum

H. secalinum

:
H. marinum ssp. gussoneanum

Xu

' especies extintas

H. murinum
ssp. glaucum
H H. bulbosum
H. vulgare ssp. spontaneum
H. vulgare ssp. vulgare

8 especies extintas

/ H. murinum ssp. leporinum
H.murinum ssp. leporinum
—

H.murinum ssp. murinum

s . bulbosum

Figura 1.4. Esquema de las supuestas relaciones filogenéticas de los diferentes citotipos existente en el
género Hordeum, modificado de Brassac et al. (2012). La distribucion geografica del género se indica utilizando
el mismo cddigo de colores utilizado en la figura 1.2.

En este trabajo, para la denominacion de las especies/subespecies analizadas se ha
utilizado la clasificacion propuesta por Bothmer et al. (1995), como generalmente se sigue
utilizando por parte de la mayoria de los taxdnomos, mejoradores y genetistas. No obstante, el
interés por establecer una taxonomia que refleje las relaciones filogenéticas ha hecho que en

los Ultimos afios se hayan llevado a cabo varias reclasificaciones del género. Asi, Petersen y
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Seberg en 2003 proponen una nueva clasificacion delimitando cuatro secciones: Hordeum,
Sibirica, Stenostachys y Critesion (Fig. 1.5). En la ultima revisién del género, avalado por
numerosos estudios moleculares, Blatther en 2009 reclasifica Hordeum en cuatro secciones
monofiléticas: Hordeum, Trichostachys, Marina y Stenostachys integradas por las especies con
genomas H, Xu, Xa, e | respectivamente. Ademas establece una nueva seccién Nodosa
integrada por tres taxones que combinan los genomios Xa e |, cuyo valor taxonédmico debido a
su origen polifilético es objeto de debate (Petersen et al. 2011). Es significativo que después de
varias décadas de debate y controversia sobre el valor de los cromosomas y genomios como

criterio taxondmico en Hordeum, actualmente se da un valor relevante a los mismos.

Blattner 2009 Petersen v Seberg 2003 Bothmer et al. 1995

Sec. Hordeum Sec. Hordeum Sec. Hordeum
H., vulgare

H. bulbosum

Sec. Trichostachys Sec. Stenostachys Sec. Stenostachys

H, murinum

H, brevisubulatum H. patagonicum H, parodii
H. erectifolium H. tetraplodium
H. depresum H. fuegianum

H. guatemalense H. brachyantherum

Sec. Marina

H, marinum

Sec. Nodosa
H. secalinum
H, capense
H., brachyantherum 6x.

Sec. Stbirica «»Sec. Anisolepis
H. stenostachys H. euclaston

H. intercedens H., pusillum

H. muticum H, cordobense

H. chilense H. flexuosum

H. bogdanii
H. roshevitzii

H. jubatum H. procerum==Sec, Critesion
H. arizonicum H. lechleri
H. pubitlorum H. comosum

Sec. Stenostachys Sec. Crtesion

Resto de especies

Figura 1.5. Esquema representando las relaciones entre las clasificaciones del género Hordeum llevadas a cabo
en las ultimas décadas.

1.4. Estudios citogenéticos en el género Hordeum

Los cariotipos en general de todas las especies de Hordeum, caracterizados iniciamele en la
década de los 60 en base a su morfologia, son bastante simétricos con cromosomas
predominantemente metacéntricos y relativamente grandes (Rajhathy y Morrison 1962 vy
1964). Los cromosomas, siguiendo una nomenclatura clasica en base a una numeracién del 1
al 7, se ordenan en los cariotipos de mayor a menor tamano, situando los cromosomas

satelizados al final. Durante las década de los 70 y 80, los numerosos trabajos llevados a cabo
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con las técnicas de bandeo-C en la mayoria de la especies, permitieron un analisis
cromosdémico mas completo del género. Las similitudes o diferencias inter- e intraespecificas

en los patrones de distribucién de las bandas han sido utilizados como criterio para formular

hipétesis sobre posibles
relaciones entre especies y

o3 e &5 (5] determinar el origen auto- o

aloploide de los citotipos
poliploides (ver revisién Linde-
Laursen et al. 1992). En cebada
e e la distribucién de las bandas-C,

localizadas mayoritariamente

1H 2H 3H 4H SH 6H 7H en regiones pericentroméricas,

Figura 1.6. Esquema mostrando la localizacién fisica de los genes ~ Permite la distincion de los
ribosomales 5S (verde) y 45S (rojo). Esto permite la identificacion de

los siete cromosomas de H. vulgare. siete cromosomas aunque el

patrén similar de algunos de sus
cromosomas hace dificil la identificacion individualizada de aquellos que presentan tamafio y
morfologia parecida. Asi, la identificacion inequivoca e individualizada de todos los
cromosomas de cebada no fue posible hasta la década de los 90, con la introduccién de las
técnicas de hibridacion in situ fluorescente (FISH) utilizando sondas para ADN repetitivo. La
figura 1.6 esquematiza como la combinacidon de sondas para los genes ribosomales del 5S y
45S en H. vulgare permite la identificacion de todos sus cromosomas (Leitch y Heslop-Harrison
1992 y 1993). Tras el anadlisis comparativo de los distintos mapas genéticos dentro de la tribu
Triticeae se pone de manifiesto que los cromosomas de cebada, denominados del 1 al 7 segln
la nomenclatura clasica, muestran correspondencia con los cromosomas de los grupos de
homologia de trigo, 7, 2, 3, 4, 1, 6 y 5 respectivamente, pasdndose a denominarse por tanto

del 1H al 7H (revision Linde-Laursen et al. 1997).

Ademas de las ribosomales, han sido clonadas otras sondas de la propia cebada u otras
especies de Triticeae principalmente de naturaleza repetitiva, habiéndose utilizado para la
caracterizacion del genoma de la cebada mediante FISH (ver revision Houben y Pickering
2009). Las mismas sondas se han utilizado con éxito para caracterizar los
cromosomas/genomas de las especies silvestres (de Bustos et al. 1996, Taketa et al. 1999,
2009). No obstante, exceptuando las especies diploides silvestres mas utilizadas en mejora
como por ejemplo H. bulbosum (Pickery et al. 2005) y H. chilense (Cabrera et al. 1995), el

genoma de la mayoria de las especies silvestres de Hordeum, especialmente las formas
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poliploides, estdn poco caracterizado a nivel cromosdmico. Al contrarié que en H. vulgare
donde las sondas ribosomales permiten la caracterizacion de todo el complemento
cromosémico, en las especies diploides silvestres estas sondas identifican como maximo 2 0 3
pares de cromosomas (Taketa et al. 1999a y 2001), no obstante aportan una informacién muy
valiosa para redefinir los grupos taxondmicos dentro de los genomios, apoyando los analisis e
hipdtesis filogenéticos y permitiendo establecer algunas posibles homeologias (Taketa et al.

2005).

Las técnicas de hibridacion in situ gendmica (GISH), que han resultado muy utiles para
identificar los cromosomas de las especies parentales en multitud de hibridos y poliploides,
aplicadas al género Hordeum han permitido la deteccién del genoma Xa de H. marinum en las
especies tetraploides H. secalinum y H. capense, y en el citotipo hexaploide de H.
brachyantherum (Taketa et al. 1999b y 2009). Sin embargo, no ha sido posible distinguir
grupos de cromosomas en el resto de aloploides analizados, cuyos subgenomas representarian

variaciones del mismo genoma basico (Ourari et al. 2011).

1.5 El genoma de H. vulgare y el ADN repetitivo

Al contrario que otras plantas modelo como Arabidopsis o arroz, el gran tamafio del genoma
de cebada (5.1 Gb) es altamente complejo. Contiene algo mas de 26.000 genes que se
organizan formando islas génicas, separadas por largos tramos de ADN repetitivo que en
conjunto suponen mas de un 84% del genoma (Rostoks et al. 2002). Recientemente se ha
publicado el primer borrador de su secuencia con los resultados obtenidos por el International
Barley Sequencing Consortium (IBSC) presentando un mapa fisico de 4.9 Gb de los cuales 1.13
Gb estdn secuenciados. No obstante, en relacion a la fraccion de ADN repetitivo, exceptuando
los elementos moéviles (transposones y retrotransposones) que estdn relativamente bien
caracterizados, el mayor porcentaje corresponde a las familias de ADN repetido en tandem,
clasificadas normalmente en funcion del tamafio de la unidad de repeticién, pero aun muy

poco caracterizadas (Meyer et al. 2012).

Actualmente las plataformas de secuenciacién masiva NGS (Next-generation
Sequencing) permiten realizar varios millones de lecturas a la vez, pero la longitud de estas es
relativamente corta, entre 50-150 pb. Cuando las repeticiones son mas largas que la longitud
de cada lectura, los programas informaticos que se utilizan no son capaces de alinearlas por lo

gue se crean lagunas (gaps) o alineaciones complejas e incorrectas debido a que secuencias
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similares o idénticas se encuentran localizadas en otras zonas del genoma. Por lo tanto,
aunque las actuales técnicas de secuenciacién masiva permiten obtener grandes cantidades de
secuencias en poco tiempo, sigue persistiendo el problema de alinear las secuencias de ADN
repetitivo (Treange 2012). En cebada, como en la mayoria de los genomas de organismos
modelo “totalmente” secuenciados, no existe informacién suficiente con respecto a la
estructura y organizacidn molecular de las extensas regiones donde se acumula este tipo de
ADN repetido, que siguen siendo los “agujeros negros” de los genomas (Hoskins et al. 2007,

Cuadrado y Jouve 2011).

1.6. Microsatélites o Secuencias Simples Repetidas (SSRs)

Los microsatélites o SSRs son secuencias repetidas en tdandem, donde la unidad de repeticion
estd formada por no mas de seis nucleétidos. En cebada, como en todos los eucariotas,
representan un porcentaje muy importante de la fraccion del ADN repetido del genoma (Tautz
y Renz 1984, Morgante y Olivieri 1993). Entre sus caracteristicas destaca su gran ubicuidad y
abundancia a lo largo de los genomas tanto en regiones codificantes como no codificantes, y
sobre todo su alto polimorfismo en el nimero de unidades que se repiten, lo que hace que
presenten una gran variabilidad tanto intra como interespecifica. Estas caracteristicas junto
con la codominancia y alta reproducibilidad han hecho que, una vez conocida la secuencia que
flanquea el microsatélite para el disefio de cebadores, sean los marcadores moleculares mas
utilizados en multitud de analisis genéticos: mapas de ligamiento de alta densidad,
fingerpringting, estudios evolutivos, etc. (Schlotterer 2004). La utilidad de estos marcadores en
cebada se ha visto confirmada en numerosos trabajos (e.g. Becker y Heum 1995, Ramsay et al.
2000, Li et al. 2003). Aunque normalmente el nimero de repeticiones varia entre 3 a 100
veces, en algunos organismos pueden organizarse en tandem formado largos tramos de varios
centenares de miles de unidades de repeticidon y por lo tanto susceptibles de ser localizados
facilmente con las técnicas de hibridacion in situ (Schmidt y Heslop-Harrison 1996, Cuadrado y

Schwarzacher 1998).

A pesar de su éxito como marcadores genéticos y su amplia utilizacidn en las Ultimas
tres décadas se desconocen muchos aspectos sobre la naturaleza de los microsatélites, sobre
todo en lo que se refiere a los microsatélites que forman parte de las grandes regiones de ADN
repetido, en parte porque la informacién que se dispone sobre la distribucién de los SSRs a

nivel cromosémico tanto en plantas como animales es escasa. Actualmente, la facilidad que
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supone la utilizacién de SSRs como sondas en experimentos de hibridacidn in situ ha abierto la
posibilidad de analizar de forma sencilla su presencia en cualquier especie (Cuadrado y Jouve,
2010) y por lo tanto aportar informacién clave en relacién con su origen, organizacion,
estructura, funcién y evolucién (e.g. Morgante 2002, Cuadrado y Jouve 2008, Sonah y

Deshmukh 2012).

H. vulgare, es sin duda alguna una de las especies donde los SSRs estdn mejor
caracterizadas a nivel cromosémico proporcionando un modelo para su estudio. Sus
centrémeros ademas de ser ricos en retroelementos son ricos en el microsatélite AG
(Hudakova et al. 2001, Cuadrado y Jouve 2007b) mientras que la heterocromatina
pericentromérica estd compuesta por una secuencia satélite rica en repeticiones GAA
(Pedersen et al. 1996). Ademas, al menos en la variedad de cebada cv. Plaisant la mayoria de
los SSRs con trinucledtidos como unidad de repeticiéon forman grandes clisteres detectables a
nivel cromosémico, lo que permite la caracterizacién de todos y cada uno de sus siete
cromosomas en base a los mapas fisicos generados (Cuadrado y Jouve 2007a). Si estos mapas
fisicos fuesen especie dependientes, estos marcadores cromosémicos podrian utilizarse para
definir el genoma de H. vulgare. Este tipo de analisis llevado a cabo en las especies silvestres
podria permitir caracterizar los restantes genomas de Hordeum y establecer homologias/
homeologias entre sus cromosomas, aportando una informacién muy relevante en relacién a
la filogenia del género y la identificacidon de las especies diploides implicadas en el origen de

sus poliploides.
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2. Objetivos

En este trabajo se aborda el estudio de los SSRs de los genomas del género Hordeum desde
una perspectiva citolégica y molecular utilizando como modelo la especie H. vulgare ssp.
vulgare. Se evalua su posible utilizacion como marcadores cromosdmicos en relacién con el
analisis de la diversidad en una amplia coleccién de variedades cultivadas y especies silvestres
afines del género Hordeum. Se analiza la idoneidad de distintos SSRs para caracterizar los
distintos genomas descritos en Hordeum en relacién con la filogenia del género y el origen de
los poliploides. Esto permitiria evaluar las tendencias sufridas por distintos SSRs durante la
diversificacion de las especies y la remodelacidn gendmica posiblemente sufrida tras los
procesos de poliploidizaciéon. Dadas las limitaciones metodoldgicas actuales en relacion con la
secuenciacion de regiones enriquecidas en SSRs, es necesario poner a punto técnicas que
permitan su caracterizacién. Este objetivo general se concreta en los siguientes objetivos

especificos.

1. Caracterizar la diversidad citogenética de cuatro SSRs y su organizacidn molecular en
variedades cultivadas de H. vulgare ssp. vulgare y varias lineas de H. vulgare ssp. spontaneum
y los dos citotipos de H. bulbosum (2x y 4x) con el fin de evaluar a nivel cromosdmico la

utilizacion de los SSRs como marcadores del genoma H.

2. Identificar SSRs como marcadores cromosOmicos para caracterizar el genoma Xu de
Hordeum analizando una muestra representativa de accesiones de H. murinum abarcando

todas las subespecies (ssp. glaucum, ssp. murinumy ssp. leporinum) y citotipos (2x, 4x y 6x).

3. Identificar SSRs como marcadores cromosémicos para caracterizar el genoma Xa de
Hordeum analizando una muestra representativa de accesiones de H. marinum incluyendo

todas las subespecies (ssp. marinum y ssp. gussoneanum) y citotipos (2x y 4x).

4. ldentificar SSRs como marcadores cromosdémicos para caracterizar H. brachyantherum y por
tanto el genoma | de Hordeum, analizando todas sus subespecies (ssp. californicum vy ssp.

brachyantherum) y citotipos (2x, 4x, y 6x).

5. Estudiar la organizacion molecular y estructura de regiones del genoma de cebada

enriquecidas en repeticiones ACT, a partir del analisis de su secuencia.

~17 ~



~18 ~

2. Objetivos



3. Materiales y métodos

3. Materiales y métodos

~ 19 ~



~ 20 ~

3. Materiales y métodos



3. Materiales y métodos

3.1. Material vegetal

Se eligieron individuos que representaran todos los genomios y citotipos del género Hordeum.
Representando a las especies del genomio H se seleccionaron muestras de 12 cultivares
mejorados de Hordeum vulgare L. ssp. vulgare, siete accesiones silvestres de H. vulgare L. ssp.
spontaneum y cuatro accesiones de H. bulbosum (2x y 4x). Representando a las especies del
genomio Xu se utilizé material representativo de todas las subespecies y citotipos del complejo
H. murinum, incluyendo siete accesiones de diferente origen geografico y niveles de ploidia
(2x, 4x y 6x). Para caracterizar las especies del genomio Xa se seleccionaron seis accesiones
representativas de las dos subespecies y citotipos de H. marinum (2x y 4x). Por ultimo, en
representacion de las especies del genoma I se analizardn seis accesiones incluyendo todas las
subespecies y citotipos (2x, 4x y 6x) de H. brachyantherum. Ademds se incluyeron dos

accesiones de H. roshevitzii.

Las variedades de cebadas cultivadas fueron proporcionadas por la Dra. Alba Farré del
Instituto de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria (UdL-IRTA) de Lérida. El material
silvestre se solicitdé al Banco de Germoplasma en el Leibniz-institut fir planzaengenetik und
kulturplnazenforchung (IPK) de Gatersleben (Alemania). Todo el material se sembré en campo

para su multiplicacion (Fig. 3.1). EI material utilizado se indica con detalle en la Tabla 3.1.

Figura 3.1. Espigas de H. marinum ssp. gussoneanum (a) y H. murinum ssp. murinum (b).
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Cultivar Ploidia Tipo Carreras Pais de Origen Procedencia varietal

Hordeum vulgare L. ssp. vulgare (Genoma H)

Alexis 2x Primavera 2 Alemania St. 1622d5 x Trumpf

Barberousse 2x Invierno 6 Francia Ager x [W.259-711 x (Hatif x Ares) ]
Beka 2x Primavera 2 Francia BethgeXIll x Kneifel

Dobla 2x Invierno 6 Francia Union x Nymphe

Gaelic 2x Invierno 2 Francia Marinka x (Flika x Lada)

Golden Promise 2x Primavera 2 Reino Unido Maythorpe (Mutante de rayos gamma)
Graphic 2x Primavera 2 Reino Unido Casino x Dandy

Hispanic 2x Invierno 2 Francia Mosar x (Flika x Lada)

Morex 2x Invierno 6 EEUU. Cree x Bonanza

Orria 2X Invierno 6 Méjico/Espafia {[(Api x Kristina) x M66.85] x Sigfrido’s} x 79w40762
Plaisant 2x Invierno 6 Francia Ager x Nymphe

Triumph 2X Primavera 2 Alemania Diamant x 14029-64/6

Accesion Ploidia Pais de origen Nombre cientifico

Hordeum vulgare L. ssp. spontaneum (Genoma H)

HOR2680 2X Iran H. spontaneum K. Koch var. spontaneum
HOR4873 2x Turkmenistan H. spontaneum K. Koch

HOR4894 2x Turkmenistan H. spontaneum K. Koch var. spontaneum
HOR8538 2x EEUU H. spontaneum K. Koch var. spontaneum
HOR8543 2x EEUU H. spontaneum K. Koch var. ischnatherum (Coss.)Thell.
HOR22052 2x Israel H. spontaneum K. Koch

HOR22053 2X Israel H. spontaneum K. Koch var. spontaneum
Hordeum bulbosum L. (Genoma H)

BCC2061 2x Italia H. bulbosum L.

GRA1094 4x Georgia H. bulbosum L. ssp. bulbosum

GRA1154 2x Italia H. bulbosum L. ssp. nodosum (l.) Baum
GRA1193 4x Tajikistan H. bulbosum L. ssp. bulbosum

Hordeum murinum L. (Genoma Xu)

BCC2002 2x Tunez H. murinum L. ssp. glaucum (Steud.) Tzvelev
BCC2007 4x Espafia H. murinum L. ssp. leporinum (Link) Arcang.
GRA1021 4x Italia H. murinum L. ssp. leporinum (Link) Arcang.
GRA1144 4x Francia H. murinum L. ssp. leporinum (Link) Arcang.
GRA1183 ox* Armenia H. murinum L. ssp. murinum

GRA2735 Ax* Portugal H. murinum L. ssp. glaucum (Steud.) Tzvelev
GRA2894 4x Espana H. murinum L. ssp. murinum

Hordeum marinum Huds. (Genoma Xa)

BCC2001 2x Grecia H. marinum Huds. ssp. marinum

GRA963 2x Espafia H. marinum Huds. ssp. marinum

GRA1078 2x Italia H. marinum Huds. ssp. marinum

BCC2011 4x Turquia H. marinum ssp. gussoneanum (Parl.) Thell.
BCC2012 2x Bulgaria H. marinum ssp. gussoneanum (Parl.) Thell.
GRA1077 2x Italia H. marinum ssp. gussoneanum (Parl.) Thell.

Hordeum brachyantherum Nevski (Genoma 1)

BCC2045 4x EE UU (California)
BCC2046 bx** EE UU (California)
BCC2050 4x EE UU (Alaska)
BCC2056 4x Canada (Newfoundland)
BCC2057 2x EE UU (California)
BCC2058 2x EE UU (California)
Hordeum roshevitzii Bowden (Genoma I)

BCC2015 2x China

BCC2069 2x Rusia

. brachyantherum Nevski ssp. brachyantherum
. brachyantherum Nevski ssp. brachyantherum

. brachyantherum Nevski
. brachyantherum Nevski
. brachyantherum Nevski
. brachyantherum Nevski

IITIIITI

H. roshevitzii Bowden
H. roshevitzii Bowden

ssp. brachyantherum
ssp. brachyantherum

ssp. californicum (Cov. & Steb.) Both. & al.
ssp. californicum (Cov. & Steb.) Both. & al.

Tabla 3.1. Lista de las especies de Hordeum analizadas. (*) En desacuerdo con el nivel de ploidia esperado. (**) Alohexaploide

con un subgenoma Xa.
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3.2. Sondas utilizadas

En la Tabla 3.2 se recogen algunos detalles de las sondas utilizadas en este trabajo entre las

gue se incluyen clones, oligonucleétidos sintéticos y ADN gendmico.

Sonda Descripcion Hibridacion Southern
in situ Blot (Tm)
Oligonucleotidos sintéticos marcados en 5°y 3"con
(AG)yo Biotina o Digoxigenina ND-FISH 54.3°C
(AAC)s Biotina o Digoxigenina ND-FISH 36.2°C
(AAG); Biotina o Digoxigenina ND-FISH 36.2°C
(ACT)s Biotina o Digoxigenina ND-FISH 36.2°C
(ATC)s Biotina o Digoxigenina ND-FISH 36.2°C
(CCCTAAA); Dyr547 ND-FISH
Familias de Secuencias Clonadas de
Repetidas y distribucion (referencias)
cromosémica

pAsl En tandem intersticiales y | Aegilops tauschii Coss. FISH

subteloméricas (Rayburn y Gill 1986)
pHch950 Dispersa por los | H. chilense Roem. & Schult. FISH

cromosomas (Hueros et al. 1993)
pSc119.2 En tdndem generalmente | Secale cereale L. FISH

subteloméricas (Bebrook et al. 1980)
pTa71 ADN ribosomal 45S en loci | Triticum aestivum L. FISH

discretos (Gerlach y Bedbrook 1979)
pTa794 ADN ribosomal 45S en loci | Triticum aestivum L. FISH

discretos (Gerlach y Dyer 1980)

ADN genomico

H. marinum ssp. gussoneanum GISH
H. roshevitzii GISH
H. brachyantherum ssp. californicum GISH

Tabla 3.2. Listado de sondas utilizadas en hibridacién in situ y Southern blot.

En los experimentos de ND-FISH y Southerm blot se utilizaron cinco oligonucleétidos
basados en SSRs: (AG),g, (AAC)s, (AAG)s, (ACT)s y (ATC)s marcados con biotina o digoxigenina.
Ademas se utilizd el oligonucleétido (CCCTAAA); marcado con Dy547 (rojo) para detectar
repeticiones teloméricas (Tel.). Todos estos oligonucleétidos estaban marcados en sus dos

extremos (Isogen Life Science).

En los experimentos de FISH se utilizaron cinco plasmidos con insertos de secuencias
repetidas obtenidos de distintas especies de la tribu Triticeae conteniendo: pTa71y pTa794 la
secuencia de los genes ribosomales 18S-5.65-26S (a partir de ahora 45S) y 5S de Triticum
aestivum, respectivamente; pSc119.2, una secuencia repetida en tandem de Secale cereale
(familia de 120 bp de centeno); pAsl, una secuencia repetida en tdndem de Aegilops tauschii

(familia Afa) y por ultimo pHch950, una secuencia repetitiva y dispersa derivada de Hordeum
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chilense. Estas sondas se marcaron indistintamente con biotina o digoxigenina mediante PCR
segln protocolos estandar, descritos en de Bustos et al. (1996), exceptuando pTa71 en el que
se utilizé la técnica de nick-translation siguiendo el protocolo del kit Bionick (Invitrogen) para

marcar con biotina y del kit DigRoche (Roche) para marcar con digoxigenina.

Por ultimo, como sondas en los experimentos de GISH se utilizé el ADN gendmico de H.
brachyantherum ssp. californicum, H. roshevitzii y H. marinum ssp. gussoneanum marcados
con digoxigenina utilizando el kit de marcaje por nick-translation DigRoche de la casa comercial

Roche.

3.3. Técnicas citogenéticas
3.3.1. Obtencion de preparaciones cromosémicas

Las preparaciones cromosdmica se realizaron utilizando meristemos de raices o anteras

previamente fijadas en etanol-acido acético (3:1).

Las raices se obtuvieron de plantulas recién germinadas y excepcionalmente de
plantas crecidas en macetas en invernadero. Para ello, se estimuld la germinacion de las
semillas en papel de filtro himedo durante 24 horas (h), a 25°C. Posteriormente se
mantuvieron a 4°C durante 72 h antes de ser de nuevo devueltas a 25°C durante 24 h con el fin
de sincronizar las divisiones celulares. Las raices de aproximadamente 1.5 cm se cortaron y se
introdujeron en tubos Eppendorf con agua destilada y mantenidas en hielo picado durante 24

h antes de su fijacion.

Para la obtencidon de meiocitos, se seleccionaron espigas de plantas mantenidas para
su desarrollo en invernadero. Se seleccionaron anteras y se procedio a la busqueda de células
madre de esporas en meiosis, concretamente en metafase I. Para ello de cada una de las flores
se selecciond una sola antera para su observacidn al microscopio de contraste de fases. Si se

confirmo la presencia de metafases se fijaron las otras dos.

Para la obtencion de preparaciones cromosdémicas (raices y anteras) el material fijado y
conservado a 4°C hasta su utilizacidn se lavo con una solucién amortiguadora de citrato/citrato
sédico (pH 4.8). Posteriormente se realizé un tratamiento enzimdatico con una mezcla de
celulasa y pectinasa tal como se describe en Schwarzacher et al. (1989). Finalizado el tiempo

de digestidn, aproximadamente una hora a 37°C y volver a lavar el material con la solucién
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amortiguadora, se realizaron las preparaciones sumergiendo el material en una gota de acido
acético al 45% sobre el portaobjeto y se aplastd (squash) con ayuda de un cubreobjetos. Las
preparaciones se congelaron con anhidrido carbdnico. Tras la congelacidn, se retiraron los

cubreobjetos con ayuda de un bisturi y se dejaron secar al aire.

3.3.2. FISH (Hibridacidn in situ con Fluorescencia)

Los clones utilizados como sondas se hibridaron siguiendo el protocolo FISH descrito en de
Bustos et al. (1996). Previamente a la hibridacidn, las preparaciones se trataron con ARNasa,
afiadiendo 100 pl de una dilucion 1:100 en 2xSSC (0.3M NaCl, 0.03M citrato de sodio) durante
1 h a 37°C. A continuacion se lavaron en 2xSSC y seguidamente se fijaron en una solucién de
paraformaldehido al 4% durante 10 minutos (min), en agitacién y a temperatura ambiente
(RT). Se repitié el lavado en 2xSSC durante 10 min en agitacion y a RT. Después se
deshidrataron sumergiéndolas consecutivamente durante 5 min en etanol al 70% y al 100% y

finalmente se secaron al aire.

Como mezcla de hibridacidon se empleo una soluciéon de 2XSSC que contenia 50% de
formamida, 10% de dextrano, 0.033% de SDS y a la que se afiadié 50-100 ng de sonda por
preparacién. Esta mezcla se desnaturalizé en un bloque caliente a 70C° durante 10 min y se
dejo en hielo al menos 5 min antes de proceder a la hibridacion. Se procedié a la hibridacidn,
afiadiendo 30 pl de la mezcla de hibridacidn a cada preparacién, en un termociclador
programable, con los siguientes ciclos (5 min a 75 °C, 2 min a 55°C, 30 seg a 50°C, 1 min a 45°C,
2min a 42°C, 5 min a 40°C y 5 min a 38°C). Acto seguido se dejaron toda la noche a 37°C en

camara humeda.

Para proseguir con los lavados posthibridacién y la deteccién se utilizé el protocolo
descrito en Cuadrado y Jouve (1994). En este caso la digoxigenina se detect6 afiadiendo 50l
de una solucién 1:50 de un anticuerpo conjugado con FITC (verde) (Roche Applied Science) y la
biotina con una solucién 1:300 de streptavidina conjugado con Cy3 (rojo) (Sigma) incubando
las preparaciones durante 1 h a 37°C en cdmara himeda. A partir de aqui el resto de pasos se
realizaron en oscuridad. Tras realizar un nuevo lavado en 4xS5C/0.2% Tween? durante 10 min
a RT se tifieron los cromosomas con 30 pl de DAPI (4°, 6-diamidino-2-phenylindole) durante 15
min a RT tras lo cual se enjuagaron en 4xSSC/0.2% Tween® y definitivamente se montaron

afiadiendo solucion antifade (Vector Laboratories) entre el porta y el cubreobjetos.
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Las preparaciones seleccionadas para ser rehibridadas, en experimentos sucesivos de
hibridacion in situ (FISH o ND-FISH), se lavaron en 4x55C/0.2% Tween® (tras separar
manualmente el cubreobjetos) durante al menos 30 min a RT para eliminar el marcaje y tras
una breve inmersidn en 2xSSC se deshidrataron en etanol (70% y al 100%, 5 min cada uno).

Finalmente se secaron al aire.

3.3.3. GISH (Hibridacién in situ Genémica)

La técnica GISH se llevo a cabo siguiendo el mismo protocolo descrito en el apartado anterior
para FISH utilizando clones como sondas, con la diferencia de que en este caso se utilizo como
sonda y agente bloqueante ADN gendmico de distintas especies y en distintas proporciones

dependiendo del supuesto origen del material poliploide analizado.

Para analizar el citotipo tetraploide de H. marinum se utiliz6 como sonda ADN marcado
de la ssp. gussoneanum y como agente bloqueante ADN de la ssp. marinum en un ratio de
1:50. Para analizar el citotipo tetraploide de H. brachyantherum, se utiliz6 ADN marcado de la
ssp. californicum y ADN de H. roshevitzii indistintamente como sonda y bloqueante en distintas
proporciones (1:50-1:300). Para analizar la ssp. brachyantherum 6x, el ADN de la ssp.
gussoneanum se utilizé como sonda sin ADN gendmico blogueante. Las condiciones en las que

se llevo a cabo la hibridacién fueron las mismas descritas para FISH.

3.3.4. ND-FISH (Hibridacion in situ Fluorescente No Desnaturalizante)

Se realizé ND-FISH siguiendo el protocolo descrito en Cuadrado y Jouve (2010). Para ello se
afiadi6 a cada preparaciéon 30ul de una solucion de 2xSSC conteniendo 2pm de
oligonucledtido. Se incubé durante 2 h a 24°C en una cdmara himeda. Las preparaciones se
lavaron en 4x55C/0.2% Tween en agitacién durante 10 min a RT. La deteccidn de biotina y
digoxigenina, la posterior tincion con DAPl y el montaje definitivo de preparaciones se

realizaron siguiendo el mismo procedimiento descrito en el apartado de FISH.

Las preparaciones seleccionadas para ser rehibridadas, en experimentos sucesivos de
hibridacidn in situ (ND-FISH o FISH), se lavaron y se deshidrataron como ha sido descrito en el

apartado FISH.
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3.3.5. Microscopia de fluorescencia e imagenes

Las preparaciones fueron examinadas utilizando un microscopio de epifluorescencia Zeiss
Axiophot. Las imagenes para biotina/Cy3, Dyr547, digoxigenina/FITC y DAPI fueron tomadas
por separado utilizando su respectivo filtro y un dispositivo CCD de captura de imagenes
(Nikon DS). La localizaciéon de las sefales en relacion a la tincién DAPI se resolvié fusionando
imagenes de la misma célula, incluso obtenidas en distintos experimentos de hibridacidn,
utilizando el software Adobe Photoshop, empleando solamente aquellas funciones que aplican
igualmente para todos los pixeles. Este mismo software se utilizo para confeccionar los

cariotipos.

3.4. Técnicas moleculares

3.4.1. Extraccion de ADN

El ADN se aisld a partir de hojas jovenes siguiendo el método descrito por Sharp et al. (1988).
Para ello, el material vegetal se congeld en nitrégeno liquido y se pulverizdé en un mortero. A
continuacién se afiadié 1 ml de tampdn de lisis (100 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM NaCl, 50 mM
EDTA pH 8, SDS al 2% y proteinasa K 100 pg/ml) por cada 100mg de tejido, dejandose en
incubacién a 50°C durante 30 min.

Pasado este tiempo se realizaron dos extracciones consecutivas: en la primera se
afiadio a la muestra % volumen (vol) de fenol y % vol de cloroformo, mezclandolos suavemente
hasta conseguir una distribucién homogénea. Seguidamente se centrifugd la muestra durante
10 min a 10.000 rpm a 4°C y después se extrajo la fase sobrenadante descartando el resto. En
la segunda extraccién se repitié el mismo procedimiento pero Unicamente afiadiendo 1 vol de
cloroformo a la fase recuperada. Seguidamente los acidos nucleicos fueron precipitados al
afiadir 2 vol de etanol absoluto frio (-20°C), lavando a continuacién con etanol al 70%. Una vez
eliminado el alcohol, el precipitado obtenido se dejé secar al aire y fue finalmente
resuspendido en TE (10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA pH 8).

Posteriormente, la muestra fue tratada con la enzima ARNasa para eliminar el ARN
presente. Para ello se incubé la muestra con la enzima (100 pg/ml) durante 30 min a 37°C y
posteriormente se afiadid proteinasa K (100 pg/ml) y SDS (0.5%) dejandose a 50°C durante 1 h.
A continuacion se repitieron las dos extracciones con fenol/cloroformo, precipitando el ADN
con etanol absoluto frio y acetato sédico 0.3 M. Por ultimo se lavd el ADN con etanol 70%, se

dejé secar y se resuspendid en un vol apropiado de TE.
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3.4.2. Ensayos de Southern Blot

Para la realizacién de los ensayos de Southern blot se partié de ADN (12.5 pg en el caso del
gendmico, 5 pg en el caso de clones) que fue digerido con diferentes endonucleasas de
restriccion utilizando 3 unidades (U) de enzima por pug de ADN (Tabla 3.3). La digestién se
realizd a la temperatura correspondiente de cada enzima. El ADN digerido se separé por
electroforesis entre 14 y 16 h en un gel de agarosa al 0.8% en tampdn TAE (40 mM Tris-HCI pH
8, acido acético 0.11%, EDTA 1mM pH 8) aplicando un voltaje de 1 voltio/cm de gel.

Enzima Temperatura Diana Casa
(57----3%) comercial
Alul 37°C AGET Roche
TCGA
BamHI 30°C CBATCC Takara
CCTAG
EcoRI 37°C GAATTC Roche
CTTAAI
Hindlll 37°C ABGCTT Roche
TTCGA
Rsal 37°C GZI/;«C Roche
CATG
Sacl 37°C G{?G_O]C Takara
CTCGAG
Smal 30°C CCCHGG Takara
GGGCCC
Tagql 65°C CGA Takara
AGCT

Tabla 3.3. Enzimas de restriccion empleadas.

Los geles fueron tefiidos con 0.5 pg/ml de bromuro de etidio durante al menos 30 min.
El exceso de bromuro de etidio se eliminé lavando el gel con agua ultra-pura durante 15 min, y
se dejo exponiendo en un transiluminador con luz ultravioleta durante 2 min. La transferencia
del ADN a la membrana se realizé primero sumergiendo el gel durante 30 min en solucidn de
desnaturalizacion (0.4M NaOH y 0.6M NaCl) y después en solucion de neutralizacion (0.5M Tris
HCl pH7.5, 1.5M NaCl) durante otros 30 min. A continuacion el gel se puso en contacto con una
membrana de nylon (Biodyne, Pall Corporation) y se realizé la transferencia durante toda la

noche mediante el uso de solucién de transferencia (25mM NaPO, pH 6.5).

~ 28~



3. Materiales y métodos

Al dia siguiente la membrana se lavd en 2xSSC y se expuso a un pulso de luz utravioleta
en un Spectrolinker XL-1000 UV Crosslinker (Spectronics corporation) secandose a
continuacién durante 1 h y 30 min en una estufa a 90°C. Una vez transferida, la membrana se
hibridé sucesivamente con sondas diferentes. Como sondas se emplearon oligonucledtidos
marcados con digoxigenina (Isogen Life Science) siendo estos hibridados a 5°C por debajo de
su Tm (Tabla 3.2). Previamente a la hibridacion, la membrana fue prehibridada en 10ml de
solucidn de hibridacién (5xSSC, 0.02% SDS, 0.01% LSS y 0.3% de agente de bloqueo de Roche)
durante 4 h a 5°C por debajo de la Tm de cada oligo (Tabla 3.2). Pasado el tiempo de
prehibridacion se elimind la solucién y se afiadieron 10 ml de solucién de hibridacién con 10
pmoles de sonda, dejandolo en incubacidon durante toda la noche. Tras la hibridacion la
membrana se lavd mediante su pasd por una serie de soluciones de manera consecutiva y
siempre en agitacion: los primeros dos lavados se realizaron a RT utilizando el tampdn HSW
(0.15 X SSC, 0.1% SDS) durante 5 min cada uno. A continuacidn se lavé de nuevo dos veces en
ese mismo tampdn durante 15 min pero a la temperatura de hibridacion. El siguiente paso
consistid en poner la membrana en remojo durante 1 min en tampdn 1 (0.01M Tris-HCl pH 7.5
y 0.15M NaCl) a RT y bloquear la membrana mediante su incubaciéon en tampdn 2 (tampdén 1 +
0.2% agente de bloqueo) durante 30 min también a RT. Tras ello, la membrana se incubd
durante 30 min en tampdn 2 con anticuerpo antidigoxigenina (Anti-digoxigenin-AP, Fab
fragments, Roche) en proporcion 1:500. A continuacidn se hicieron dos lavados de 15 min en
tampdn 1y un lavado de 5 min en tampon 3 (0.1M Tris HCI pH 9.5, 0.1 M NaCl). Tras pasar por
todas estas soluciones, la membrana se incubé en oscuridad durante 1 min en el sustrato CDP-
Star (Roche) disuelto en tampdén 3 en proporcidon 1:500. La membrana fue finalmente
embolsada y expuesta a una pelicula sensible a la luminiscencia quimica (High performance
chemiluminescence film, GE Healthcare) durante diferentes intervalos de tiempo al cabo de los

cuales la pelicula fue revelada.

Tras cada hibridacion el marcaje se elimind hirviendo la membrana en HSW durante 5
min en agitacién, dejandose la membrana en 2XSSC lista para otra hibridacion para poder ser

utilizada en hibridaciones sucesivas.

3.4.3. Seleccion de clones BAC con grandes regiones de SSRs

Para el estudio de la organizacién molecular de grandes regiones de microsatélites se realizd

una seleccion de clones BAC a partir de la libreria HYWMRXALLhB (Tabla 3.4) obtenida en el
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Centre National de Resources Genomiques Vegetales (CNRGV, Francia). Los clones ricos en
grandes tramos de microsatélites fueron identificados en el CNRVG a partir de la hibridaciéon
de macroarrays correspondientes con filtros de alta densidad en los que se habian depositado

la coleccion de clones BAC.

Libreria de BACs para Hordeum vulgare
Cadigo internacional HVVMRXALLhB
Género Hordeum
Especie H. vulgare
Ecotipo Morex
Tamaiio del genoma 5000 Mb
Equivalencia del genoma 1.5X
Tamaiio medio de inserto 110.0Kb
Enzima de restriccion Hindl
Bacteria transformada DH10B
Vector pIndigoBAC-5
Antibidtico selectivo Cloranfenicol
Numero de clones 50304

Tabla 3.4. Datos de la libreria de BACs utilizada para la seleccion de clones.

La hibridacién fue realizada siguiendo el protocolo estandar del CNRVG utilizando el
oligonucleétido (ACT)s como sonda a una temperatura de hibridacién de 31.2°C. Tras la
hibridacion, los resultados fueron obtenidos de forma automatica mediante la utilizacidén de un
escaner de radioactividad (Phospholmager). La seleccidn de los clones se realizd en funcion de
la sefial obtenida tras la hibridaciéon del macroarray, utilizando para ello un programa

automatico de anélisis de sefiales (High Density Filter Reader).

3.4.4. Aislamiento del ADN de los BACs y analisis de fragmentos de restriccion

Para el aislamiento del ADN, las bacterias que contenian los clones BACs fueron sembradas en
placas con medio LB (1% NaCl, 1% Triptona, 0.5% extracto de levadura) y agar (1.5%)
suplementado con el antibidtico cloranfenicol (6.25 mg/l) dejandolas crecer a 37°C durante
toda la noche. Seguidamente se seleccionaron colonias individuales que fueron mantenidas a
37°Cdurante 4 05 h en 5 ml de medio LB con cloranfenicol (6.25 mg/l). A partir de este cultivo
inicial, se inoculd 1 | de LB con cloranfenicol (6.25 mg/l) y se dejé incubando a 37°C durante

toda la noche hasta que se alcanzé una densidad dptica de 0.6-0.8 OD a 600 nm.
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Para el aislamiento del ADN se utilizd el kit de purificacién Nucleo Bond Xtra BAC,
(Machenery-Nagel) siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacion los fragmentos

se analizaron mediante Southern Blot.

3.4.5. Clonacion de fragmentos de ADN

Los fragmentos de restriccion que resultaron positivos para (ACT)s fueron aislados y
purificados. Para ello se recortaron las bandas de agarosa correspondientes a cada fragmento
obtenidas tras la electroforesis purificdndose el ADN mediante el uso del kit de extraccion de
ADN desde gel UltraClean Gel Spin DNA extraction kit, (MOBio Laboratories) siguiendo las

instrucciones indicadas por el fabricante.

Una vez aislados, los fragmentos de ADN se clonaron en el vector plasmidico
pBlueScript (Promega). Para ello, primero se digiri6 el vector con la misma enzima de
restriccion utilizada para generar los fragmentos a clonar (1U de enzima/ug de ADN del
vector). A continuacién la reaccidon fue purificada usando el Kit High Pure PCR product
purification kit (Roche) y el vector fue defosforilado con la enzima Shrimp alkaline phosphatase
(USB) siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Al final de dicha reaccién la mezcla fue
de nuevo purificada con el mismo kit. La ligacidn del vector con los fragmentos se llevé a cabo
utilizando el kit de ligacion DNA ligation Kit Mighty Mix (Takara), siguiendo las indicaciones del
protocolo suministrado en el kit. Normalmente se ligaron 25 fmoles del vector con 75 fmoles
de fragmento en un vol de 10ul incubando a 16°C durante 1 h. Seguidamente la mezcla de
ligacién se utilizd para transformar bacterias competentes (Escherichia Coli cepa DH5a)

mediante la aplicacién de un choque térmico.

Las células competentes para la transformacién por choque térmico se obtuvieron
previamente a partir de una colonia aislada de E. coli DH5a la cual se utilizé para inocular un
cultivo de 10 ml de medio SOB (2%Triptona, 0.5% extracto de levadura, 10mM NaCl, 2.5mM
KCL, 5mM MgS0,, 5mM MgCl,). El cultivo fue incubado a 37°C en agitacién durante toda la
noche. Al dia siguiente se utilzaron 2ml del cultivo crecido para inocular 100 ml de medio SOB
fresco que fueron puestos a crecer a 37°C en agitacion hasta alcanzar una densidad dptica de
0.6-0.8 OD a 600 nm, momento en el que se pard el crecimiento del cultivo dejandolo en hielo
durante 10 min antes de centrifugarlo a 2500 rpm durante 10 min a 4°C. Tras eliminar el
sobrenadante el precipitado fue disuelto en 33 ml del tampdn RFI (30mM KAc pH 7.5, 100mM
RbCl, 50mM MnC;, 10mM CaCl,, 15% glicerol ajustado a pH 5.8 con acido acético 0.2M)
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dejandose 15 min en hielo. A continuacién se centrifugd de nuevo en las mismas condiciones
anteriores y se volvié a eliminar el sobrenadante. Seguidamente se afiadieron 4 ml del tampdn
RFIl (10mM MOPS pH 6.8, 10mM RbCl, 75mM CaCl,, 15% Glicerol ajustado a pH 6.8 con
NaOH). Se dejé de nuevo reposar en hielo durante 15 min y se hicieron alicuotas de 200 ul que

se congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C para su posterior uso.

Para la transformacién por choque térmico, la mezcla de ligacién fue afadida a una
alicuota de células competentes dejandola enfriar en hielo durante al menos 15 min. Pasado
este tiempo se procedid a la aplicacion del choque térmico para lo cual se incubaron las células
en un bafio a 42°C durante 90 seg pasados los cuales se dejaron 3 min en hielo. A continuacién
se anadié 800ul del medio SOC (medio SOB suplementado con glucosa 20mM) en el cual
crecieron las células a 37°C durante 1 h. Seguidamente se sembrd una alicuota (100-200ul) de
las bacterias transformadas en placas de agar LB suplementadas con el antibidtico de
seleccidn, X-Gal (20 mg/l) e IPTG (50 mg/l), lo que permite identificar colonias bacterianas en
las que se han introducido pldsmidos recombinantes, dejandolas crecer a 37°C durante toda la

noche.

3.4.6. Seleccion de colonias bacterianas mediante el método de Toothpick y aislamiento de

ADN plasmidico

La seleccidn de las colonias bacterianas obtenidas tras la transformacion y portadoras del clon
deseado se realizé estimando el tamaiio del vector presente en cada clon mediante la técnica
de Toothpick. Para ello cada colonia seleccionada fue aislada y disuelta simultdneamente en 30
pl del tampdn Toothpick (0.05N NaOH, 5mM EDTA pH 8, 0.25% SDS, 7% ficol, 0.01% azul de
bromofenol) y en 1 ml de medio LB suplementado con el antibidtico de seleccién para su
crecimiento a 37°C. La colonia disuelta en el tampdn Toothpick fue incubada posteriormente a
65°C durante 20 min pasados los cuales se sometid a electroforesis en un gel de agarosa al
0.8% en tampdn TAE. Los clones seleccionados se sembraron en 5 ml de medio LB a 37°C
suplementado con antibidtico, utilizando como inéculo el cultivo de 1 ml donde fue disuelta la
colonia. A partir de este cultivo se obtuvo el ADN de los clones utilizando un kit de purificacion

High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para verificar que el fragmento clonado contuviera regiones ricas en microsatélites, el
ADN plasmidico obtenido de cada clon fue analizado mediante Southern Blot utilizando como

sonda el oligonucledtido (ACT)s.
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3.4.7. Secuenciacion de fragmentos con grandes regiones de SSRs

La primera parte de la secuencia de los fragmentos clonados fue obtenida utilizando los
cebadores presentes en el vector de clonacion. Se utilizé un equipo de secuenciacién
automatica ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer 313 (Applied Biosystems, Life Technologies). A
partir de ahi, el resto de la secuencia fue obtenida de dos maneras distintas en funcién de la
complejidad de cada fragmento. Cuando fue posible, el fragmento fue secuenciado
completamente mediante el disefio consecutivo de cebadores. Para ello, sobre cada secuencia
obtenida se disefiaron y sintetizaron nuevos cebadores (Invitrogen Custom Primers, Life
Technologies) que fueron utilizados para una nueva secuenciacion. Este proceso se repitié
hasta que se cubrio la longitud completa del fragmento. Las lecturas pada cada fragmento se

analizaron y alinearon utilizando el software Contig Express.
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seleccionar colonias, secuenciar Figura 3.2. Esquema del método
de deleciones unidireccionales

seriadas.

Se partié de 15 pg de ADN de cada clon los cuales fueron digeridos consecutivamente
con dos enzimas de restriccidon una que generd un extremo protuberante en 3° (Sacl) que
impide la accién de la exonucleasa y otra que dejé un extremo romo en 5’ (Smal) que permite
la degradacion con la exonucleasa. Estas reacciones fueron purificadas con el kit comercial
High Pure PCR product purification kit (Roche) y el ADN plasmidico doblemente digerido se

incubd a 37°C en una mezcla que contenia 400 unidades de Exo I, la cual elimina alrededor de

~ 33 ~



3. Materiales y métodos

400 nucleotidos por minuto. Las deleciones seriadas fueron obtenidas tomando alicuotas a
intervalos de 1 min hasta completar el tamafio del inserto. Cada alicuota se tratd
posteriormente con la enzima Nucleasa S1 durante 30 min siguiendo las indicaciones del kit.
Tras la inactivacién de esta ultima, entre 40-60 ng ADN de cada alicuota fueron sometidos a
electroforesis en un gel de agarosa al 1% para comprobar que las deleciones seriadas se
habian producido de la forma esperada. Todas las alicuotas obtenidas fueron purificadas con el
kit comercial High Pure PCR product purification kit (Roche) y tratadas con el fragmento
Klenow de la ADN polimerasa | y una mezcla de dNTPs para la reparacién de los extremos. El
ultimo paso consistié en la ligacién de los extremos para la circularizacion del ADN. Cada
alicuota fue luego transformada en E. coli (cepa DH5a) seleccionando los clones producidos
con los tamafios apropiados mediante ensayo Toothpick. Cada uno de estos clones fue
secuenciado en un equipo ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer 3130 utilizando cebadores
presentes en el vector. Las lecturas para cada fragmento se analizaron y alinearon utilizando el

software Contig Express.
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4. SSRs y caracterizacion del genoma H
de Hordeum. Diversidad cromosdmica

eny entre H. vulgare L. y H. bulbosum L.

El contenido de este capitulo se corresponde con la publicacidn: Cytogenetic diversity of SSR
motifs within and between Hordeum species carrying the H genome: H. vulgare L. and H.
bulbosum L. Carmona A, Friero E, de Bustos A, Jouve N, Cuadrado A (2013) Theoretical and
Applied Genetics 126:949-961

Parte de los resultados se han presentado en formato poster en el XXXVIII Congreso de la
Sociedad Espaiiola de Genética celebrado em Murcia en 2011. El uso de Secuencias Simples
Repetidas en la caracterizacion cromosémica de la cebada y las especies silvestres de
Hordeum utilizadas en su mejora. Carmona A, Friero E, de Bustos A, Jouve N, Cuadrado A.
Libro de resimenes. PS78.
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4.1. Introduccidn

Una de las caracteristicas mas importantes de los microsatélites o SSRs como marcadores
moleculares es su alto grado de polimorfismo. Sin embargo, hasta la fecha no se ha evaluado si
el elevado grado de diversidad molecular de los SSRs se refleja también a nivel cromosdémico
y/o gendmico ni su posible contribucidn a la divergencia entre poblaciones y especies. A tal fin,
H. vulgare, que posee una gran abundancia de clisteres de diferentes SSRs constituye un buen
modelo para el estudio de la dindmica de la distribuciéon de los SSRs a nivel cromosémico

(Cuadrado y Jouve, 2007a).

El genoma H de Hordeum, estd presente en la cebada cultivada Hordeum vulgare ssp.
vulgare (a partir de ahora cebada) y en su progenitor silvestre la ssp. spontaneum (a partir de
ahora cebada silvestre). Ambas subespecies son muy parecidas morfolégicamente, pueden
cruzarse y sus hibridos son totalmente fértiles (Molina-Cano et al. 2005, Terzi et al. 2001). La
ssp. vulgare ha sido cultivada desde tiempos antiguos en la region Mediterranea, Etiopia, sur
de Asia, y Japdn. Actualmente su cultivo se extiende por todas las areas templadas del mundo.
La distribucién natural de la ssp. spontaneum abarca Grecia, Egipto, Oriente Medio y sur de

Asia).

Igualmente se considera que H. bulbosum L., la especie mas cercana a H. vulgare sensu
lato posee el genoma H. La cebada bulbosa es una especie perenne y alégama obligada. Se
distribuye por la region Mediterrdnea y Oriente Medio y presenta citotipos diploides y
tetraploides (2n=2x=14 y 2n=4x=28) (Bothmer el al. 1995). Esta especie ha sido muy utilizada
como donador de genes de resistencia para mejorar algunas variedades de cebada (Scholz y

Wehling 2009).

Con el objeto de evaluar la diversidad citogenética de los SSRs, se han analizado
cuatro de estos marcadores que se han seleccionado por su diferente patrén de localizacidn
cromosdmica, previamente descrita mediante FISH en el cultivar cv. Plaisant. En concreto se
han estudiado repeticiones de AG, localizadas en los centrdmeros; AAG, preferentemente
asociada a heterocromatina pericentromérica; ATC, especialmente abundante en el
cromosoma 4H y ACT, distribuida en regiones intercalares en los cromosomas 2H, 3H, 4H, 5Hy
6H (Cuadrado y Jouve 2007a y b). No obstante, para la localizacion de los SSRs en este trabajo
se ha utilizado ND-FISH, un método que permite de forma rapida y eficiente la deteccion de
regiones cromosdmicas enriquecidas en este tipo de secuencias repetidas (Cuadrado y Jouve

2010).
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Los objetivos especificos de este capitulo han sido: 1) Caracterizar la diversidad
citogenética de estos motivos SSRs en 12 variedades de cebada cultivada (de dos o seis
carreras, de primavera o invierno, para malteo o forrajeras) representativas de esta especie
(incluyendo el cultivar cv. Morex genotipo de referencia en los proyectos de secuenciaciéon del
genoma de cebada); 2) Extender la caracterizacidn a siete accesiones de cebada silvestre con el
fin de establecer un mapa fisico consenso para estos SSRs, que permita definir el genoma de H.
vulgare sensu lato; 3) Incluir en el andlisis citotipos diploides y tetraploides de H. bulbosum, lo
que podria ayudar a clarificar las relaciones existente entre las distintas especies/citotipos que
integran el genoma H de Hordeum y 4) Analizar la organizacién molecular de los SSRs mediante

Southerm blot.

4.2. Resultados
4.2.1. Localizacion cromosomica de SSRs en H. vulgare

La figura 4.1 muestra la localizacion cromosémica de (AG)io, (AAG)s, (ACT)s y (ATC)s en
preparaciones cromosémicas de varias lineas que representan el material analizado de ambas
subespecies de H. vulgare. Los Anexos 4.1, 4.2, 4.3 y 4.4 muestran la distribucion de las cuatro
sondas en el total de las 19 variedades/accesiones investigadas. Para la identificacion
individualizada de los cromosomas, se compard el mapa fisico obtenido con los patrones

previamente descritos en cv. Plaisant (Cuadrado y Jouve 2007a).

La sonda (AG)io reveld senales de hibridacion muy intensas en los centromeros de
todos los cromosomas en todos los cultivares de cebada analizados (Fig. 4.1a y Anexo 4.1a-l).
Ademas, en todos los cultivares se observaron senales de intensidad débil en la regién
subtelomérica del brazo largo de un par de cromosomas. La rehibridacion con la sonda (ACT)s
permitié identificarlo como el cromosoma 4H. La distribucion de (AG)i0 en todas las accesiones

de H. spontaneum analizadas fue idéntico al de la cebada cultivada (Fig. 4.1b y Anexo 4.1m-s).

(AAG)s produjo el patron mas rico en sefiales de hibridacidon. Las mas intensas se
observaron en la region pericentroméricas de todos los cromosomas. Pese al similar patrén
observado entre cromosomas morfolégicamente parecidos, los siete cromosomas de cada
linea se identificaron inequivocamente analizando buenas metafases (Fig. 4.1c y Anexo 4.2a-).
No se observaron diferencias entre los cromosomas homélogos de plantas del mismo cultivar

pero si entre cultivares, aunque con patrones similares. Para analizar estos polimorfismos y
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facilitar la comparacidon entre cromosomas homadlogos se confeccionaron los cariotipos de
cada variedad seleccionandolos a partir de las metafases mostradas en el Anexo 4.2 (Fig. 4.2).
Como se observa los cariotipos son parecidos pero existen diferencias, especialmente en
relaciéon con el nimero de bandas observadas en el brazo cromosémico 3HL. Este brazo
cromosdémico en algunos cultivares como Plaisant o Morex presenta dos bandas en
comparacién con la banda Unica observada en los cultivares Dobla, Golden Promise y Triumph.

En el cv. Orria no se observd ninguna sefial intensa en 3HL.

El mapa fisico de (AAG)s obtenido en las distintas accesiones analizadas de H. vulgare
ssp. spontaneum fue muy similar al obtenido en las variedades cultivadas (Fig. 4.1d y Anexo
4.2m-s). lgualmente, se detecté polimorfismo al comparar los cariotipos de este material,
especialmente en los brazos de los cromosomas 3HL y 5HL (Fig. 4.2). No se observo
heterocigosidad para la presencia/ausencia o variacion en intensidad de las sefiales de (AAG)s
entre individuos dentro de las accesiones de cebada silvestre, excepto en la accesion
HOR22053 que mostrd segregacion para una translocacion reciproca implicando a los
cromosomas 5H y 7H. De este modo se supone se han originado dos nuevos cromosomas
5HS.5HL-7HL y 7HS.7HL-5HL, resultando mas metacéntricos y submetacéntricos que los
cromosomas 5H y 7H originales, respectivamente (Fig. 4.1g y Anexo 4.2s). Este cambio en la
morfologia indicaba que los tamafios de los fragmentos translocados involucrados en la

translocacion reciproca son de tamafios diferentes.

La sonda (ACT)s generd un patron rico en sefiales intercalares de diferente intensidad
similar en todas las lineas, tanto cultivadas como silvestres (Fig. 4.1e-f y Anexo 4.3). El patrén
caracteristico de sefiales en cada cromosoma permitié la identificacion de todos los pares
cromosomicos. No se observd ninguna variacion entre cromosomas homdlogos o entre plantas
de la misma variedad cultivada. Sin embargo, a pesar de la coincidencia general de los
patrones de hibridacidn, se observaron diferencias cuantitativas y cualitativas. Se
confeccionaron los cariotipos de las 12 variedades de cebada y de las siete accesiones de
cebadas silvestres a partir de las metafases mostradas en el Anexo 4.3. Este analisis permitio
establecer los polimorfismos existentes en relacion a la presencia/ausencia y/o intensidad de
las sefiales de hibridacion (Fig. 4.2). El estudio detallado reveld varias sefiales polimérficas. Por
ejemplo, solo algunos genotipos mostraron las bandas intersticiales en el brazo 5HL y las
bandas terminales en el satélite del brazo 6HS. Destacé la ausencia de la sefial localizada en
posicion distal en el brazo 4HL de algunas accesiones silvestres. La sonda (ACT)s permitid

confirmar la translocacion 5H/7H observada en algunas plantas de la accesién HOR22053.
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cv. Golden promise HOR2860
(AG)10

a HORB8538

cv. Morex

C

cv. Morex i HOR22053

(AAG)s HOR22053 (ACT)s

cv. Golden promise

*
* *

(ATC)s 2

g 5H SHS/7THL 7HS/SHL 7H 5H  5HS/7THL 7HS/S5HL 7H

HOR22052 (ATC)s

Figura 4.1. Metafases de algunas variedades de H. vulgare ssp. vulgare (izquierda) y accesiones de la ssp.
spontaneum (derecha) hibridadas con las sondas indicadas. La identificacion cromosdmica (1-7) de acuerdo con
Cuadrado y Jouve (2007a). En los insertos en a y b estdn amplificadas las sefiales (AG)ip para mostrar las
subteloméricas observadas en 4HL. En g se muestran los cromosomas implicados en la tranlocacién reciproca
detectada en la accesion HOR22053; los hibridados con (ACT)s seleccionados de la metafases mostrada en f y con
(AAG)s de la metafase mostrada en el Anexo 2f. Barra de escala= 10um.
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(ARG)s H. vulgare ssp. vulgare {AGT)s

cv. Alexis

cv. Barbarosa

cv. Beka

cv. Dobla

cv. Gaelic

cv. Golden
promise

cv. Graphic

cv. Hispanic

cv. Morex

cv. Orria

cv. Plaisant

cv. Triumph

H. vulgare ssp. spontaneum

HOR2680

HOR4873

HOR4894

HOR8538

HOR8543

HOR22052

HOR22053

MH 24 3H 4H 5H 6H 7H MH 2H 3H 4H 5H 6H 7H

Figura 4.2. Cariotipos (AAG)s y (ACT)s de todas las variedades/accesiones analizadas de H. vulgare. Arriba las
variedades de la ssp. vulgare en orden alfabético; abajo las accesiones de la ssp. spontaneum en orden numérico. Los
cromosomas (1H-7H) hibridados con (AAG)sy (ACT)s fueron seleccionados de las metafases mostradas en los Anexos 2
y 3, respectivamente.
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El uso de la sonda (ACT)s en combinacidn con la morfologia de los cromosomas resulté

suficiente para distinguir los siete %

LX)

pares de cromosomas en todas las

cebadas (cultivadas y silvestres) de

manera rdpida y sencilla, a pesar @ o'
@® N e

del polimorfismo observado. Dada
la utilidad de (ACT)s como
marcador cromosdmico, se realizé o0 ® 0 *

un ideograma que muestra el 1H Ny 3l aH 5H 64 -

mapa fisico de este SSR el cual . . 3 o
Figura 4.3. Diagrama del patron de distribucion de (ACT)s en

podria utilizarse como referente  cromosomas de H. vulgare. Las sefiales intensas observadas en todas
las lineas se han pintado en rojo. Los asteriscos indican sitios
para la identificacion de los  polimérficos no observados en algunas variedades/accesiones.
Sefiales débiles e inconsistentes observadas en algunos genotipos se
cromosomas de H. vulgare sensu  muyestran en rosa.

lato (Fig. 4.3).

Finalmente, tras realizar ND-FISH con (ATC)s, se observé que todas las variedades de
cebada y accesiones de la cebada silvestre mostraban un patrén similar (Fig. 1h-i), coincidente
con el observado previamente en el cv. Plaisant cuando se realizd FISH con la sonda (CAT)s
(Cuadrado y Jouve 2007a). Las repeticiones ATC se agruparon principalmente en regiones

pericentroméricas del cromosoma 4H (Fig. 1h-i y Anexo 4.4).

4.2.2. Localizacion cromosomica de SSRs en H. bulbosum

Se piensa que H. bulbosum es la especie mds cercana a H. vulgare. Esta es la razén por la cual
se extendid el andlisis de la distribucién cromosémica de SSRs, realizada para las dos
subespecies de H. vulgare, a cuatro accesiones de la ssp. bulbosum [dos con 2n=14 (BCC2061 y
GRA1154) y dos con 2n=28 (GRA1094 y GRA1193)]. Las lineas tetraploides revelaron un patrén
gue correspondia con la duplicacién cromosdémica de las formas diploides, de acuerdo con la
naturaleza autoploide supuesta para el citotipo tetraploide de la ssp. bulbosum (Fig. 4.4). Para
la busqueda de cromosomas homedlogos de H. vulgare y H. bulbosum, se identificaron los
cromosomas de H. bulbosum (1HP-7HP) en las accesiones diploides. Para ello, tras realizar ND-
FISH con las sondas de SSRs, se realizé FISH con tres sondas (pTa794, pTa71y pSc 119.2) cuyo
patrén de localizacion habia sido correctamente establecido en dos accesiones diploides de H.

bulbosum (Pickering et al. 2006). Los Unicos cromosomas facilmente identificados fueron el
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5H® (con genes 5S en su brazo corto) y el satelizado 6H® (con genes 45S en la constriccidn
secundaria del brazo corto). En contraste, las sefiales obtenidas con la sonda pSc119.2,
localizada en posiciones subteloméricas en los brazos cromosémicos 3HPL, 4HPL, 6H°S y 7H®L
en los genotipos analizados por Pickering et al. (2006), resultaron polimérficas entre los
individuos analizados de las accesiones estudiadas en este trabajo y por tanto inutiles como
marcadores fisicos en la identificacion de estos cromosomas (Fig. 4.4a,). Las Unicas sefiales
bien definidas e intensas que dieron un patrén de distribucién distintivo en los cromosomas de
H. bulbosum se observaron con (AAG)s. Las sefiales se localizaron basicamente en regiones
pericentroméricas. También aparecieron unas pocas sefales débiles en otras localizaciones
cromosdmicas (bandas intercalares y subteloméricas) (Fig. 4.4a; y e-g). El patron obtenido con
la sonda (AAG)s, comparandolo con los ideogramas de Bandeo-C realizados por Linde-Laursen
et al. (1992) como referencia, permitié la identificaciéon individualizada de todos los
cromosomas en las accesiones diploides (Fig. 4.4a;:-a2). La comparacion de los cariotipos (AAG)s
de las dos accesiones diploides (BBC2061 y GRA1154) permite detectar facilmente los
polimorfismos en cuanto a las variaciones del tamafio de las bandas y/o presencia/ausencia de
sefiales de hibridacién (Fig. 4.4a;, e, f y h). En los citotipos tetraploides tan solo fueron

identificados los cromosomas 5H® y 6H® (Fig. 4.4g-i).

Para el resto de SSRs solo fue posible distinguir alguna sefal de poca consistencia e
intensidad. Por ejemplo, solo se pudieron observar sefales (AG)io localizadas cerca del
centromero de los cromosomas 1H® y 2H® (Fig. 4.4a) en la accesién BCC2061 tras largos
tiempos de exposicién en la captacién de imagenes y en buenas preparaciones cromosomicas.
En las cuatro accesiones analizadas, las sefiales de (ATC)s se localizaban principalmente cerca
de los centromeros de algunos cromosomas. Ademas, se observé en un cromosoma de la
accesion GRA1154, identificado como 2H®, una sefial polimérfica intercalar (Fig. 4.4b). Se
identificaron diferencias en la presencia/ausencia e intensidad de las sefales entre accesiones
e incluso entre cromosomas homoélogos dentro del mismo genotipo (Fig. 4.4b-c). Por ultimo
todos los cromosomas de H. bulbosum analizados mostraron sefiales de hibridacion con (ACT)s
exclusivamente cerca de los centromeros, observandose un claro polimorfismo en la
intensidad de las sefiales entre las accesiones estudiadas y entre cromosomas individuales de

las mismas lineas (Fig. 4.4d).
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BCC2061 GRA1154 BCC2061

BCC2061 BCC2061 pSc119.2 GRA1193
3

GRA1094 (AAG)5

b
(AAG)s 1HP 2H® 3H® 4H® 5H° eH® 7HP | GRA1094 5H

BCC2061 3 (AAG)s

— . —
GRA1154 o : " 58 rDNA 458 rDNA
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Figura 4.4. Hibridacidn in situ en metafases de dos accesiones diploides (BCC2061 y GRA1154) y dos tetraploides
(GRA1094 y GRA1193) de H. bulbosum con las sondas indicadas. Las sondas pSc119.2, pTa794 (5S) y pTa71 (45S)
se utilizaron para la identificacion cromosdmica, de acuerdo con Pickering et al. (2006). En a-az, la misma metafase
tras ND-FISH con (AG)yo (a) rehibridada con (AAG)s (a1) y nuevamente rehibridada mediante FISH con las sondas
pSc119.2 y pTa71 (recuadro), en verde y rojo respectivamente (az); las flechas y puntas de flecha apuntan los
brazos cromosémicos 3HL y 4HL, respectivamente, para ilustrar el polimorfismo observado con pSc119.2. En h los
cariotipos (AAG)s de las dos accesiones diploides. Los cromosomas (1HP-7HP) de BCC2061 fueron seleccionados de
la metafase mostrada en e y los de GRA1154 de la mostrada en f. Los asteriscos indican las sefiales polimdrficas
observadas en y entre los individuos de cada genotipo. Por ejemplo, comparar los homdlogos 4H? en a; y e, o los
homdlogos 2Hb y 5Hb en f y a. En i se muestran los cromosomas 5HP (izquierda) y 6HP (derecha) seleccionados de
la metafase mostrada en g, los cuales fueron rehibridados con pTa794 (5S) y pTa71 (45S) para su correcta
identificacién; destacar el elevado grado de variaciéon observado en la distribucion de los SSRs al comparar
homodlogos. Barra de escala= 10pum.
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4.2.3. Organizacion molecular de los SSRs

Se estudid la organizaciéon molecular de los clusteres de SSRs observadas por
hibridacidn in situ mediante Southern blot, utilizando ADN gendmico extraido de un Unico
individuo de cada una de las 23 accesiones analizadas a nivel cromosdmico. Este ADN se digirié
utilizando por separado las enzimas de restricciéon Alul y Rsal, para posteriormente ser
hibridado con sondas SSRs marcadas con digoxigenina. Ambas enzimas actian en blancos
especificos de cuatro pares de bases que no generan corte dentro de las cuatro secuencias
SSRs analizadas, lo que permite aislar fragmentos completos de repeticiones de AG, AAG, ACT
y ATC con un minimo de secuencias flanqueantes. Como se observa en los geles de agarosa
tras la separacion del ADN gendmico digerido, la mayoria de los fragmentos son de pequefio

tamaiio (Fig. 4.5).

Figura 4.5. Imagenes de los geles mostrando las digestiones del ADN gendmico con Rsal (izquierda) y Alul
(derecha) con muestras representativas de H. vulgare ssp. vulgare, (cvs. Plaisant, Gaelic, Barbarosa, Graphic,
Morex, Orria y Plaisant), H. vulgare ssp. spontaneum (HOR22062 y HOR2860) y H. bulbosum (GRA1154). Los
tamafios del marcador de peso molecular se dan en kb.
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Figura 4.6. Resultados de los experimentos Southern Blot con muestras representativas de H. vulgare ssp. vulgare,
(cvs. Plaisant, Gaelic, Barbarosa, Graphic, Morex, Orria y Plaisant), H. vulgare ssp. spontaneum (HOR22062 y
HOR2860) y H. bulbosum (GRA1154). Los tamafios del marcador de peso molecular se dan en kb. Los paneles
muestran las correspondientes membranas hibridadas sucesivamente con las sondas indicadas.

La figura 4.6 muestra los resultados del Southern Blot. Los patrones de hibridacion
detectados, independientemente de la enzima de restriccion usada o de la sonda SSR
empleada, revelaron similitudes en términos de abundancia y tamafio de fragmentos en todas

las lineas correspondientes las dos subespecies de H. vulgare. Estos patrones variaron
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significativamente de aquellos observados en las cuatro accesiones de H.bulbosum, siendo
estos Ultimos similares entre ellos. Los patrones de hibridacién mds fuertes obtenidos con las
muestras de ADN provenientes de H. vulgare fueron mas intensos que aquellos obtenidos con
H. bulbosum. Las diferencias en la intensidad de sefial fueron menos patentes con la sonda
(ATC)s. Se observaron diferencias notables al comparar los patrones de las cebadas cultivadas
y silvestres. (AG)io y (AAG)s generaron un rastro continuo a lo largo del carril con algunas
bandas mas fuertes incluyendo fragmentos de alto peso molecular. Esto indica la existencia de
largos segmentos de estos SSRs. (ACT)s y (ATC)s revelaron multiples bandas bien definidas a lo
largo de un rango de pesos moleculares que difieren significantemente entre las digestiones
de Alul y Rsal. En el caso particular de (ATC)s las bandas fueron especialmente intensas y

constantes en todas las cebadas analizadas.

4.3. Discusion
4.3.1. SSR como marcadores cromosémicos mediante ND-FISH

Los motivos SSRs han ayudado a incrementar notablemente el nimero de marcadores fisicos
disponibles para la caracterizaciéon de los cromosomas de la cebada en los Ultimos afos,
aportando una mejora con respecto al uso de los genes ribosomales (45S y 5S) y otras sondas
de ADN repetitivo especificas para cebada o para la tribu Triticeae, que han sido las
normalmente utilizadas desde el desarrollo de las técnicas de hibridacién in situ (revisado en
Houben y Pickering 2009). La técnica de FISH permite la visualizacién de regiones ricas en
repeticiones de SSRs (Pedersen et al. 1996, Cuadrado y Jouve 2007, Kato 2011). Sin embargo,
en este trabajo se ha empleado para su deteccidén una variante de la técnica FISH, la técnica de
ND-FISH, que resulta mas sencilla, rdpida y eficiente que cualquier otro método de FISH
anteriormente empleado para localizar SSRs a nivel cromosémico (Cuadrado y Jouve 2010,
2011). Se confirma la efectividad de esta técnica como lo demuestra el hecho de que en todos
los cultivares/accesiones de cebada se detectd una sefial distal en 4HL con (AG)1o (Fig. 4.1a-b)
no detectada anteriormente mediante la utilizacion de técnicas convencionales de FISH en el
cv. Plaisant (Cuadrado y Jouve 2007a), demostrando ademas la mayor sensibilidad que aporta

la técnica de ND-FISH.

La sonda (ACT)s por su patron de distribucion de sefiales discretas en posiciones
concretas de cada cromosoma permitié la facil identificaciéon de todos los cromosomas en las

19 variedades/accesiones de H. vulgare analizadas. La distribucién de los clisteres ACT, como

~47 ~



4. SSRs y el genoma H de Hordeum

se muestra en la figura 4.3 proporciona un mapa fisico de referencia, que puede ser muy util
como base para anclar otras secuencias en cualquier variedad de cebada. Otra aplicacion
practica es la deteccion de material ajeno o reestructuraciones cromosémicas en lineas
mejoradas. De hecho en este trabajo se ha identificado la presencia de una translocacion
reciproca en la accesion HOR22053, implicando los brazos largo de los cromosomas 5H y 7H,
mediante la reordenacién/identificacién de las marcas de referencia generadas con la sonda

(ACT)s en estos cromosomas.

Aunque algunos SSRs analizados no permiten la identificacién de todos los
cromosomas de cebada pueden resultar Utiles en otras situaciones. Por ejemplo, la localizaciéon
especie-especifica de las repeticiones AG en los centrdmeros de H. vulgare puede
proporcionar un modo para distinguir facilmente los cromosomas de cebada en hibridos entre
H. vulgare x H. bulbosum y su seguimiento posterior durante el proceso de eliminacion de los

cromosomas uniparentales en estos hibridos (Sanel et al. 2011).

Por el contrario, los SSRs aqui analizados en H. bulbosum resultaron poco valiosos
como marcadores cromosémicos. No son observables en los cromosomas de esta especie
regiones especialmente ricas en AG y ATC. Las repeticiones ACT, localizadas exclusivamente en
posiciones centroméricas, y AAG, que resultaron altamente polimodrficas (intra e
intervarietalmente), resultaron poco informativas en la identificacidn individualizada de sus
cromosomas. Por otra parte, dada la existencia de gran abundancia de agrupaciones de SSRs
en Triticeae (Cuadrado y Schwarzacher 1998, Cuadrado et al. 2008), otras sondas SSRs, con
repeticiones de otros motivos, podrian generar mas informacién sobre los cromosomas de H.

bulbosum.

4.3.2. Estructura molecular de los SSRs

Para producir sefiales de hibridacion in situ consistentes en cromosomas metafasicos como las
observadas en el presente trabajo se requiere una region de ADN de una extensién suficiente
de kilobases como secuencia diana en el cromosoma. No obstante, esto no significa que las
dianas deban de ser largos tramos ininterrumpidos de SSRs. Los resultados obtenidos del
andlisis de Southern blot revelaron el mismo patron de distribucion de fragmentos con
repeticiones AG y AAG, el cual diferia notablemente de los fragmentos con repeticiones ACT y
ATC. De hecho, el rastro de fragmentos observado con (AG)io y (AAG)s probablemente refleje

la intima asociacién de estos SSRs con retrotransposones y otros elementos repetitivos
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dispersos (Ramsay et al. 1999). Entre las 19 variedades/accesiones de H. vulgare se observaron
claras diferencias en el tamafo de los fragmentos de ACT, correlaciondndose con el
polimorfismo observado a nivel cromosdmico mediante ND-FISH con la sonda (ACT)s. Ademas,
no se detectaron diferencias patentes con respecto al patréon de la sonda ATC entre las
muestras de ambas subespecies de H. vulgare, de acuerdo con el invariable patron observado
tras la hibridacién in situ. La presencia de fragmentos de ADN intensamente marcados con
pesos moleculares que van desde los 0.3 kb hasta las 1.5 kb sugirié que las agrupaciones de
ATC estdn organizadas en grupos de repeticiones de tamafio mas reducido que a su vez forman
parte de estructuras repetitivas mds complejas, y que estos estdn conservados tanto en la

cebada cultivada como en la silvestre.

4.3.3. ND-FISH y SSRs para evaluar la diversidad citogenética de la cebada

Uno de los principales objetivos de los bidlogos evolutivos y mejoradores es la deteccién de la
diversidad genética. A lo largo de las ultimas dos décadas la diversidad genémica en cebada,
incluyendo sus parientes silvestres, ha sido evaluada analizando fundamentalmente diferentes
marcadores moleculares, incluyendo los SSRs (Saghai-Maroof et al. 1994, Casas et al. 1998). La
diversidad citogenética de la cebada ha sido estudiada empleando el Bandeo-C (Friebe y Gill
1994, Taketa et al. 2009). Sin embargo, no se ha llevado a cabo ningun estudio citogenético
sobre diversidad basado en la presencia y extensién de SSRs a nivel cromosdémico.
Desafortunadamente, al trabajar con plantas, la técnica de FISH puede ser laboriosa. Ademas
para muchas especies no existen sondas adecuadas que generen unos patrones diagnosticos
para la identificacion cromosémica. La informacién de diversidad citogenética es por lo tanto
pobre, incluso para especies cuya caracterizacion cromosdémica es de especial interés

(Schneider et al. 2003, Albert et al. 2010).

Los resultados aqui descritos en relacion con la distribucién cromosémica de (AG)io Y
(ATC)s, muestra que esos SSRs no son apropiados como marcadores cromosdmicos para
evaluar diversidad citogenética en cebada. Sin embargo, cada genotipo puede ser distinguido
basdandonos en el patron in situ si utilizamos (AAG)s y (ACT)s, observandose una amplia
variabilidad cromosémica entre las dos subespecies de H. vulgare. Este trabajo demuestra que
la técnica ND-FISH y el uso de SSRs como marcadores suponen una herramienta excelente para
analizar cromosomas al resultar un método muy reproducible y por lo tanto una técnica que

puede ser usada en diferentes laboratorios. Por otra parte, las diferencias en la intensidad de
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la sefial obtenidas en diferentes laboratorios a partir de oligonucleétidos de la misma longitud
(y por lo tanto con la misma cantidad de marcaje) tan solo puede reflejar diferencias en el
tamanfio de la secuencia diana. El protocolo de ND-FISH podria suministrar una mejor opcién
que los protocolos convencionales de hibridacién in situ para examinar la diversidad

citogenética de colecciones de germoplasma (por ejemplo, la Barley Core Collection).

El andlisis de los cariotipos con (AAG)s y (ACT)s revela la diversidad citogenética entre
cultivares de cebada con caracteristicas agrondmicas similares, o en el caso de la cebada
silvestre entre accesiones correspondientes a poblaciones cercanas geograficamente. También
se observaron diferencias al comparar cariotipos de cultivares de cebada estrechamente
relacionados, por ejemplo, los cvs. Dobla y Plaisant, los cuales comparten el cv. Nymphe como
uno de los parentales. Los resultados revelan que no existe un mayor parecido entre los
cariotipos de las variedades comerciales de H. vulgare ssp. vulgare ni entre las accesiones de
H. vulgare ssp. spontaneum, que si se comparan variedades/accesiones pertenecientes a
distintas subespecies de H. vulgare. De hecho, estas subespecies fueron indistinguibles en
términos de sus patrones de distribucién de los SSRs analizados. Estos resultados coinciden
con la interfertilidad observada entre las formas silvestres y cultivadas, reforzando la idea de

gue ambas formas pertenecen a la misma especie.

4.3.4. Citogenética y relaciones entre especies

H. vulgare y H. bulbosum comparten el genomio H definido por estudios cldsicos de citologia
basados en apareamientos cromosémicos en hibridos, morfologia cromosdmica y patrones de
Bandeo-C (Linde-Laursen et al. 1997). lIgualmente, los resultados de investigaciones
moleculares basadas en distintos tipos de secuencias sugieren que H. vulgare y H. bulbosum
tiene un origen monofilético, constituyendo un grupo que se separd en etapas tempranas del
resto de especies de Hordeum (Bothmer y Jacobsen 1985, Blattner 2009, Terasawa et al.
2012). Sin embargo, los resultados de este trabajo parecen demostrar la existencia de
diferencias sustanciales en la abundancia y distribucién de las repeticiones de AG, AAG, ACT y
ATC entre los cromosomas de H. vulgare y H. bulbosum. Esto parece contradecir la supuesta
estrecha relacidn gendmica existente entre ambas especies. Mas bien, estos datos coinciden
con investigaciones citogenéticas que utilizando otras secuencias repetitivas de ADN como
marcadores cromosémicos especificos han sugerido una menor relaciéon (Xu et al. 1999,

Svitashev et al. 1994, de Bustos et al. 1996). Incluso asumiendo que H. vulgare y H. bulbosum
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tengan un origen monofilético y que su separacidn se produjo posteriormente en un momento
evolutivo mas o menos temprano (Blattner 2009), los resultados de este trabajo reabren la
discusidn sobre si estas especies tienen una naturaleza gendmica comun o si por el contrario
representan dos grupos gendmicos distintos, los cuales deberian recibir distintas
denominacion como ya ha sido previamente propuesto (Shcherban y Vershinin 1992, Svitashev

et al. 1994).

4.3.5. Tendencias evolutivas seguidas por los SSRs durante la especiacion

Los cambios observados en la cantidad y distribucién de las distintas familias de ADN repetitivo
gue integran el genoma de una especie son demostrativos de la importancia de la
remodelacién gendémica durante la evolucién y la especiacidn. Sin embargo son poco
conocidos los mecanismos moleculares mediante los cuales los genomas cambian y tampoco
se sabe si estos cambios estan sujetos a seleccion (Plohl et al. 2002). A nivel cromosémico, los
mismos clusteres integrados por repeticiones AG y ATC observados en la ssp. vulgare son
detectados en los cromosomas de la ssp. spontaneum, lo que sugiere que ya estaban
presentes en el genoma ancestral del que derivan ambos taxones, y que por tanto serian

anteriores a la domesticacién de la cebada a partir de la ssp. spontaneum hace unos 10.000

afios en la zona del Creciente Fértil (Badr et al. 2000). Por el contrario los clusteres formados
por repeticiones ACT y AAG presentan un patrén de distribucion cromosémica similar pero no
idéntico, evidenciando polimorfismo para la presencia/ausencia de sefiales de hibridacién.
Esto sugiere que las repeticiones de estas secuencias estan mas predispuestas a ser
amplificadas o eliminadas tanto en las variedades cultivadas como en las formas silvestres

relacionadas.

Es de sefalar que H. bulbosum difiere de H. vulgare en la abundancia de los cuatro
SSRs analizados. Por ello, es razonable asumir que las agrupaciones especificas de
determinados SSRs han sufrido o una masiva amplificacion en el linaje de H. vulgare, o una
eliminacion en el de H. bulbosum, después de que ambas especies se separaran de su ancestro
comun. Un fendmeno similar ha sido observado en otras gramineas. Por ejemplo, en el género
Secale, donde se ha observado una amplificacion de los clisteres de AAG y AAC en centeno

cultivado tras la divergencia de S. sylvestre (Cuadrado y Jouve 2002).
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4.4.4. Anexos

A continuacidn se muestran las figuras anexas correspondientes a este capitulo:

cv. Alexis cv. Barbarosa cv. Beka cv. Dobla

c

cv. Gaelic cv. Golden promise cv. Graphic " ev. Hispanic

f g h

cv. Morex cv. Orria cv. Plaisan cv. Triumph

HOR2680 _ HOR4873 HOR4894

HORB8538 HOR8543 HOR22052 HOR22053

Anexo 4.1. Metafases mostrando la distribucién cromosémica de (AG)1o en todas las variedades de H. vulgare ssp. vulgare (a-i) y accesiones
de H.vulgare ssp. spontaneum (m-s) analizadas. Barra de escala = 10 um.
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cv. Alexis cv. Barbarrosa cv. Beka cv. Dobla

6

b

cv. Golden promise

cv. Hispanic

cv. Orria 6

i j
HOR4873
7

HOR2680

o

HORB8543 HOR22052

Anexo 4.2. Metafases mostrando la distribucién cromosémica de (AAG)s en todos los cultivares de H. vulgare ssp. vulgare (a-i) y lineas de
H.vulgare ssp. spontaneum (m-s) analizadas. La identidad de los cromosomas (1-7) se indica en cada panel. Destacar que en s se muestra la

metafase de un individuo heterocigoto para la translocacidn reciproca (55/7Ly 75/5L) detectada en la accesién HOR22053. Barra de escala =
10 pm.
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c

cv. Dobla

cv. Golden promise

cv. Graphic

g

cv. Morex cv. Orria

cv. Plaisan

cv. Triumph

HOR4873

HOR4894

HORB8538

HOR22052

HOR22053

Anexo 4.3. Metafases mostrando la distribucion cromosémica de (ACT)s en todos los cultivares de H. vulgare ssp. vulgare (a-i) y lineas de
H.vulgare ssp. spontaneum (m-s) analizadas. La identidad de los cromosomas (1-7) se indica en cada panel. Destacar que en s se muestra la

metafase de un individuo heterocigoto para la translocacién reciproca (55/7Ly 7S/5L) detectada en la accesién HOR22053. Barra de escala =
10 pm.




4. SSRs y el genoma H de Hordeum

cv. Alexis cv. Barbarrosa cv. Beka ( ATC)S cv. Dobla

C

cv. Gaelic cv. Golden promise cv. Graphic cv. Hispanic

g h

cv. Morex cv. Orria cv. Plaisan cv. Triumph

k
HOR2680 HOR4873 HOR4894

HOR8538 HOR8543 HOR22052 HOR22053

Anexo 4.4. Metafases mostrando la distribucion cromosémica de (ATC)s en todos los cultivares de H. vulgare ssp. vulgare (a-i) y
accesiones de H.vulgare ssp. spontaneum (m-s) analizadas. Barra de escala = 10 um.
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5. SSRs y caracterizacion del genoma Xu
de Hordeum. Nuevas perspectivas en la

evolucion de H. murinum L.

El contenido de este capitulo se corresponde con la publicacion: Chromosomal
characterization of the three subgenomes in the polyploids of Hordeum murinum L.: New
insight into the evolution of this complex. Cuadrado A, Carmona A, Jouve N (2013). PLoS One.
8(12): e81385.

Los resultados se han presentado en formato comunicacién oral en el VII Seminario de
Citogenética celebrado en Pontevedra en 2012. SSRs, cromosomas y taxonomia de Hordeum
murinum con citotipos di-, tetra- y hexaploides. Carmona A, Jouve N, Cuadrado A. Libro de
resimenes pg. 18.
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5. 1. Introducciéon

La poliploidizacién es un proceso muy importante en la evolucién de muchos grupos de plantas
(Van de Peer et al. 2009). Ciertamente ha jugado un papel muy importate en la diversificacion
del genero Hordeum. Sin embargo, pese a los numerosos estudios realizados, es incierto el
origen por auto- o aloploidia de la mayoria de las especies y de sus correspondientes citotipos.
Este desconocimiento, contribuye a que no exista un consenso en el tratamiento taxondmico
de los citotipos poliploides, la mayoria incluidos junto con citotipos diploides de la misma

especie.

Entre las especies silvestres de Hordeum, el complejo murinum estd integrado por las
subespecies/citotipos con genoma Xu. Hordeum murinum L. (cebadilla, cebada bastarda 6 cola
de zorro entre otros) posee tres subespecies: H. murinum ssp. glaucum (Steud.) Tzvelev
(2n=2x=14); H. murinum ssp. murinum (2n=4x=28) y por ultimo, H. murinum ssp. leporinum
(Link) Arcang., que presenta dos formas poliploides (2n=4x=28 y 2n=6x=42). Hordeum
murinum L. es una especie anual de invierno, principalmente autégama. El habitat natural de
estas especies son las costas y cauces arenosos de rios aunque a dia de hoy se localiza en casi
todos los lugares donde hay actividad humana. La ssp. murinum se distribuye por el norte y
este de Europa, desde el Atlantico hasta el Cducaso y no suele alcanzar la region Mediterranea.
Por el contrario la ssp. glaucum se localiza en las regiones Mediterraneas y Oriente Medio. La
ssp. leporinum llega hasta el suroeste de Asia, con una distribucién preferente de las formas

tetraploides en Afganistan y las hexaploides en Turquia e Iran (Bothmer el al. 1995).

Durante muchos afios se ha mantenido el debate si las formas poliploides de H.
murinum son auto- o aloploides (e.g. Rajhathy y Morrisson 1962, Linde-Laursen et al. 1989,
Bothmer et al. 1987, Jahan et al. 1992, Blattner 2006). Durante la meiosis los poliploides se
comportan como verdaderos aloploides, ya que se forman exclusivamente bivalentes. No
obstante se ha propuesto que serian autoploides con un mecanismo muy fuerte de
diploidizacidn (Bothmer et al. 1988). Numerosos analisis filogenéticos han apoyado con fuerza
la hipotesis del origen aloploide (de Bustos et al. 2006, Tanno et al. 2010, Ourari et al. 2011,
Brassac et al. 2012). Recientemente, Jacob y Blattner (2010) en un exhaustivo andlisis
filogenético utilizando conjuntamente marcadores moleculares AFLPs (Amplified Fragment
Length Polymorphisms), secuencias de clones ITS (Internal Transcribed Spacer) del ADN
ribosomal, una secuencia nuclear del gen de la topoisomerasa 6 (TOPO 6), seis microsatélites y
una secuencia de copia Unica de cloroplastos (trmL-F), llegaron a la conclusion de que la ssp.

glaucum, junto con otro progenitor diploide probablemente extinto en la actualidad vy
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pertenecientemente al mismo grupo (genoma Xu), originaron las formas tetraploides. Estas,
tras hibridar con un tercer progenitor diploide, filogenéticamente muy emparentado, vy
duplicar sus cromosomas habria dado origen a las formas hexaploides de la ssp. leporinum.
Para profundizar en el conocimiento de la constitucidn gendmica del complejo H. murinum es
imprescindible llevar a cabo analisis citogenéticos que permitan la discriminacion de los
cromosomas en las distintas subespecies/citotipos (Blattner 2009). Si las formas diploides
estdn implicadas en el origen de los tetraploides sus cromosomas deberian estar presentes en
ellos. Lo mismo ocurriria en el caso de que los tetraploides hayan originado las formas
hexaploides. No obstante, la técnica de GISH, tan resolutiva para caracterizar la naturaleza
hibrida o aloploide de muchas especies, no ha permitido demostrar el origen aloploide del

complejo murinum (Ourari et al. 2011).

En este trabajo se han analizado siete accesiones de H. murinum representando todas
las subespecies y citotipos con el objetivo de caracterizar a nivel cromosdmico el genoma Xu
de Hordeum, determinar la posible existencia de distintos subgenomas, y en su caso
determinar la implicacion de los distintos citotipos en el origen de los poliploides. En concreto
se pretende: 1) Identificar marcadores tipo SSR analizando la distribucién, mediante ND-FISH,
de los oligonucleotidos (AG)is, (AAC)s, (AAG)s, (ACT)s, (ATC)s, y (CCCTAAA)s; 2) Analizar el
patrén de distribucion mediante FISH de cinco clones: pTa71, pTa794, pSc119.2, pAsl y
pHch950, previamente utilizadas en los citotipos 2x y 4x de H. murinum (de Bustos et al. 1996,
Taketa et al. 1999, Ourari et al. 2011), lo que en combinacién con los marcadores SSRs
posibilitaria la identificacion cromosdémica/genémica de cada accesidn; 3) Analizar la
diversidad en y entre la ssp. murinum y las formas tetraploides de la ssp. leporinum, lo que
permitiria aclarar en gran medida las relaciones filogenéticas existentes entre estos taxa y su
posible implicacion en el origen de las formas hexaploides; 4) Estudiar el apareamiento
cromosdémico durante la metafase | en tetraploides, con el fin de analizar en detalle los
bivalentes formados y 5) Analizar las posibles remodelaciones genémicas que podrian haber

ocurrido tras los procesos de poliploidizacion.

5. 2. Resultados

5.2.1. Nivel de ploidia en H. murinum

Entre las accesiones analizadas se encontraron todos los citotipos previamente descritos para

el complejo murinum. Una accesion, BCC2002, resultd ser diploide (2n=2x=14); cinco
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accesiones tetraploides (2n=4x=28): BCC2007, GRA1021, GRA1144, GRA2735 y GRA2894; y una
hexaploide (2n=6x=42), GRA1183 (Tabla 3.1). Aunque, para cinco de las siete accesiones
investigadas el nimero de cromosomas se corresponde con el esperado, de acuerdo con su
clasificacién taxondmica, la accesion GRA2735, que venia clasificada como ssp. glaucum, por el
banco que proporciond las semillas, resultd tener 2n=28 cromosomas en lugar de los 2n=14
esperados. Ademas, la accesion GRA1183, supuestamente ssp. murinum, resultd tener 2n=42
cromosomas en lugar de los 2n=28 que se esperaban. Para confirmar la clasificacidn
taxondmica del material analizado en este trabajo, se hizo una siembra en campo de
individuos de todas las accesiones y se procedio a su identificacion morfoldgica siguiendo las
claves propuestas por Bothmer et al (1995). Estas claves se basan fundamentalmente en
distintos caracteres florales. Asi la ssp. murinum se diferencia de la ssp. glaucum y la ssp.
leporinum por poseer espiguillas centrales sésiles en lugar de pediceladas. La ssp. leporinum,
que tiene espiguillas laterales mds grandes que la central, se diferencia de la ssp. glaucum por

la ausencia en esta ultima de este caracter.

La accesion GRA2735 mostré una morfologia tipica de la ssp. glaucum, incluyendo
anteras con puntos morados (Fig. 5.1). Esta accesidn representa la primera poblacién descrita
con citotipo tetraploide perteneciente a la ssp. glaucum. Por otro lado, la accesion GRA1183,
supuestamente ssp. murinum, mostré las caracteristicas propias de la ssp. leporinum
(espiguilla central pedicelada mas corta que las espiguillas laterales) lo que le correspondia por

su condicion hexaploide, tratandose por tanto de un error en la clasificacién en el Banco de

Germoplasma del que procede.

a b
Figura 5.1. Espiguillas y anteras de la accesion tetraploide GRA2735 mostrando las caracteristicas distintivas de

la ssp. glaucum. a) Espiguilla central con pedicelo mas larga que las laterales. b) Las tres anteras de una espiguilla
central mostrando los puntos morados caracteristicos de esta subespecie.
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5.2.2. Andlisis cariotipico del citotipo diploide de H. murinum

La figura 5.2 muestra los patrones distintivos de hibridacién obtenidos con varias sondas

repetitivas en metafases mitéticas de la accesién BCC2002.

El andlisis de FISH empleando la sonda pTa7l revelé cuatro sefiales en las
constricciones secundarias de dos pares de cromosomas satelizados (Fig. 5.2a). Uno de esos
pares también mostraba una sefal con la sonda pTa794 en una posicion mdas proximal (Fig.
5.2d). Ademas, pTa794 hibridd en el brazo corto de otro par cromosdmico en posicién distal
(Fig. 52d vy j). De este modo, la utilizacién combinada de las dos sondas ribosomales permite
distinguir facilmente tres pares de cromosomas (Fig. 5.2k, fila superior). La sonda pAs1 mostrd
un patrén de sefiales similar entre los diferentes cromosomas, haciendo muy dificil Ia
identificacion individual de los mismos (Fig. 5.2f). Con la sonda pSc119.2 no se observo

ninguna sefal.

El patrén mas claro y rico en sefiales de hibridacion se obtuvo con la sonda (AAG)s, la
cual permitié distinguir sin ambigliedades los siete pares de cromosomas homodlogos (Fig.
5.2e). (AAC)s produjo un patrén similar pero con menor capacidad diagndstica (Fig. 5.2h). La
mayoria de las sefales de AAC colocalizaron con las de AAG en las regiones pericentroméricas.
Con (AG)1o se observaron sefales bien definidas e intensas préximas a los centrémeros de
cuatro pares de cromosomas (Fig. 5.2c). En contraste los oligonucledtidos (ATC)s (Fig. 5.2b) y
(ACT)s (Fig. 5.2g) solo generaron sefiales de baja intensidad y por tanto de poca utilidad como
marcadores diagndsticos. Finalmente, aparte de las sefales esperadas para la sonda
telomérica, en el extremo de todos los brazos cromosémicos, se observd un cluster de
repeticiones de la secuencia telomérica intersticial en un par de cromosomas satelizados que
mostraban ademads sefiales de hibridacion con ambas sondas ribosomales (pTa71 y pTa794)

(Fig. 5.2i-j).

Una vez analizados los patrones de hibridacién para cada sonda de forma
independiente, se realizaron experimentos de hibridacion multiple combinando sondas de dos
en dos, las cuales fueron detectadas simultaneamente con distinto fluorocromo, re-hibridando
sucesivamente (FISH o ND-FISH) las mismas preparaciones (por ejemplo, Fig. 5.2a-f). Esto
permitié una caracterizacién muy detallada de los siete pares de cromosomas homaélogos. Con
esta informacion se construyeron los cariotipos ordenando los cromosomas (A-G) en orden

decreciente de longitud, colocando el cromosoma satelizado al final, siguiendo la
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nomenclatura clasica usada para denominar los cromosomas en las especies pertenecientes a

la tribu Triticeae, con las que todavia no se han establecido grupos de homeologia (Fig. 5.2k).

(ATC)s

Figura 5.2. Hibridacion in situ multiple en tres metafases (paneles a-f; g-h e i-j, respectivamente) de la accesion
diploide BCC2002 de H. murinum con las sondas indicadas. Algunos paneles muestran las imagenes fusionadas
para facilitar la visualizacidn de las sefiales in situ con respecto a la tincién DAPI (azul) (a). En a las flechas apuntan
a los dos pares de cromosomas satelizados. En h las flechas y cabezas de flecha sefialan la localizacién de los
genes ribosomales 5S y 45S, respectivamente. En iy j las flechas sefialan al par de cromosomas con sefiales
teloméricas intersticiales. En k los cariotipos confeccionados con cromosomas seleccionados de las metafases
mostradas en g-h (fila superior y las dos inferiores) y a-f (el resto de filas). Barra de escala = 10 um.
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5.2.3. Identificacion cromosomica y diversidad cariotipica en las formas tetraploides de H.
murinum

La figura 5.3 muestra los diferentes patrones de hibridacidon obtenidos en metafases mitéticas
de cinco accesiones tetraploides (BCC2007, GRA1021, GRA1144, GRA2735 y GRA2894) que

representan a las tres subespecies de H. murinum.

En todas las accesiones tetraploides, la sonda pHch950 hibridé de modo disperso en
siete pares de cromosomas (Fig. 5.3a y f). Con la sonda ribosomal pTa71 se detectaron seis
sefales intensas en la constriccién secundaria de tres pares de cromosomas satelizados.
Ademas, se localizaron dos sefiales de menor intensidad en el brazo largo del par cromosdémico
metacéntrico de menor tamano (Fig. 5.3g). También se detectaron seis sefiales con la sonda
pTa794, de las que las cuatro mds intensas corresponden a dos pares de cromosomas
satelizados (Fig. 5.3g). Con la sonda telomérica, aparte de las sefiales esperadas en los
extremos de los cromosomas, se localizaron sefales intersticiales en una de las dos parejas de
cromosomas satelizados mostrando (como en los diploides) sefiales con las sondas pTa71 y

pTa794 (Fig. 5.3g-h).

La sonda pSc119.2 generd una serie de sefiales subteloméricas de diferente intensidad,
que variaron de cuatro (en dos pares de cromosomas en las accesiones GRA1021 y BCC2007), a
diez (en cuatro pares de cromosomas en la accesion GRA2894) (comparese las Fig. 5.3b y e).
Esto es una prueba de la diversidad existente entre las accesiones tetraploides para la
presencia/ausencia de esta secuencia repetitiva. Igualmente, (AG)i mostré sefiales bien
definidas de diferente intensidad en diferentes regiones cromosémicas (desde el centrémero
hasta una posicién subtelomérica) en cinco o seis pares de cromosomas, dependiendo de la

accesion analizada (Fig. 5.3a).

La sonda pAsl reveld un patrdn rico en sefales de hibridacidon en todos los brazos
cromosomicos, pero no posibilitd la identificacién individual de todos los cromosomas (Fig.
5.3d y f). No obstante, los 14 pares de cromosomas fueron facilmente identificados en base al
patron de bandas obtenidas con la sonda (AAG)s (Fig. 5.3c-e y Fig. 5.4a). La sonda (AAC)s
colocalizé generalmente con (AAG)s pero el patrén que genera las repeticiones AAC resultd
menos diagnostico, que el obtenido con (AAG)s para la identificacion cromosémica (Fig. 5.3b).
Finalmente, como en la accesién diploide analizada, no se observd ninguna seiial diagnostica

para (ATC)s o (ACT)s.
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GRA1144 + pHch950

> o
Lar 4P .

GRA2735 (AAG)s BCC2007 *+pSc119.2

BCC2007

Figura 5.3. Hibridacidn in situ multiple en metafases de las accesiones GRA1144 (a-b), GRA2735 (c-d) y BCC2007 (e-h)
ilustrando los patrones obtenidos con las sondas indicadas en los citotipos tetraploides de H. murinum. En a las
flechas apuntan a sefiales (AG)1o; el par con sefiales mas débiles se muestra en los recuadros. En b y en e las flechas
apuntan a sefales pSc119.2. En f las cabezas de flecha apuntan a los 14 cromosomas marcados con pHch950. En g las
flechas y cabezas de flecha apuntan a las sefiales mas débiles observadas con pTa794 y pTa71, respectivamente. En h
las flechas y cabezas de flecha apuntan a las repeticiones teloméricas intersticiales y las sefiales mas fuertes derivadas
de pTa71, respectivamente (ver g). El par de cromosomas satelizados con sefiales pTa71, pTa794 y secuencias
teloméricas intersticiales es ampliado en g’y en h’. Barra de escala = 10 um.
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Los resultados obtenidos con la sonda pHch950 fueron particularmente importantes
para identificar los cromosomas de los dos subgenomas presentes en las accesiones
tetraploides (Fig. 5.3 a y f). La sonda pHch950 marcd siete pares de cromosomas, los cuales
fueron analizados en detalle con las sondas pTa71, pTa794 y (AAG)s. Con la excepcion de la
pareja de cromosomas no satelizados, que mostraban secuencias ribosomales 45S, los
restantes cromosomas mostraron tamafios, morfologia y patrones de hibridacién similares a
los caracterizados en la accesidon diploide (comparar Fig. 5.2k y Fig. 5.4a). Esto permitié
identificar a estos cromosomas como pertenecientes al subgenoma Xu. En consecuencia se
ordenaron los cromosomas en los cariotipos siguiendo el criterio empleado en la accesién
diploide. El par sin homdlogo equivalente en los diploides se identificé como G. El mapa fisico
gue generaron las sondas mostrd grandes similitudes entre la accesién diploide analizada de la
ssp. glaucum y el subgenoma Xu de las tetraploides (comparar Fig. 5.2k y Fig. 5.4b), aunque se
encontraron algunas diferencias menores entre el subgenoma Xu y el genoma de las diploides
(por ejemplo, la sonda pTa794 no mostrd ninguna sefial en los cromosomas E de las
tetraploides). Es de destacar que el par de cromosomas satelizados de este subgenoma mostré
sefiales de hibridacién con ambas sondas ribosomales y el clister telomérico intersticial, al

igual que los cromosomas satelizados F del citotipo diploide (comparar Figs. 5.2j y 5.3g-h).

Una vez que se establecié la identidad de los cromosomas pertenecientes al
subgenoma Xu, se caracterizaron los restantes cromosomas. Para identificar los cromosomas
de este subgenoma, que difieren significativamente en los patrones de hibridacién para el
conjunto de sondas analizadas de los cromosomas pertenecientes al (sub)genoma Xu, se
utilizo provisionalmente el simbolo Xv. Entre los cromosomas de los subgenomas Xu y Xv, se
pudieron establecer algunas relaciones de homeologia. Los dos pares de cromosomas
satelizados: cromosoma F (el cual, como el cromosoma F del citotipo diploide y del subgenoma
Xu de tetraploides, porta ambos genes ribosomales) y G (el cual, como el cromosoma G de la
accesion diploide presenta un satélite en el brazo largo) (Fig. 5.3g). Los restantes cromosomas
del subgenoma Xv (A-E) se ordenaron en orden decreciente de tamafio. Sin embargo, no se
puedo establecer ninguna homeologia entre estos cromosomas y sus equivalentes en el

subgenoma Xu.

Finalmente, (AAG)s permitié diferenciar facilmente los 14 pares de cromosomas y en
combinacion con los patrones de hibridacién de las restantes sondas (Fig. 5.3 e-f) facilité el
andlisis de la diversidad citogenética existente entre las accesiones (Fig. 5.4a). La accesion

GRA2894, que fue la que mostrd el mayor nimero de sefiales de hibridacién con las sondas
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pSc119.2 y (AG)io entre las tetraploides analizadas, fue elegida para representar a los

cariotipos de las formas tetraploides basados en las sondas pTa71, pTa794, pAsl, pScl119.2 y
(AG)1o (Fig. 5.4b). Los resultados se resumen en la Tabla 5.1.

subgenome Xu subgenome Xv

BCC2007
8 &
F =

GRA1021

GRA1144

GRA2735

GRA2894

subgenome Xu GRA2894

pTa794

*o*
pSc119.2

* %

Figura 5.4. Cariotipos: a) de las cinco accesiones analizadas con (AAG)s. Los cromosomas de cada cariotipo
fueron elegidos de la misma metafase. Por ejemplo, la Fig. 6.3c y e muestra las metafases de las accesiones
GRA2735 y BCC2007, respectivamente. b) de GRA2894 para las sondas indicadas. Indicar que las sefiales
obtenidas con pTa71, pTa794 y pSc119.2 estan pintadas sobre cromosomas tefiidos con DAPI. Los asteriscos
indican sitios polimdrficos (presencia/ausencia) observados entre las accesiones tetraploides, como se recoge en
los datos presentados en la Tabla 5.1.
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ACCESION SONDAS
Subespecie pTa71 pTa794 pSc119.2 (AG)10
Xu Xu Xu Xu
BCC2002 FS ES BL
glaucum GL FS CS
DS
ES
Xu Xv Xu Xv Xu Xv Xu Xv
BCC2007 FS FS FS BS BL csS CL
leporinum GL GL FS ES DS DS
ES
GRA1021 FS FS FS BS FS BL csS CL
leporinum GL GL FS DS DS
ES
GRA1144 FS FS FS BS FS AL csS CL
leporinum GL GL FS BL DS DS
ES ES
GRA2735 FS FS FS BS AL AL CL
glaucum GL GL FS BL CS DS
ES DS
ES
GRA2894 FS FS FS BS DS AS BL CL
murinum GL GL FS AL CS DS
BL DS
ES ES
Xu X Xw | Xu Xv Xw | Xu Xv Xw [ Xu Xv Xw
GRA1183 FS FS FS FS BS FS FL AS BL CL AS
leporinum GL GL GL FS AL CS DS BL
ES DS CL
GS ES DS
EL
FS

Tabla 5.1. Localizacion fisica de cuatro sondas usadas para la caracterizacion cromosémica del complejo H.
murinum. Genomas (Xu, Xv y Xw). Cromosomas (A — G). Brazos (S=corto[short], L=largo[long]).

5.2.4. Identificacion de los tres subgenomas presentes en el citotipo hexaploide

La figura 5.5 muestra el patron de hibridacion diferencial obtenido utilizando siete sondas en
cromosomas metafdsicos en la accesion hexaploide GRA1183. Se realizaron cariotipos para

mostrar los patrones de distribucién de las sondas mas significativas (Fig. 5.6).
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pHch950

Figura 5.5. Hibridacion in situ con las sondas indicadas en tres metafases (paneles a-b; c-d y e-g,
respectivamente) de la accesion hexaploide GRA1183. Cada panel muestra las imagenes fusionadas para
facilitar la visualizacién de las sefiales de hibridacién con respecto a la tincion DAPI (azul). En a las flechas
apuntan a los 14 cromosomas marcados con pHch950. En c las flechas y cabezas de flecha apuntan los sefiales
mas débiles obtenidas con las sondas ribosomales pTa794 y pTa71, respectivamente. En d las flechas apuntan a
repeticiones teloméricas intersticiales (ampliado en los recuadros). En e las cabezas de flecha indican sefiales de
derivadas de la hibridacion previa con pTa71. En g se muestran los cuatro cromosomas que mostraron sefiales
con pSc119.2 pertenecientes a la metafase mostrada en e-f. Barra de escala = 10 um.
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Se diferencian siete pares de cromosomas que muestran sefales de hibridacion
dispersas con la sonda pHch950 (Fig. 5.6a) al igual que en las accesiones tetraploides. La sonda
pTa71 reveld 10 sefales intensas en la constriccidon secundaria de cinco pares de cromosomas
satelizados. También se observaron dos sefiales menores con pTa7l en una pareja de
cromosomas pequefios y bastante metacéntricos (Fig. 5.6c). Se detectaron ocho sefales con la
sonda pTa794, de las que las seis mas fuertes se observaron en tres pares de cromosomas
satelizados (Fig. 5.6c). Como en los taxones diploides y tetraploides, hay un par de
cromosomas satelizados (portando ambos genes ribosomales) que presentan senales

teloméricas intersticiales (Fig. 5.6d).

La distribucidon cromosémica de la sonda pAs1 coincidié con la observada en las formas
diploides y tetraploides, aunque resultd en la accesion hexaploide mucho mas dificil la
diferenciacidn individual de todos los cromosomas por presentar mas cromosomas de tamafio,
morfologia y patrones de hibridacion similares (Fig. 5.6). Con la sonda pSc119.2 Unicamente se
observaron diez senales de hibridacién localizadas en regiones subteloméricas de cuatro pares

cromosomicos (Fig. 5.5g).

Una vez mds, entre los SSRs analizados, el patrén mas rico en sefiales de hibridacién se
obtuvo con la sonda (AAG)s (Fig.5.5b y f). Las sefiales de (AAC)s coincidieron principalmente
con agrupaciones de repeticiones AAG, aunque algunos cromosomas que se mostraron muy
ricos en sefiales (AAG)s resultaron no tener sefiales equivalentes con (AAC)s (Fig. 5.5e-f). Al
igual que en las accesiones diploides y tetraploides, no se observd ninguna sefial consistente ni
con los oligonucleotidos (ACT)s ni con (ATC)s. Finalmente, se observaron sefiales discretas con

(AG)10 en diferentes localizaciones en 12 pares de cromosomas (Fig. 5.6).

Para caracterizar los subgenomas presentes en el citotipo hexaploide se siguid la
misma estrategia empleada para la caracterizacion de los subgenomas de las accesiones
tetraploides. En primer lugar, se analizaron en detalle los siete pares de cromosomas
identificados con pHch950 tras rehibridaciones sucesivas con las sondas pTa71, pTa794 vy
(AAG)s. Fue muy significativo que este grupo de cromosomas mostrara la misma morfologia y
patrones de hibridacién que los cromosomas pertenecientes al subgenoma Xu de las
accesiones tetraploides. Por otro lado, los 14 pares de cromosomas restantes, los cuales no
mostraron hibridacion con la sonda pHch950, fueron facilmente separados en dos grupos de
siete pares de cromosomas cada uno. De hecho siete pares de cromosomas mostraban en
conjunto una morfologia y patrones de hibridacién, para las distintas sondas utilizadas para su

caracterizacién, similar a los cromosomas del subgenoma Xv presente en las accesiones
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tetraploides. Los siete cromosomas fueron facilmente identificados comparando en detalle los
patrones de hibridacién (Fig. 6.6b). El otro grupo, integrado por cromosomas que mostraban
un patrén especialmente muy rico en sefales (AAG)s, fue designado con el simbolo Xw (Fig.
6.7). Las sondas pTa794 y pTa71 permitieron identificar en el subgenoma Xw a un par de
cromosomas satelizados que mostraban ambos genes ribosomales en posiciones similares a
los que mostraron los cromosomas F pertenecientes a los subgenomas Xu y Xv, y por lo tanto
fueron designados con la misma letra. De la misma manera, el otro par de cromosomas
satelizado fue identificado como el par G (Fig. 6.6c). Los restantes cromosomas pertenecientes
al subgenoma Xw (A-E) se ordenaron en los cariotipos en base al tamafo cromosdmico. Una
vez mas, no se pudieron establecer homeologias entre estos cromosomas y los de los

subgenomas Xu y Xv.

Finalmente se llevd a cabo la identificacion de los cromosomas que mostraron sefiales
con las sondas (AG)10 y pSc119.2 tras su rehibridaciéon con (AAG)s (Fig. 5.5g). Los cromosomas
con sefales (AG)io pertenecian a los tres subgenomas. Es significativo que las sefiales
observadas en los cromosomas de los subgenomas Xu y Xv coincidian con las observabas en
los respectivos cromosomas de las accesiones tetraploides. Es de destacar que, al igual que en
la accesion diploide (genoma Xu) en la hexaploide no se observé ninguna sefial con la sonda

pSc119.2 en los cromosomas pertenecientes al subgenoma Xw (Fig.5.6, Tabla 5.1).

Subgenoma Xu Subgenoma Xu

Subgenoma Xu
pTa794

pSc119.2

Figura 5.6. Cariotipos de la accesidon hexaploide GRA1183 con las sondas indicadas. Los cromosomas escogidos
para confeccionar los distintos cariotipos fueron elegidos de la misma metafase; por ejemplo, de la metafase
mostrada en la Fig. 5.6b se seleccionaron los cromosomas hibridados con (AAG)s. Destacar que las sefiales pTa71,
pTa794 y pSc119.2 estan pintadas sobre los cromosomas tefiidos con DAPI.
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5.2.5. Comportamiento meiético de los cromosomas

Una vez establecido el mapa fisico de los cromosomas mitéticos de cada una de las accesiones
tetraploides analizadas fue posible llevar a cabo un analisis detallado, en células madre de
polen, del comportamiento meidtico de sus cromosomas en metafase |. Mediante
experimentos secuenciales (FISH y ND-FISH) utilizando combinaciones de sondas se pudo
identificar inequivocamente los bivalentes. Como se muestra en la figura 5.7 solo se formaban
bivalentes (principalmente tipo anillo). No se observaron univalentes ni asociaciones
multivalentes. En todas las accesiones tetraploides, los bivalentes solo implicaban cromosomas

homalogos (Xu-Xu y Xv-Xv), con independencia del grupo taxonémico al que pertenecen.

BCC2007 pSci19.2 GRA2735 Wl 7704
B ¥

Figura 5.7. Microfotografias mostrando metafases | de la meiosis de las accesiones tetraploides BCC2007 (a-d) y
GRA2735 (e-f) hibridados con las sondas indicadas. La identidad de los bivalentes Xu-Xu y Xv-Xv se indica en letras
blancas y amarillas, respectivamente. En a las flechas apuntan a los siete bivalentes marcados con pHch950
(algunos de ellos destacados en el recuadro). En c las flechas sefialan los bivalentes que mostraron sefiales
pSc119.2. En d las flechas y cabezas de flecha sefialan las sefiales obtenidas con las sondas (AG)io y pTa71,
respectivamente. En f las cabezas de flecha apunta a sefiales pSc119.2. Barra de escala = 10um.
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5.3. Discusion
5.3.1. Identificacion de los cromosomas de H. murinum L.

Un paso importante para entender la estructura y evolucion del genoma de una especie es la
discriminacién inequivoca de sus cromosomas. En este trabajo se demuestra por primera vez
que es posible la identificacidn individualizada de cada par de cromosomas presente en todas
las subespecies/citotipos de H. murinum. Al igual que en estudios previos, los cinco clones
utilizados como sondas (pTa71, pTa794, pAsl, pHch959 y pSc119.2) fueron insuficientes para
la identificacién fiable de la mayoria de los cromosomas (de Bustos et al. 1996, Ourari et al.
2011, Taketa et al. 2000). Sin embargo, el patréon de distribucién de varios SSRs resulto muy
diagnostico en su identificacion. De hecho, el uso de (AAG)s, fue suficiente para distinguir
facilmente todos los cromosomas de manera individual. El uso de una Unica sonda para la
identificacion cromosémica facilita la localizaciéon fisica de otras secuencias en experimentos
de hibridacién in situ. Con la excepcién de (ACT)s y (ATC)s (que no fueron eficientes como
marcadores cromosdémicos), las sondas SSRs usadas en este trabajo permitieron establecer un
mapa fisico saturado con abundantes senales diagndsticas distribuidas a lo largo de todos los

brazos cromosdmicos en todas las subespecies/citotipos de H. murinum.

Estd bien documentado que varios miembros de la tribu Triticeae muestran locus 5S en
el brazo corto de los cromosomas pertenecientes al grupo de homedlogia 5 (por ejemplo,
trigo, centeno y H. bulbosum), mientras los genes 45S estdn comuUnmente agrupados en
posiciones concretas de los cromosomas pertenecientes a los grupos de homedlogia 5y 6 (por
ejemplo en cebada y H. chilense) (e.g. Cuadrado y Jouve 1994, Cabrera et al. 1995, Pickering et
al. 2006). En base a la localizacion de estos loci ribosomales, los cromosomas F y G
pertenecientes a los tres subgenomas (Xu, Xv y Xw) deberian ser asignados respectivamente a
los grupos de homeologia 5 y 6. Estas supuestas homeologias habrian de ser demostradas
mediante un analisis de conservacion de grupos sintéticos en estudios posteriores. Ya que se
pueden identificar los cromosomas de H. murinum en bivalentes meioticos, aplicando FISH y
ND-FISH, la aplicacion de estas técnicas para analizar el apareamiento en hibridos de H.
murinum con H. vulgare permitiria avanzar en el conocimiento de estas relaciones, de forma
similar al estudio de las homeologias en H. bulbosum tras analizar sus hibridos con H. vulgare

(Pickering et al. 2006).
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5.3.2. El origen de los poliploides en el complejo H. murinum

La posibilidad de distinguir grupos de siete pares de cromosomas tanto en las formas
tetraploides como en las hexaploides ha resultado muy importante en relacion con el debatido
origen de las formas poliploides de H. murinum. En este trabajo se demuestra que los
cromosomas presentes en el citotipo diploide de la ssp. glaucum muestran una morfologia y
patrones de hibridacién in situ muy similar al grupo de cromosomas que hibridan con la sonda
pHch950 en los citotipos tetraploide y hexaploide. Esto apoya la idea de que la ssp. glaucum es
el donante diploide del subgenoma Xu presente en los poliploides de H. murinum lo que
corrobora la suposicion de Rajhathy y Morrison (1962) quienes, basandose en estudios de
meiosis, afirman que uno de los subgenomas presente en la ssp. murinum proviene ssp.

glaucum.

No se conoce casi nada sobre la posible identidad del progenitor no-glaucum.
Recientes filogenias moleculares han indicado que los progenitores diploides involucrados en
el origen de los poliploides debieron pertenecer, junto con la ssp. glaucum, al mismo grupo de
especies originado tras la separacidn de sus parientes mds préximos, es decir del grupo
formado por H. vulgare y H. bulbosum (Tanno et al. 2010, Brassac et al. 2012, Ourari et al.
2011). Los resultados obtenidos en este trabajo reflejan que hay diferencias sustanciales en la
cantidad y distribucién de determinadas secuencias repetidas entre los subgenomas presentes
en los poliploides. Asi, incluso asumiendo que los genomios Xu, Xv y Xw tienen un origen
monofilético, su separacién de un ancestro comun debid haber ocurrido en una etapa
relativamente temprana. El analisis cromosémico detallado de otras formas diploides de
Hordeum y especies de Triticeae emparentadas podria dar nuevas pistas sobre la identidad de
los progenitores donantes de los subgenomas Xv y Xw, o apoyar la hipdtesis sugerida por
Jakob y Blattner (2010) de que estos genomas provienen de especies diploides de Hordeum

hoy extintas.

Independientemente de la identidad de los parentales donadores de los cromosomas
no-glaucum, a la vista de los resultados aqui presentados, la especie donante del subgenoma
Xv deberia haber sido comun a todas los formas tetraploides, con independencia de la
subespecies a la que pertenezcan, es decir glaucum, murinum o leporinum. De hecho solo se
han observado minimas diferencias al comparar cariotipos de las cinco accesiones tetraploides,
pese al significativo nimero de sondas utilizadas en este trabajo. Mas aun, los patrones de los
cromosomas pertenecientes a los subgenoma Xu y Xv en el citotipo hexaploide son

basicamente idénticos a los cromosomas correspondientes presentes en los tetraploides,
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indicando un origen comun y poca divergencia gendmica tras la adiccion del tercer subgenoma

Xw.

5.3.3. Remodelacién genémica y poliploidia

La aloploidia ha sido un mecanismo importante en la rdpida evolucién genémica de los
miembros de Triticeae (Ozkan y Feldman 2009, Shaked et al. 2001, Han et al. 2005). El trabajo
aqui presentado aporta datos interesantes sobre la coevolucion de los subgenomas Xu, Xv y
Xw tras los procesos de poliploidizacion. En general, los cromosomas pertenecientes al mismo
subgenoma en los diferentes niveles de ploidia son muy similares, sugiriendo que no se han
producido importantes alteraciones cariotipicas tras la poliploidizacién. Solo el cromosoma G
del subgenoma Xu presente en los poliploides parece no tener un equivalente en el citotipo
diploide. Esto coincide con analisis previos en la ssp. glaucum que indican que entre sus 14
cromosomas solo se observan dos pares de cromosomas satelizados, aqui nombrados F y G,
(Taketa et al. 2000; Fig. 6.2k), mientras que solo un par de cromosomas satelizados (F) estaria
presente en el subgenoma Xu de las poliploides (de Bustos et al. 1996, Ourari et al. 2011). La
reorganizaciéon gendmica tras la poliploidizacién podria haber conducido al reemplazo del
cromosoma satelizado G observado en los diploides (con fuerte sefial de hibridacion con
pTa71) por el pequefio cromosoma metacéntrico observado en los formas tetraploides y
hexaploides, que pese a no mostrar satélite presenta sefiales menos intensas con la sonda
pTa7l. La deleciéon de genes 45S explicaria perfectamente esta diferencia, ya que tanto la
delecion como la inactivacién de genes ribosomales es una caracteristica comun

frecuentemente observable tanto en hibridos como en poliploides de tribu Triticeae.

En aloploides también son comunes las translocaciones intergendémicas. Un ejemplo de
esto es la translocacion ciclica que implica a los cromosomas 4A, 5A y 7B del trigo (Naranjo
1990). En este andlisis, no se han observaron translocaciones. No obstante y a diferencia de los
resultados obtenidos en el citotipo diploide, el cual no muestra sefiales con pSc119.2 (Taketa
et al. 2000, Gupta et al. 1989), se observaron sefiales subteloméricas con esta sonda en un
cromosoma perteneciente al subgenoma Xu en tres accesiones tetraploides y en la accesion
hexaploide. Esto podria sugerir la presencia de una translocaciéon terminal o tal vez una
remodelacidn cromosémica mediada por transposicidn tras la aloploidizacion. La presencia de
sefiales pSc119.2, en la misma localizacién del cromosoma F perteneciente al subgenoma Xu

en dos accesiones pertenecientes a la ssp. leporinum (de Italia y Francia) pudiera indicar un
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origen ancestral comin de estas poblaciones. En contraste, las repeticiones teloméricas
intersticiales observabas en el cromosoma F pertenecientes al subgenoma Xu, invariablemente
encontradas en las siete accesiones aqui analizadas, sugiere que este reordenamiento
cromosdémico es una caracteristica ancestral del genoma Xu. La intersticializacién de
secuencias teloméricas habria ocurrido antes de la diversificacién de H. murinum pero después
de la separacion de los genomas Xu y H, ya que en H. vulgare no se han descrito sefales

teloméricas intersticiales (Cuadrado et al. 2009).

5.3.4. Taxonomia del complejo H. murinum

El complejo H. murinum es probablemente uno de los grupos mas y mejor estudiados del
género Hordeum. Sin embargo, el tratamiento taxondmico en H. murinum siempre ha sido
controvertido. Aunque es generalmente aceptada la division de H. murinum en tres
subespecies —glaucum, murinum y leporinum (Bothmer y Linde-Laursen 1995)- sus diferencias
geograficas y ecoldgicas han llevado a algunos autores a proponer su tratamiento como
especies separadas: H. glaucum Steudel, H. murinum sensu stricto y H. leporinum Link (Smith
1972, Baum y Bailey 1990). Otro problema del complejo es el estatus taxondémico de las
diferentes formas citoldgicas de la ssp. leporinum, las cuales no estan reconocidas como
taxones diferentes al no presentar rasgos morfoldgicos que permitan diferenciarlas (Bothmer
et al. 1995). Un resultado inesperado de este trabajo fue la presencia de 28 cromosomas en la
accesion GRA2735, caracterizada como ssp. glaucum en la informacién aportada por el banco
de semillas y posteriormente confirmado en este trabajo. Este es la primera vez que se
describe una forma tetraploide de la ssp. glaucum. Ademas ha quedado patente como algunas

accesiones como GRA1183 pueden estar mal clasificadas.

Los cariotipos presentados en este trabajo muestran como el grado de similitud observable
entre las tres accesiones tetraploides pertenecientes a la ssp. leporinum no es mayor que si se
comparan con las accesiones tetraploides clasificadas taxondmicamente como ssp. glaucum y
ssp. murinum. Esto coincide con numerosos estudios filogenéticos que son incapaces de
separar los citotipos tetraploides de las subespecies leporinum y murinum. De hecho, anilisis
poblacionales previos analizando varias caracteristicas morfoldgicas, tanto cuantitativas como
cualitativas, y diferentes tipos de marcadores moleculares no han sido capaces de revelar
diferencias entre poblaciones tetraploides clasificadas como taxones diferentes (Giles y

Lefkovitch 1986, Baum y Bailey 1990, Savova-Bianchi et al. 2002, El-Rabey et al. 2002). Para
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explicar estos resultados se han propuesto diferentes opciones. Algunos autores sugieren que
las diferentes subespecies formarian una clina morfoldgica continua fuertemente
correlacionada con variables bioclimaticas (Ourari et al. 2011). Otros proponen la existencia de
hibridos entre las subespecies murinum y leporinum (El-Rabey et al. 2002), por lo que que la
separacion de estos taxones debe de haber ocurrido recientemente (Jakob y Blatter 2010). Los
resultados aqui expuestos sugieren que todas las formas tetraploides del complejo murinum
deberian ser incluidas dentro de la misma especie. A la vista de estos resultados, parece
cuestionable el tratamiento taxondmico de H. murinum basado exclusivamente en criterios
morfoldgicos y se sugiere tratar al complejo H. murinum como tres especies de acuerdo con su
nivel de ploidia: la diploide H. glaucum (genoma Xu), la tetraploide H. murinum (genoma XuXv)

y la hexaploide H. leporinum (genoma XuXvXw).
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6. SSRs y caracterizacion del genoma Xa
de Hordeum. Nuevos datos en la historia

evolutiva de H. marinum Huds.

El contenido de este capitulo se corresponde con la publicacion: The evolutionary history
of sea barley (Hordeum marinum) revealed by comparative physical mapping of repetitive
DNA. Carmona A, Friero E, de Bustos A, Jouve N, Cuadrado A (2013). Annals of Botany
112:1845-1855.

Los resultados se han presentado en formato poster en la 19th International Chromosome
Conference celebrado en Bologna (Italia) en 2013. On the origin of tetraploids Hordeum
marinum ssp. gussoneanum. Carmona A, de Bustos A, Jouve N, Cuadrado A. Libro de
resimenes pg. 126.
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6.1. Introduccion

Las cebadas marinas constituyen el grupo de especies de Hordeum con genoma Xa. Son
especies anuales y autégamas generalmente confinadas a vegas salinas, pantanos costeros o
de interior, lechos de rio, terrenos baldios y pastizales. Taxonémicamente se reconocen como
una Unica especie, Hordeum marinum Huds., incluyendo dos subespecies. La diploide H.
marinum ssp. marinum (2n=2x=14) y H. marinum ssp. gussoneanum con citotipos diploides
(2n=2x=14) y tetraploides (2n=4x=28). La subespecie marinum es nativa de la region
Mediterranea, especialmente de la zona oeste. De los dos citotipos que presenta la ssp.
gussoneanum, el diploide se distribuye principalmente en la zona este del Mediterraneo vy el
suroeste asiatico, mientras que el tetraploide se distribuye principalmente entre Turquia y
Afganistan (Bothmer el al. 1995). Las formas diploides de estas dos subespecies coexisten a lo
largo de la regiéon Mediterranea siendo de morfologia claramente distinguible. Sin embargo no
existen rasgos morfolégicos que distingan las formas diploides y tetraploides de la ssp.
gussoneanum, por lo que actualmente no son reconocidas como taxones diferentes (Bothmer

et al. 1995).

La presencia de este grupo de cebadas silvestres, que han llegado a colonizar incluso
Australia, es un buen indicador de suelos en proceso de salinizacidn. Su interés, desde el punto
de vista agrondmico reside en su gran tolerancia a altas concentracién de sales y condiciones
de estrés hidrico. Desde que se obtuvieron los primeros anfiploides trigo-H. marinum (Colmer
et al. 2005), las cebadas marinas se vienen utilizando en distintos programas de mejora con el
objetivo de introducir genes relacionados con estas caracteristicas en distintas variedades de

trigo.

Las relaciones evolutivas dentro de este grupo son a dia de hoy imprecisas. Incluso
existe controversia sobre el origen polifilético o monofilético del grupo, en parte por los
conflictos que existen entre las filogenias moleculares derivadas del analisis de secuencias del
genoma de cloroplastos y las que incluyen el andlisis del genoma nuclear (Blattner 2009,
Petersen et al. 2011). Tras décadas de debate, sigue habiendo muchas dudas sobre el origen
auto- o alopoliploide del citotipo tetraploide de la ssp. gussoneanum. Durante muchos afios
han sido considerados autoploides en base a estudios citogenéticos (Bothmer et al. 1989,
Linde-Laursen et al. 1992) y, aunque algunas filogenias moleculares siguen apoyando este
origen (Jakob et al. 2007), recientes analisis moleculares parecen apoyar la hipdtesis de un
origen aloploide. No obstante, mientras algunos de estos ultimos estudios sugieren que el

citotipo tetraploide de la ssp. gussoneanum se habria originado por hibridacién entre formas
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diploides de las subespecies gussoneanum y marinum (Kakeda et al. 2009, Blattner 2009),
otros indican que una especie diploide (desconocida o extinta), pero no la ssp. marinum habria

intervenido en el origen (Komatsuda et al. 2001, Brassac et al. 2012).

El objetivo de este capitulo ha sido caracterizar el genoma Xa de Hordeum y aportar
nuevos datos sobre la historia evolutiva de H. marinum. Si la ssp. marinum y formas diploides
de la ssp. gussoneanum hubieron estado implicadas en el origen de las formas tetraploides sus
cromosomas deberian estar presente en estas. Para poder demostrar esta hipdtesis se han
seleccionado cinco accesiones representando todas las subespecies y citotipos de H. marinum.
En concreto se pretende: 1) Identificar marcadores cromosdmicos tipo SSRs analizando la
distribucidon, mediante ND-FISH, de los oligonucleétidos (AG)1o, (AAC)s, (AAG)s, (ACT)s, y (ATC)s,
algunos de los cuales, como se ha mostrado en los capitulos anteriores, resultaron muy utiles
en la caracterizaciéon de los cromosomas de otras especies de Hordeum; 2) Combinar los
marcadores diagndsticos tipo SSRs con cuatro clones: pTa71, pTa794, pSc119.2, y pAsl, cuyos
patrones de distribucién FISH, segin de Bustos et al. (1996), permiten discriminar entre
subespecies y 3) Analizar a nivel cromosdmico la diversidad en y entre las subespecies y si es
posible establecer relaciones de homologia entre sus cromosomas, lo que permitiria aportar

nuevos datos sobre las relaciones existentes entre ellas.

6.2. Resultados
6.2.1. Analisis cariotipico de la ssp. marinum

La figura 1 muestra los patrones diferenciales de hibridacién in situ obtenidos con las sondas
pTa71, pTa794, pSc119.2, pAsl, (AAC)s, (AAG)s, (ACT)s y (ATC)s en cromosomas metafasicos de
tres accesiones de la ssp. marinum (BCC2001, GRA963 y GRA1078).

La sonda pTa71 mostrd sefiales especificas Unicamente en la constriccidn secundaria
del par de cromosomas satelizado en las tres accesiones. La sonda pTa794 reveld dos pares de
sefiales de hibridacién comunes en las tres accesiones. Se observd un locus para los genes
ribosomales 5S en el par de cromosomas satelizados, en ocasiones manifestado como un par
de sefiales de hibridacién muy préximas. Se localizé ademas otro locus en posicion distal en el
brazo largo de cromosomas mas pequefios y metacéntricos. Ademas, en la accesion GRA963 se
observé un par extra de sefiales débiles 55 en el brazo largo de otro par de cromosomas

metacéntricos (Fig. 6.1a).
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Figura 6.1. Hibridacidn in situ multiple con las sondas indicadas en metafases somaticas de tres accesiones de
la ssp. marinum: GRA963 (a-b y j-1), BCC2001 (c-g) y GRA1078 (h-i). Varios paneles muestras imagenes
fusionadas para facilitar la visualizacion de sefiales de hibridacién (verde y rosa/rojo con sondas marcadas con
digoxigenina y biotina, respectivamente) con respecto a la tincion DAPI (azul). En algunos paneles, con letras,
se indica la identidad de los cromosomas. Las flechas en a indican el par de cromosomas que presenta un locus
intersticial para los genes 5S. Barra de escala = 10 um.
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La sonda pSc119.2 generd sefiales subteloméricas de diferente intensidad en numero
variable desde 14 [en cuatro pares de cromosomas en la accesién BCC2001 y seis pares de
cromosomas en la accesién GRA963 (Fig. 6.1b)] hasta 16 sefiales (en cinco pares de
cromosomas en la accesidon GRA1078). Estos resultados indican la existencia de diversidad
entre las accesiones de la ssp. marinum en relacidon con la presencia/ausencia de esta
secuencia repetida en determinadas localizaciones cromosdmicas. Por otro lado, la sonda pAs1
reveld un patrén muy rico en sefiales de hibridacién de diferente intensidad, distribuidas a lo
largo de la longitud de todos los brazos cromosdmicos, especialmente concentradas en las
regiones subteloméricas. Dado que algunos cromosomas muestran patrones muy parecidos
con esta sonda, la identificacion individual de los mismos resulté dificil. Sin embargo, en lineas
generales existe una mayor similitud en el patréon de distribucién de pAsl entre las accesiones
BCC2001 y GRA1078, que entre cualquiera de estas y la accesion GRA963 (comparar Fig. 6.1cy
h).

No se observé ningun cluster de repeticiones AG en los cromosomas de la ssp.
marinum tras hibridar con (AG)1o, incluso aumentando los tiempos de exposicion en la captura
de las imagenes. Las sondas (ACT)s (Fig. 6.1g v k) y (ATC)s (Fig. 6.1e y j) mostraron en general
sefales de intensidad tan débil que no resultaban de utilidad como marcadores
cromosémicos. Por lo tanto no se intentd caracterizar su patron de hibridacién in situ en
detalle. En contraste, (AAG)s y (AAC)s revelaron un patrén rico e intenso de sefiales,
especialmente localizadas en la regidn pericentromérica (Fig. 6.1b, d, f, i y I) pero caracteristico
de cada pareja de cromosomas homoélogos. La posibilidad de identificar de forma rapida y
sencilla los siete pares cromosémicos con (AAG)s permitid caracterizar en detalle el patrén de
hibridacion de cada una de las restantes sondas y el establecimiento de relaciones de
homologia entre los cromosomas de las diferentes accesiones en experimentos de hibridacion

multiple incluyendo esta sonda.

La figura 6.2 muestra los cariotipos de las tres accesiones. Continuando con criterios
clasicos los cromosomas, designados con letras (A-G), fueron ordenados en los cariotipos en
orden decreciente de su longitud, colocando el cromosoma satelizado al final. No se detectd
polimorfismo entre los individuos de la misma accesién. Por el contrario, la comparacién de los
cariotipos permitié analizar la diversidad cariotipica observada entre las tres accesiones
estudiadas de la ssp. marinum en relaciéon con la presencia/ausencia y/o intensidad de las

sefialas polimérficas obtenidas con algunas de las sondas analizadas.
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BCC2001 ~ GRA%3

5S rDNA i = i

pSc119.2

(AAG)s

C S E C. D EZF
GRA1078 Figura 6.2. Cariotipos para cada accesién
de la ssp. marinum analizada. Las filas

* desde arriba hacia abajo muestran los
patrones de hibridacién diferencial
5S rDNA obtenidos con distintas sondas. pTa71 vy

pTa794 para localizar los genes 45S y 5S,
respectivamente. Los cromosomas de cada
‘ cariotipo fueron elegidos de la misma
pSc119.2 metafase: los de BCC2001 hibridados con
pSc119.2 y (AAG)s de la mostrada en la
figura 6.1f, y aquellos con pAs1 de la figura
(AAG)s . 6.1c. Los cromosomas de GRA963

! hibridados con pSc119.2 se seleccionaron
de la metafase mostrada en la figura 6.1j y
aquellos para (AAG)s y pAsl de la
mostrada en la figura 6.1b. Los de
GRA1078 hibridados con (AAC)s y pAsl se
tomaron de la metafase mostrada en la
figura 6.1h e i, respectivamente. Indicar
que para facilitar la observacién del
tamafio relativo y morfologia de los
cromosomas, la localizaciéon de los genes
ribosomales (Fig. 6.1a) estd pintada sobre
los ideogramas.

6.2.2. Analisis cariotipico del citotipo diploide de la ssp. gussoneanum

Se llevo a cabo andlisis cariotipico de dos accesiones diploides de la ssp. gussoneanum
(BCC2012 y GRA1077) combinando las mismas sondas utilizadas para caracterizar la ssp.

marinum, lo que permitid identificar individualmente todos sus cromosomas (Fig. 6.3).
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Como en la ssp. marinum, solo el par de cromosomas satelizados mostrd senales 45S.
También coincidiendo con la ssp. marinum se identificaron dos loci 5S, uno en el satélite y el
otro en la parte distal del brazo largo del par de cromosomas metacéntricos mds pequefios. Un
tercer locus, sin equivalente en la ssp. marinum, se localizé en el extremo del brazo largo del
par de cromosomas satelizados (Fig. 6.3a y g). pSc119.2 se localizd principalmente en
posiciones subteloméricas, en cuatro pares de cromosomas. Ademas y contrastando con la
ssp. marinum, el par de cromosomas mas submetacéntricos mostraba en su brazo largo una
sefial intersticial (Fig. 6.3c). Como en la ssp. marinum, pAs1 producia un patron rico en sefiales
de distinta intensidad, si bien este resultdé muy similar en varios cromosomas
morfoldgicamente iguales haciendo complicada la identificacidn individualizada de los mismos

(Fig. 6.3b).

ND-FISH con la sonda (AG)10 no produjo ninguna seiial definida (Fig. 6.3h). Las sondas
utilizadas para localizar regiones cromosdmicas ricas en repeticiones ACT y ATC generaron
sefales poco definidas, incluso de menor intensidad que en las accesiones analizadas de la ssp.
marinum (Fig. 6.3d, i y j). Al igual que en la ssp. marinum, (AAC)s produjo un patrén rico de
sefales de hibridacién, aunque algunos cromosomas mostraban patrones similares entre si lo
que dificulta su identificacién. EI mapa fisico obtenido tras la hibridacidon con (AAG)s generé el
patrén mas claro en sefiales diagndsticas, permitiendo la facil identificacién de los siete pares
de cromosomas (comparar Fig. 6.3e y f). Asi pues (AAG)s se eligid como sonda diagnédstica para
la identificacién de cromosomas en experimentos de re-hibridacion (Fig. 6.3e, g y k) y

caracterizar en detalle el patrén obtenido con las restantes sondas.

Los cariotipos se construyeron ordenando los cromosomas (A-G) en base a su
morfologia y tamafo, teniendo en cuenta el mapa fisico obtenido en la ssp. marinum, lo que
permitid establecer posibles relaciones de homologia entre los cromosomas de las dos

subespecies (Fig. 6.4).

Al comparar los cariotipos de las dos accesiones de la ssp. gussoneanum no se
observaron diferencias en el patron de distribucidon de las sondas pTa71, pTa794, pSc119.2 y
pAsl (Fig. 6.4). Entre las sefiales producidas por las sondas utilizadas para localizar regiones
enriquecidas en secuencias SSRs, solo se observd polimorfismo para la presencia/ausencia de
dos pares de senales subterminales débiles con (AAG)s. Las observadas en los brazos cortos de
los cromosomas F (presente en la accesién BCC2012 pero ausente en GRA1077), y C (presente

en GRA1077 pero ausente en BCC2012) (comparar Fig. 6.3ey g).
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BCC2012 5SrDNA y BCC2012 pSc119.2 (ACT)5
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GRA1077 BCC2012 BCC2012 (ATC)s
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Figura 6.3. Hibridacion in situ multiple con las sondas indicadas en metafases mitéticas de dos accesiones
diploides de la ssp.gussoneanum: BCC2012 (a-f y h-i) y GRA1077 (g y j-k). Varios paneles muestras imagenes
fusionadas para facilitar la visualizacion de sefiales de hibridacion (verde y rosa/rojo con sondas marcadas con
digoxigenina y biotina, respectivamente) con respecto a la tincion DAPI (azul). La identidad de los cromosomas
estd indicada, con letras, en algunos paneles. En ¢, las flechas apuntan los loci 5S. En d y j las fechas apuntan a
las sefiales mas fuertes (ACT)s. En e y g las flechas apuntan a sefiales débiles polimdrficas entre las dos
accesiones (AAG)s. Barra de escala = 10um.
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Figura 6.4. Cariotipos de las dos accesiones de la ssp. gussoneanum 2x analizadas. Las filas desde la superior
hasta la inferior muestran los patrones de hibridacién con las sondas indicadas. pTa71 y pTa74 para localizar los
genes 45S y 5S respectivamente. Los cromosomas mostrados en cada cariotipo fueron elegidos de la misma
metafase. Los cromosomas de BCC2001 con pSc119.2 de la metafase mostrada en la figura 6.3h-i, con (AAG)sy
pAs1 de la mostrada en la figura 63a-b y aquellos hibridados con (AAC)s de la metafase mostrada en la figura 6.3c-
f. Los de GRA1077 hibridados con (AAG)s de la metafase mostrada en la figura 6.3g y con pAsl de la mostrada en
la figura 3j-k. Indicar que para facilitar la visualizacién del tamafio relativo y morfologia de los cromosomas, la
localizacion de los genes ribosomales (Fig. 6.3a) esta pintada sobre los ideogramas.

6.2.3. Caracterizacion de los dos subgenomas presentes en el citotipo tetraploide de la ssp.

gussoneanum

La figura 6.5 muestra una metafase de la accesion tetraploide BCC2011 que muestra los
patrones de hibridacién (FISH y ND-FISH) obtenidos con las mismas seis sondas utilizadas para

caracterizar los cariotipos de las accesiones diploides.

Tres pares de cromosomas fueron facilmente identificados mediante FISH con las
sonda pTa71 (45S) y pTa794 (5S). Dos pares mostraron sefiales con las dos sondas ribosomales.
El par con sefiales mas fuertes con pTa71 presentaba en cada extremo cromosémico un locus
5S. En este par cromosOmico siempre se observd una constriccion secundaria y un satélite.
Mientras que en el segundo par, con sefiales pTa71 mas débiles y un locus 5S distal en el brazo
corto no fue posible visualizar los satélites en la mayoria de las metafases analizadas (Fig.

6.5a). El tercer par que mostro sefial con la sonda pTa794 en el extremo de su brazo largo, era
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como en las accesiones diploides pequefio y muy metacéntrico (Fig. 6.5a). La sonda pSc119.2
permitio la identificacidon de la regidén subtelomérica de algunos cromosomas. Ademas de las
sefiales subteloméricas, como en las accesiones diploides de la ssp. gussoneanum, se observé
una sefal intersticial en el brazo largo de un cromosoma muy submetacéntrico, muy util para
su caracterizaciéon (Fig. 6.5d). El patron de distribucion cromosdmica que mostré pAsl
coincidié con el observado en las accesiones diploides de H. marinum sensu lato. Sin embargo,
en el caso del citotipo tetraploide, con la presencia de un mayor nimero de cromosomas de
morfologia y patrén similar, aun resultaba mucho mas dificil identificar todos cromosomas de

forma individual (Fig. 6.5c).

BCC2011

SIDNA +

Figura 6.6. Hibridacion in situ multiple en una metafase de la accesion tetraploide BCC2011. En a las fechas
indican las sefiales obtenidas con pTa794 (5S). En rosa las sefiales obtenidas con pTa71 (45S). b, (AAG)s. c, pAs1.
d, pSc119.2 (verde) y (AAC)s (rosa). Barra de escala = 10um.

Al igual que en las accesiones diploides, la sonda (AG)i0 no produjo ninguna sefial
mientras que (ACT)s y (ATC)s produjeron pocas sefiales, las cuales siempre fueron de poca
intensidad. Por el contrario, se obtuvo un patron rico en sefiales de hibridacion con (AAC)s, en
general distribuidas especialmente en las regiones pericentroméricas de la mayoria de

cromosomas, lo que como en el caso de las diploides dificultaba la identificaciéon de algunos
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cromosomas (Fig. 6.5d). La sonda (AAG)s, la cual produjo el patrén de sefiales mds nitido y
distintivo entre los distintos cromosomas fue elegida como sonda diagndstica en la
identificacion cromosdmica para utilizarla en la caracterizacién del mapa fisico de las restantes

sondas en experimentos de hibridacidn in situ multiple (Fig. 6.5b).

Tras el andlisis cariotipico (Fig. 6.6) se identificd un grupo de 14 cromosomas que
mostraban el mismo tamaiio, morfologia y patrones de hibridacién in situ que los cromosomas
de las accesiones diploides de la ssp. gussoneanum. Este grupo de cromosomas por tanto
podria pertenecer a uno de los dos subgenomas presentes en los tetraploides y sus
cromosomas ser homoélogos a los del citotipo diploide, asignandoles la denominacién de
subgenoma gussoneanum (comparar Fig. 6.4 y 6.6). El mapa fisico de los restantes 14
cromosomas, aun mostrando un cariotipo similar a H. marinum sensu lato, no se correspondia
con el de ninguna de las accesiones diploides analizadas. Siguiendo el mismo criterio, a este
grupo de cromosomas se les asignd la denominacion de subgenoma no-gussoneanum

(comparar Fig. 6.2 y 6.6).

subgenoma gussoneanum subgenoma No gussoneanum

= o
5S rDNA i ‘ i i i

pSc119.2 <3

Figura 6.6. Cariotipos de la accesion tetraploide BCC2011. Las filas desde la superior hasta la inferior muestran los
patrones de hibridacidn con las sondas indicadas. pTa71 y pTa74 para localizar los genes 45S y 5S, respectivamente. Los
cromosomas mostrados en cada cariotipo fueron seleccionados la metafase mostrada en la figura 6.5. Indicar que para
facilitar la observacién del tamafio relativo y morfologia de los cromosomas, los genes ribosomales (Fig. 6.6a) estan

pintados sobre los ideogramas.
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Finalmente, se construyd el arbol filogenético mostrado en la figura 6.7 en base a las
diferencias y similitudes observadas en la distribucién de las sondas que resultaron mas
diagnosticas  (pTa7l1, pTa794, pScl19.2 y (AAG)s para la caracterizacion

cromosomica/gendmica dentro y entre los taxones de H. marinum sensu lato.

2X 4x
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Figura 6.7. Arbol filogenético incluyendo ideogramas con la distribucién de cuatro secuencias repetitivas (clave
de color) en las seis accesiones de H.marinum analizadas. Los asteriscos sefialan polimorfismos para la
presencia/ausencia en la localizacién de algunas de las secuencia entre accesiones que comparten el mismo
ideograma. Destacar que dos ideogramas fueron necesarios para incluir la diversidad encontrada entre las
accesiones de la ssp. marinum.

6.3. Discusion

6.3.1. Identificacién cromosdmica y analisis cariotipico

Este es el primer trabajo donde se han podido identificar en todas las subespecies/citotipos de
H. marinum todos sus cromosomas sin ningun tipo de ambigliedad. En este caso, los
cromosomas de cada taxodn, los cuales no son identificables ni por su morfologia ni por su
patrén de Bandeo-C, han sido caracterizados detalladamente tras el analisis de los resultados
obtenidos mediante experimentos de hibridacidn in situ multiple. La técnica de FISH utilizando

la sondas pTa71, pTa794, pSc119.2 y pAsl permite la identificacion de algunos cromosomas en
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H. marinum, pero insuficientes para la identificacion completa de todo el complemento,
impidiendo el establecimiento de posibles homologias entre los genomas de las subespecies
(de Bustos et al. 1996, Taketa et al. 1999b y 2000). Sin embargo, en este trabajo se demuestra
como algunas sondas SSRs han resultado muy diagnésticas en la identificacion cromosdmica.
De hecho, el uso de (AAG)s en combinacién con la morfologia (tras la tincion DAPI) fue
suficiente para distinguir de forma facil todos los cromosomas en H. marinum sensu lato. La
utilidad de este tipo de sondas SSRs como marcadores cromosémicos empleando ND-FISH
habia sido previamente demostrada en diferentes especies, incluyendo diversos miembros de
la tribu Triticeae (Cuadrado et al. 2008, Cuadrado y Jouve 2010 y 2011). Aunque en H.
marinum (AG)1o, (ACT)s y (ATC)s resultaron poco eficaces como marcadores cromosdmicos, los
combinacion de las otras dos sondas analizadas, (AAC)s y (AAG)s, proporcionaron un mapa
fisico saturado de sefiales diagnosticas distribuidas a lo largo de todos los brazos

cromosomicos en todas las subespecies/citotipos de H. marinum.

Para profundizar en el entendimiento de las relaciones existentes entre especies
filogenéticamente prdoximas es importante discernir la homologia entre sus cromosomas. El
patrén de distribucién de las diversas sondas utilizadas, junto con la morfologia cromosémica,
permitié establecer posibles homologias entre los cromosomas presentes en las distintas
accesiones/subespecies. Bajo esta suposicion se ha utilizado la misma nomenclatura,
denominando con la misma letra, los cromosomas potencialmente homélogos. La presencia de
loci para los genes ribosomales apoyaria las homologias para los cromosomas F y G. En base a
las similitudes morfoldgicas y al patron de (AAG)s resultd sencillo establecer las posibles
relaciones entre otras tres parejas de cromosomas. De este modo se identificaron como B los
cromosomas mas metacéntricos, D los mas intensamente hibridados con (AAG)s y E los mas
submetacéntricos mostrando sefales intersticiales con pSc119.2 en la ssp. gussoneanum. Para
los otros dos pares cromosdémicos restantes (A y C), muy similares entre si, resulté mas dificil
establecer relaciones. En cualquier caso, la nomenclatura que se ha utilizado para designar a
los cromosomas ha de ser interpretada Unicamente a los efectos de la identificacion
cromosodmica. Partiendo de que los cromosomas de H. marinum podrian ser identificables en
configuraciéon bivalente, se podrian establecer autenticas homologias analizando el
apareamiento meidtico de los hibridos entre la ssp. marinum y la ssp. gussoneanum. En un
futuro, las identidades de los cromosomas de H. marinum deberia adoptar el sistema de
homeologias actualmente establecido para otros miembros de la tribu Triticeae, tales como la
cebada y el trigo. Por ejemplo, el cromosoma satelizado G, portador de los loci 45S y 58,

deberia presentar, al menos en parte, homeologia con el grupo cromosémico 5 de Triticeae
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(5H de cebada y 5A, 5B y 5D de trigo) y por la tanto tendria que pasar a denominarse 5Xa
(Linde-Laursen et al. 1997).

6.3.2. Sobre el origen de los poliploides en H. marinum

La hibridacion in situ gendmica (GISH) ha permitido distinguir los cromosomas de las especies
parentales presentes en algunos hibridos y poliploides de forma eficaz (Cuadrado et al. 2004,
Taketa et al. 2009, Chester et al. 2010). Sin embargo, la aplicacién de GISH a las formas
tetraploides de H. marinum utilizando ADN marcado de la ssp. gussoneanum como sonda y
ADN de la ssp. marinum como bloqueante, tras probar distintas concentraciones y
proporciones de ADN marcado/ADN bloqgueante, no ofrecié buenos resultados. Pese a ello,
tras la caracterizacién detallada de los cromosomas presentes en la accesion BCC2011, ha sido
posible identificar un grupo de 14 cromosomas con caracteristicas fisicas (tamafio, morfologia
y mapa fisico) similares a los presentes en el citotipo diploide de la ssp. gussonenanum. Segun
esto, este citotipo seria uno de los parentales implicados en las formas tetraploides de H.
marinum. De acuerdo con las filogenias moleculares basadas en el andlisis de secuencias de
cloroplastos, la ssp. gussoneanum habria sido probablemente el donante materno (Petersen y

Seberg 2003, Jakob et al. 2007).

La semejanza general de los dos subgenomas presentes en la accesion BCC2011,
diferentes de cualquier otro de los genoma bdsicos de Hordeum (H, Xu e |, ver
respectivamente capitulos 4, 5 y 7), indica que el donante del subgenoma no-gussoneanum
tendria también el genoma basico Xa, con mdas o menos variacién, y por tanto los poliploides
de H. marinum serian aloploides segmentales. Los resultados de este trabajo no permiten
confirmar que la ssp. marinum fue la especie donante del segundo subgenoma presente en los
tetraploides. Sin embargo, teniendo en cuenta la diversidad de cariotipos detectados dentro
de la ssp. marinum, no se puede descartar que el genoma no-gussoneanum pudiera
encontrase en otros ecotipos de esta misma subespecie. Por otro lado, tampoco se puede
descartar que genotipos de la ssp. marinum relacionados con las accesiones aqui analizadas
hubieran sido uno de los parentales implicados en el proceso de hibridacién y que las
diferencias observadas sean el resultado de cambios genémicos y cromosémicos ocurridos tras
el proceso de poliploidizacidn. Si este hubiera sido el caso, es de destacar que el proceso de
poliploidizacién no habria alterado la morfologia de los cromosomas y la estabilidad de las

secuencias repetidas analizadas en el subgenoma gussoneanum. Sin embargo, tampoco se
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puede descartarse que el subgenoma no-gussoneanum haya podido estar sujeto a diferentes
presiones adaptativas con posterioridad a la hibridacidn interespecifica que el genoma donado
por la ssp. gussoneanum. En resumen, el origen de uno de los dos subgenomas presentes en
citotipo tetraploide sigue siendo una incognita, si bien se podria afirmar, a la vista de los
cariotipos aqui presentados, que el donante del genoma no-gussoneanum habria sido una
forma de H. marinum mas cercana filogenéticamente a la ssp. marinum que a la ssp.

gussoneanum.

6.3.3. Relaciones filogenéticas en H. marinum

Aunque los resultados de este trabajo permiten diferenciar los cromosomas de todas las
accesiones de H. marinum analizadas, el tamano de estos, su morfologia y los patrones de
distribucion de las sondas empleadas fue bastante similar en los distintos taxones. Esto
encajaria con las filogenias que suponen un origen monofilético (un clado sdlidamente
sustentado) para todos los taxones de H. marinum, los cuales compartirian el mismo genoma
basico Xa (Svitashev et al. 1994, Marillia y Scoles 1996, de Bustos et al. 2002, Petersen y
Seberg 2003). En relacidn con las diferencias encontradas en la distribucién de varias sondas,
por ejemplo la presencia en la ssp. gussoneanum de un locus distal 5S en el brazo largo del
cromosoma satelizado (G) o las sefiales intersticiales en el cromosoma E para pSc119.2 y
(AAG)s, sugieren divergencias citogenéticas sustanciales entre la ssp. marinum vy el citotipo
diploide la ssp. gussoneanum. Estas diferencias podrian haber aparecido después de la
separacion de su ancestro comun, supuestamente hace dos millones de afios (Blattner 2004 y

2006).

A nivel intraespecifico, la localizacién conservada de las secuencias repetidas aqui
analizadas entre las accesiones de la ssp. gussoneanum 2x contrasta con la diversidad
observada entre las accesiones de la ssp. marinum. Esto se puede relacionar con la alta
variabilidad genética observada entre poblaciones de la subespecie marinum en contraste con
la observada en la subespecie gussoneanum. En efecto, en base a las evidencias moleculares,
diferentes autores han sugerido la existencia de dos formas de la ssp. marinum
geograficamente separadas: el grupo Ibérico, constituido por poblaciones distribuidas en
Espafia y Portugal, y un grupo no-lbérico, distribuido en la regidn Mediterrdnea Central
(Komatsuda et al. 2001, Jakob et al. 2007). En este trabajo, a pesar de que se detectaron

sefiales polimérficas entre las accesiones BCC2001 y GRA1078 de Grecia e ltalia,
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respectivamente, el mapa fisico para las distintas sondas analizadas resulté ser muy similar y
significativamente diferente del que se obtuvo en la accesién de origen espafol GRA963
(comparar cariotipos en Fig. 6.2 o ideogramas en Fig. 6.7). En este trabajo solo se han
analizado tres accesiones de la ssp. marinum, un ndmero insuficiente para poder apoyar con
mas fuerza la hipdtesis de la separacion de esta subespecie en dos o mas citotipos
geograficamente diferenciados. Lo que si se confirma es la existencia de diferencias
citogenéticas sustanciales entre los miembros de la ssp. marinum en contraste con el poco

polimorfismo observado entre las accesiones analizadas de la ssp. gussoneanum.

6.3.4. Tendencias evolutivas de distintas familias de secuencias de ADN repetitivo durante la

especiacion de H. marinum

En contraste con el patrén conservado del locus 45S entre los taxones de H. marinum, se
constataron variaciones importantes en la distribucion para el resto de secuencias repetitivas
analizadas en este trabajo, debido presumiblemente a inserciones independientes,
amplificaciones y/o eliminacién de copias durante la especiacidon de los distintos linajes (ver
arbol filogenético en Fig. 6.7). Aunque no puede descartarse que, por ejemplo, translocaciones
o inversiones hayan contribuido a las diferencias observadas, al menos en H. marinum estos
reordenamientos cromosdmicos no deben de haber sido la principal causa de las diferencias
cariotipicas. Esta hipdtesis estaria apoyada por el comportamiento meidtico totalmente
regular (con ausencia de univalentes y multivalentes) de los cromosomas de hibridos
obtenidos entre la ssp. marinum y el citotipo diploide de la ssp. gussoneanum (Linde-Laurseny

Bothmer 2012).

Con respecto a los genes 5S, los loci comunes presentes en las formas diploides
(cromosomas F y G) probablemente deberian haber estado presentes en estas mismas
posiciones en el genoma ancestral Xa. El nuevo locus presente en el brazo largo del
cromosoma G en la ssp. gussoneanum pudiera ser una adquisicidn tras la separacion de esta
subespecie. Es de destacar que ninguna otra especie diploide en Hordeum presente un locus
5S en el brazo largo del cromosoma satelizado (de Bustos et al. 1996, Taketa et al. 1999), lo
cual apoya la idea de que este locus es una nueva adquisicion en el linaje de la ssp.
gussoneanum. Un evento independiente de amplificacion de repeticiones de genes 5S podria
se el origen del tercer locus observado en las poblaciones espafiolas de la ssp. marinum (de

Bustos et al. 1996), como es el caso de la accesién GRA963. Es razonable asumir que esto
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podria deberse a la amplificacidn de repeticiones 5S preexistentes en las poblaciones de la ssp.
marinum presente en la Peninsula Ibérica tras el aislamiento geografico que supuso los

refugios glaciares durante el Pleistoceno (Jakob et al. 2007).

No es inesperado el polimorfismo intraespecifico que afecta al nimero e intensidad de
las sefiales obtenidas con la sonda pSc119.2 al comparar accesiones de la ssp. marinum. El
mismo nivel de variacidn ha sido descrito en otras especies, incluyendo el centeno, la especie
de donde se obtuvo la sonda (Cuadrado et al. 1995, Schneider et al. 2003). Las diferencias en la
distribucion de la sonda pSc119.2 entre las subespecies de H. marinum, generalmente
exclusiva en regiones subteloméricas como las aqui observadas en la ssp. marinum y otras
especies de Hordeum (Taketa et al. 2000, de Bustos et al. 1996), sugiere que esta secuencia
altamente repetitiva, en principio localizada en posiciones subteloméricas, puede sufrir
eventos de intersticializacidn, los cuales habrian originado la presencia de una sefial intersticial
en un par de cromosomas en la ssp. gussoneanum. Una tendencia similar ha ocurrido durante
la diversificacion de las especies del género Secale (Jones y Flavell 1982, Cuadrado y Jouve

2002).

(AAG)s reveld la mayor variacion cromosdémica tanto dentro como entre taxones. Esto
sugiere que esta secuencia presenta mas predisposicién a ser amplificada o eliminada como
consecuencia de eventos independientes en diferentes linajes. Esto concuerda con los
polimorfismos intra- e interespecificos observados en otras especies de Triticeae. Por ejemplo,
los clusteres con repeticiones AAG son muy abundantes en los cromosomas de cebada y trigo
contrastando con su escasa presencia en los cromosomas de H. bulbosum (capitulo 4) o
centeno (Pedersen et al. 1996, Pedersen y Langridge 1997, Cuadrado et al. 2008). Es razonable
asumir que las sefales observadas Unicamente en la accesion de la ssp. marinum GRA963 son

el resultado de la amplificacién diferencial de los motivos AAG en este material.

Aunque en los ideogramas del arbol filogenético (Fig. 6.7) no se ha incluido el mapa
fisico de las sondas pAsl y (AAC)s, la comparacién de los patrones de hibridacion de estas
sondas entre la ssp. marinum (Fig. 6.2) y las poblaciones diploides de la ssp. gussoneanum (Fig.
6.4) indican que se puede establecer la mismas conclusiones generales. Es decir que
mecanismos independientes de amplificacion o reduccién en el nimero de copias de cada
secuencia repetida han ocurrido en los diferentes linajes tras la separacidon de su ancestro

comun.
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Jakob et al. (2004), basandose en las diferencias significativas en la cantidad de ADN
entre la ssp. marinum (9.10 pg) y las formas diploides de la ssp. gussoneanum (10.4 pg) han
sugerido que tras la separacion de su ancestro comun ha debido de producirse un incremento
en el tamafio del genoma en el linaje que condujo a la ssp. gussoneanum. Al comparar los
patrones de distribucion de las distintas secuencias repetidas se puede observar que algunas
de ellas son mds abundantes en una u otra subespecie. Sin embargo, cuando se comparan en
conjunto es dificil ver claras diferencias que pudieran explicar que las diferencias en tamafio de
los genomas pudieran estar relacionadas con la cantidad total de las secuencias repetidas
analizadas. Por ultimo, asumiendo un origen monofilético de los citotipos diploides de H.
marinum, es dificil explicar por qué las poblaciones de la ssp. marinum con diferentes origenes
muestran una mayor variacidén cariotipica que poblaciones de la ssp. gussoneanum de origen

geografico similar.

6.3.5. Taxonomia del complejo H. marinum

Aunque el tratamiento taxondmico de H. marinum como dos subespecies es el mas aceptado
entre taxénomos y citogenetistas, las claras diferencias morfoldgicas entre la ssp. marinum y la
ssp. gussoneanum, junto con la ausencia de flujo génico entre ambos taxones, ha llevado a
algunos autores a referirse a ellos como especies separadas, H. marinum y H. gussoneanum
(Jorgensen 1986, Jaaska 1994, Jakob et al. 2007, Blattner 2009). Otro problema sin resolver es
el estatus taxondmico de las diferentes formas citolédgicas de la ssp.gussoneanum. Asumiendo
la existencia de taxa cripticos en el caso de los formas alopoliploides, Jaaska (1994) propuso
que las formas tetraploides de la ssp. gussoneanum deberian ser tratadas como H. caudate
Jaaska. En base a los datos aqui expuestos se apoya el considerar al citotipo tetraploide de la
Ssp. gussoneanum como una especie separada. Resulta evidente el aislamiento reproductivo
que se ha tenido que producir tras la poliploidizacion entre las dos citotipos de la ssp.
gussoneanum, como indica el comportamiento meidtico (involucrando la casi exclusiva
formacién de trivalentes) y la baja fertilidad observada en hibridos con formas diploides
(Bothmer et al. 1989). Se sugiere tratar el complejo H. marinum como dos especies: la diploide
H. marinum Huds. incluyendo las subespecies marinum y gussoneanum y una nueva especie

para referirse al citotipo tetraploide que podria ser, como se ha indicado, H. caudate Jaaska.
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7.1. Introduccion

El género Hordeum consta de unos 45 taxa (31-33 especies dependiendo del criterio
taxondmico utilizado). Exceptuando los tres grupos monofiléticos integrados por las especies
europeas H. vulgare y H. bulbosum, con genoma H (ver capitulo 4), el complejo H. murinum,
con genoma Xu (capitulo 5) y el complejo H. marinum, con genoma Xa (capitulo 6), el resto de
las especies, asiaticas y americanas, integran un grupo muy numeroso de taxones, todos ellos

poseyendo el genoma .

H. brachyantherum Nevski, consta en dos subespecies. La ssp. californicum (2n=2x=14),
(vulgarmente cebada de California), se distribuye por el oeste de Norteamérica. La segunda es
la ssp. brachyanterum (cebada de la pradera) que consta de citotipos tetraploides (2n=4x=28) y
hexaploides (2n=6x=42) no reconocidos como taxones diferentes al no presentar
caracteristicas morfoldgicas distintivas (Bothmer et al. 1995). Las formas tetraploides se
distribuyen por una amplia regién que incluye el oeste de Estados Unidos y Canada, llegando
hasta las Islas Aleutianas y la peninsula de Kamchatka en Rusia. Hasta la fecha solo se ha
descrito una poblacién hexaploide en la Bahia de California (Bothmer et al. 1995). Todos los
taxones de H. brachyantherum son perennes, de desarrollo rdpido y amplia tolerancia a
diversos tipos de suelo, por lo que son utilizados frecuentemente como cubierta vegetal para
dar estabilidad a los suelos. La importancia que ha adquirido esta especie en los Ultimos afios
es consecuencia del éxito conseguido en programas de mejora tras el cruzamiento de la ssp.
californicum vy el trigo panadero, para la introduccién en la especie cultivada de caracteres de
rusticidad, menor requerimiento de nitrégeno y resistencia a multiples enfermedades (Kong et

al. 2008).

Las relaciones filogenéticas entre los distintos taxones y el origen de los poliploides
permanecen sin aclarar, en parte por no existir consenso en cuales fueron las especies que
debieron participar en el origen de los citotipos poliploides. Estudios citogenéticos basados en
analisis cromosdmicos de bandeo-C y FISH con sondas de los genes ribosomales (Linde-Laursen
1992, Taketa et al. 2005) y moleculares, analizando secuencias del ADN de cloroplastos y de
algunos genes nucleares (Nishikawa et al. 2002, Wang et al. 2011) apoyan la hipdtesis de que
la ssp. californicum fue el parental materno que intervino en el origen de los tetraploides.
Otros estudios como el de Blattner et al. (2004), basado en el andlisis de secuencias del

espaciador transcrito interno (ITS) del ADN ribosémico, indican que en H. brachyantherum, el
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citotipo diploide no intervino en la formacién del tetraploide. Recientemente, Brassac et al.
(2012), basandose en el analisis de la secuencia del gen de la topoisomerasa 6 (TOPO6),
sugieren que el genoma de un progenitor extinto, filogenéticamente préximo a la ssp.
californicum seria uno de los subgenomas presentes en los citotipos poliploides. Por otro lado
hay mas consenso en la hipdtesis de que H. roshevitzii, una especie endémica de la regién
central de Asia, habria sido clave en la evolucién de la mayoria de las cebadas tetraploides
americanas, incluyendo la ssp. brachyantherum (Linde-Laursen et al. 1992, Blattner et al. 2004,

Taketa et al. 2005, Brassac 2012).

Otro punto de controversia es la participacion del citotipo tetraploide en el origen del
hexaploide. Estudios de apareamiento meidtico en hibridos entre ambas formas poliploides
sugieren cierta divergencia entre los subgenomas | de las mismas (Linde-Laursen et al. 1986,
Bothmer et al. 1989), lo que también ha sido demostrado en andlisis moleculares (Komatsuda
et al. 2009). Por otro lado, se ha demostrado mediante GISH la participacién de una especie
con genoma Xa en el origen del citotipo hexaploide de H. brachyantherum (Taketa et al.
1999a). Sin embargo, la aplicacién de GISH no permitid desvelar cual de los taxones del
complejo H. marinum, la ssp. marinum o la ssp. gussoneanum fue la especie donante del
genoma Xa. En este sentido, datos recientes basados en el analisis de secuencias de ADN,
similitudes morfoldgicas y estudios de distribucidon geografica parecen apuntar al citotipo
diploide Europeo de la ssp. gussoneanum, introducido en Norte América, como la especie

implicada en el origen de H. brachyantherum 6x (Brassac et al 2012).

Con el objetivo de aportar nuevos datos sobre la historia evolutiva de este complejo y
profundizar en la caracterizacién del genoma | de Hordeum se ha llevado en este trabajo un
analisis cariotipico detallado de seis accesiones que representan todas las subespecies y
citotipos de H. brachyatherum. Ademas se han analizado dos accesiones de H. roshevitzii. En
concreto se pretende: 1) Encontrar marcadores cromosémicos tipo SSRs, analizando la
distribucidon de (AG)io, (AAC)s, (AAG)s, (ACT)s y (CCCATTT)s en combinacidon con las sondas
ribosomales pTa71 y pTa794 (Taketa et al. 2001, 2005) y las secuencias repetitivas pSc119.2,
pAsl y pHch950. De este modo se trata de caracterizar lo mas detalladamente posible los
cromosomas del complejo H. brachyantherum/californicum. Este andlisis se lleva a cabo
mediante hibridaciones multiples con diferentes combinaciones de sondas utilizando
sucesivamente FISH y ND-FISH o viceversa; 2) Analizar la diversidad citogenética en y entre la

ssp. californicum y H. roshevitzii, que supuestamente poseen variaciones del mismo genoma
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basico I; 3) Analizar la diversidad cariotipica entre accesiones tetraploides de la ssp.
brachyantherum de diferente origen geogréfico; 4) Estudiar la posible implicacidn de la ssp.
californicum y H. roshevitzzi en el origen del citotipo tetraploide de la ssp. brachyantherum y
de este ultimo en el origen del citotipo hexaploide, y 5) Utilizar la técnica de GISH, con ADN
marcado de la ssp. gussoneanum, para identificar el subgenoma Xa presente en el citotipo
hexaploide y comparar su mapa fisico con los cariotipos presentados para las subespecies de
H. marinum en el capitulo anterior. Esto permitiria determinar que especie habria participado

en el origen de H. brachyantherum 6x.

7.2. Resultados
7.2.1. Caracterizacion cromosdémica de la ssp. californicum

La figura 1 muestra los patrones de distribucidon de las nueve sondas seleccionadas (pTa71
pTa794, pScl19.2, pAsl, (AG)w, (AAC)s, (AAG)s, (ACT)s y (CCCATTT)s) utilizadas para
caracterizar la constitucion cromosémica/gendmica de dos accesiones de la ssp. californicum
(BCC2057 y BCC2058). Para confeccionar los cariotipos los cromosomas (A-G), pertenecientes a
una misma metafase mitdtica, se ordenaron en orden decreciente de longitud con los
cromosomas satelizados al final (Fig. 7.1h). Es significativo el elevado nivel de polimorfismo
intraespecifico observado entre las dos accesiones californianas, tanto en la morfologia de sus
cromosomas como en las localizaciones de algunas de las sondas analizadas. Este polimorfismo
no impidid establecer posibles homologias entre cromosomas de las dos accesiones

designadas con la misma letra.

La aplicacion de FISH con la sonda pTa71 confirmé que los dos pares de cromosomas
satelizados observados en la accesién BCC2058 presentaban sefiales de hibridacién en la
constriccién secundaria. Esta sonda hibridd exclusivamente en la constriccion secundaria del
Unico par de cromosomas satelizados en BCC2057 (comparar Fig. 7.1a y c). En ambas
accesiones los genes ribosomales 5S, visualizados como dos clisteres de sefiales de hibridacion

proximas, se localizaron en un par de cromosomas satelizado.

Como era de esperar, por los resultados obtenidos previamente en otras especies, la
localizacién de pSc119.2 fue subtelomérica en ambas accesiones, si bien se observaron

diferencias en el nimero, intensidad y localizacién de sefiales al compararlas entre si.
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Figura 7.1. Hibridacién in situ multicolor en metafases somaticas de dos accesiones de H. brachyantherum
ssp. californicum (BCC2057 y BCC2058) con las sondas indicadas. La identidad de los cromosomas se indica en
algunos paneles (A-G). En b y d las flechas apuntan a los cromosomas D, con claras diferencias morfoldgicas
entre las dos accesiones. En f las flechas apuntan los tres pares de cromosomas con clusteres ACT. En h,
cariotipos de BCC2057 y BCC2058 con cromosomas seleccionados de las metafases mostradas en e y f,
respectivamente. Indicar que la localizacidon de las sondas pTa71 y pTa794 (hibridadas en a y en c) estan
pintadas sobre los cromosomas tefiidos con DAPI (filas superiores). Las sefiales naranja observadas en el
cariotipo pAsl de BCC2057 son derivadas de hibridaciones previas con (AAC)s. Barra de escala=10 um.
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Un ejemplo del polimorfismo observado es la presencia en la accesién BCC2058 de
sefiales pSc119.2 en los dos brazos del cromosoma que porta los genes 5S (comparar Fig. 7.1b
y d). Como se habia observado en otras cebadas silvestres, la sonda pAs1 produjo multitud de
sefiales de hibridacién, distribuidas a lo largo de la longitud de los cromosomas, generando un
patrén similar en diferentes cromosomas con morfologias y tamafios parecidos y por lo tanto
poco util como marcadores diagndsticos en la identificacién individualizada de los mismos

(Fig. 7.1e-f).

En relacidén con los SSRs investigados no se observaron clisteres de repeticiones AG
(Fig. 7.1g). La sonda (ACT)s mostré sefiales de hibridacidon débiles cercanas al centrémero en
tres pares de cromosomas (flechas en Fig. 7.1f). Por el contrario con las sondas (AAG)s y (AAC)s
se obtuvo un rico patrén de sefiales bien definidas, encontrandose estas particularmente
concentradas en la regién pericentromérica (Fig. 7.1b, d y e). Es de notar que en ambas
accesiones se observé un par de cromosomas especialmente enriquecido en estas repeticiones
(cromosoma D), si bien mostraba claras diferencias morfoldgicas entre ellas, resultando mas
submetacéntrico en BCC2057 (flechas en Fig.7.1b y d). Finalmente, la sonda telomérica se

localizé exclusivamente al final de los brazos cromosémicos (Fig. 7.1g).

7.2.2. Caracterizacion cromosOmica de H. roshevitzii

Se analizaron dos accesiones de la especie asiatica H. roshevitzii (BCC2015 y BCC2069 de China
y Rusia, respectivamente) con las mismas sondas utilizadas para caracterizar la cebada
californiana. Es de sefialar que no se observé polimorfismo para la presencia/ausencia de las
marcas producidas con las distintas sondas entre las dos accesiones. La figura 7.2 muestra los
patrones de hibridacidon obtenidos con las distintas sondas en metafases de la accesion
BCC2015 y sus correspondientes cariotipos para ilustrar los resultados obtenidos del andlisis
cromosomico/gendmico llevado a cabo en esta especie. Para confeccionar los cariotipos se
ordenaron los cromosomas (A-G) en orden decreciente de longitud, con los cromosomas
portadores de los genes 45S al final, segln el orden creciente en la intensidad de la sefiales de
hibridacion. No obstante en los analisis comparativos se utilizara exclusivamente el término
cromosoma satelizado (sat) para designar a los cromosomas que mostraban una constriccidn
secundaria visible al microscopio, es decir aquellos cromosomas que muestran sefiales

intensas de hibridacién con la sonda pTa71.
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Figura 7.2. Hibridacidn in situ miultiple en la accesion BCC2015 de H. roshevitzii mostrando los patrones obtenidos
con las sondas indicadas en dos metafases (a-c y d-e) y sus correspondientes cariotipos (f). En a las flechas
apuntan las sefales débiles obtenidas con pTa71 (45S). En b los tres cromosomas con genes 45S elegidos de la
metafase mostrada en a con las sefiales pTa71 débiles amplificadas; la flecha apunta el clister de repeticiones AG..
En d las flechas apuntan las sefiales pSc119.2. La identidad de los cromosomas se muestra en e. Indicar que en el
cariotipo las sefales obtenidas con las sondas pTa71, pTa794 y (AG)io (hibridadas en a) estan pintadas sobre los
cromosomas tefnidos con DAPI (fila superior). Barra de escala=10 um.

La aplicacién de FISH con las sondas ribosomales pTa71 y pTa794 permitio caracterizar
tres pares cromosémicos. El par de cromosomas satelizado, que presentd sefiales fuertes con
la sonda del 45S (cromosoma G), y otros dos pares de cromosomas con sefiales poco intensas
en los que no se observo la presencia de satélite. En la pareja submetacéntrica (cromosoma F)
las sefiales 45S se visualizaron como dobles y rodeando a los genes 5S. Por ultimo, el tercer
locus 45S se localizd intersticialmente en un par de cromosomas muy metacéntrico
(cromosoma E) (Fig. 7.2a y b). La sonda pSc119.2 revelo cuatro sefiales subtelomericas en dos
pares de cromosomas (Fig. 7.1d). El patrén de distribucién obtenido con la sonda pAsl es

similar al descrito en los cromosomas de la ssp. californicum (Fig. 7.1e).

En relacion a los SSRs investigados mediante ND-FISH, se observd un Unico cluster de
repeticiones AG préximo a los genes 45S en el cromosoma E (Fig. 7.2c). Esta sefial resultd
diagnostica en la identificacidon de sus posibles homdlogos en la ssp. brachyantherum como
posteriormente se describe. Con los tres trinucleotidos analizados, (ACT)s, (AAC)s y (AAG)s se
obtuvieron patrones con abundantes sefiales de hibridacion (Fig. 7.2 ¢, d y e,

respectivamente). Aunque la mayoria de las sefiales obtenidas con estas tres sondas muestran
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una distribucién parecida, especialmente pericentromérica, los patrones resultaron motivo
dependientes (Fig. 7.2f). Al igual que en la ssp. californicum, la sonda telomérica se observo

exclusivamente al final de los brazos cromosémicos (Figura 7. 2c).

Por dltimo se tratd de identificar las potenciales homdlogias/homeologias entre los
cromosomas de la ssp. californicum y H. roshevitzii. Aunque se supone que estas formas
comparten variantes del mismo genoma I, las notables diferencias observadas al comparar sus
cariotipos impidié deducir posibles relaciones de homeologia para la mayoria de las parejas
cromosdmicas (comparar Fig. 7.1h y Fig. 7.2f). En todo caso, la nomenclatura usada para
designar a los cromosomas (A-G) no ha de ser interpretada como un sistema basado en
relaciones de homologia/homeologia entre cromosomas de diferentes especies asighados con

la misma letra, sino como una manera sencilla de identificar cromosomas en cada accesion.

7.2.3. Caracterizacion cromosdmica del citotipo tetraploide de la ssp. brachyantherum

La figura 7.3 ilustra los resultados FISH/ND-FISH obtenidos con el conjunto de sondas
seleccionadas para caracterizar los cromosomas/subgenomas de tres accesiones tetraploides
de la ssp. brachyantherum (BBCC2045 de California, BCC2050 de Alaska y BCC2056 de
Newfoundland). Aunque en lineas generales los cariotipos de las tres accesiones resultaron
similares (Fig. 7.4), la accesiéon BCC2056 se caracterizé por presentar un par de cromosomas
submetacéntrico relativamente pequefio no presente en las otras dos accesiones (flechas en
Fig. 7.3). Estos cromosomas, como se describe mas adelante, son el resultado de una
translocacion reciproca (comparar cariotipos en Fig. 7.4). En la confeccién de los cariotipos se
siguid el criterio de ordenar los cromosomas (A-N) por tamafo, situando al final los
cromosomas portadores de los genes 45S en orden creciente de intensidad de hibridacidn con

la sonda pTa71.

Lo primero que se intento, para llevar a cabo la caracterizacién citogenética de la ssp.
brachyantheum 4x, fue abordar la distinciéon de sus dos subgenomas. Para ello se utilizd la
técnica GISH hibridando con ADN marcado de la ssp. californicum y ADN de H. roshevitzii sin
marcar o viceversa. Sin embargo, esta técnica no dio buenos resultados al no generar
cromosomas hibridados de forma diferencial (datos no mostrados). De igual manera, no fue

posible distinguir dos grupos de 14 cromosomas con la sonda pHch950, la cual como se ha
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mostrado en el capitulo 5 resultéd muy util para distinguir los dos subgenomas presentes en los
citotipos tetraploides de H. murinum, al hibridar de forma dispersa y con la misma intensidad

en los 28 cromosomas presentes en las formas tetraploides (Fig. 7.3b).

Las tres accesiones presentaron el mismo patrén con las sondas pTa71 y pTa794, en
seis pares de cromosomas (Fig. 7.3f). Esto permiti6, establecer con facilidad las posibles
relaciones de homologia para estos cromosomas entre las accesiones (comparar Fig.7.3e).
Como era de esperar, las seflales mas fuertes obtenidas con la sonda pTa71 se localizaban en
los tres pares de cromosomas satelizados. La combinacién de ambas sondas ribosomales
reveld diferencias morfoldgicas en un par de cromosomas (K). En lugar de submetacentrico
este par es muy metacéntrico en la accesién BCC2056, como resultado de una posible

translocacion reciproca (flecha en Fig. 7.3e).

Se observd bastante diversidad en el niUmero, intensidad y localizacion de las sefiales
obtenidas con pSc119.2 entre las accesiones. El numero de sefales varié entre 14, localizadas
en seis pares cromosémicos de la accesion BCC2045, y 24 distribuidas en ocho pares
cromosémicos en la accesién BCC2056 (comparar Fig. 7.3d y 7.3k). Al igual que en las especies
diploides, con pAsl se obtuvo un patrdn rico de sefiales de hibridacion similar en y entre los

cromosomas de cada accesion (Fig. 7.3h y 3j).

En las tres accesiones tetraploides se observd un Unico clister de repeticiones AG en el
par de cromosomas metacéntricos satelizados (L). Es de destacar la similitud de este par
(metacéntrico y con genes 45S) con el Unico par de cromosomas con sefiales (AG)10 observado
en H. roshevitzii (comparar Fig. 7.2b y 7.3h). Las sefiales obtenidas con (AAG)s (Fig. 7.3c) y
(AAC)s (Fig. 7.3d) se mostraron en multiples localizaciones como en los taxones diploides,
contribuyendo significativamente a la identificacién individualizada de todos los cromosomas.
La sonda (ACT)s mostro sefiales de hibridacion de diferente intensidad distribuida en distintos
cromosomas, que en conjunto resultaron menos numerosas que las generadas por las otras
sondas basadas en repeticiones de trinucledtidos (comparar Fig. 3iy Fig. 3j). Por lo tanto no se
tratd de caracterizar su patron de hibridacion en detalle. Finalmente, como en los taxones
diploides, la sonda telomérica se mostré solo en los extremos cromosémicos (datos no

mostrados).
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Figura 7.3. Hibridacion in situ multiple en metafases de las accesiones BCC2045, BCC2050 y BCC2056 de la ssp.
brachyantherum 4x mostrando los patrones obtenidos con las sondas indicadas. En a las flechas apuntan las
sefiales menos intensas obtenidas con pTa71 (45S). En d las flechas apuntan las sefiales mas intensas obtenidas con
pTa71 (45S) (a). En e los seis cromosomas con genes 45S en las tres accesiones (derecha). Los de las accesiones
BCC2050 y BCC2056 seleccionados de las metafases mostradas en a-d y f, respectivamente. Indicar que las sefiales
obtenidas con pTa794 (5S) (g), pSc119.2 (d y k) y (AG)10 (h) han sido pintadas sobre los cromosomas tefiidos de DAPI
(izquierda). En f e i las flechas apuntan a los cromosomas implicados en una translocacién reciproca. El recuadro en
g muestra las sefiales dobles correspondientes a los genes 5S del cromosoma K. Las flechas en h apuntan al
cromosoma con sefial (AG)10 y genes 45S (recuadro). La identidad de los cromosomas (A-N) se muestra en algunos
paneles. Barra =10 um.
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Figura 7.4. Cariotipos de tres accesiones del citotipo tetraploide de H. brachyantherum con las sondas indicadas.
Los cariotipos de las accesiones BCC2045 y BCC2050 fueron confeccionados con cromosomas de la misma metafase.
Los cromosomas de los cariotipos de la accesion BCC2056, excepto para (AAG)s, seleccionados de la metafase
mostrada en Fig. 7.3i-k. Indicar que las sefales obtenidas con las sondas pTa71 (45S), pTa794 (5S), y (AG)1o fueron
pintadas sobre los cromosomas tefiidos con DAPI. Los flechas apuntan a los cromosomas implicados en la
translocacion reciproca detectada en BCC2056.
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Se observd un Unico cluster de repeticiones AG en el par de cromosomas
metacéntricos satelizados (L) en las tres accesiones tetraploides. Es de destacar la similitud de
este cromosoma (metacéntrico y con genes 45S) con el Unico par de cromosomas con sefiales
(AG)10 observado en H. roshevitzii (comparar Fig. 7.2b y 7.3h). Como en los taxones diploides,
las sefiales obtenidas con (AAG)s (Fig. 7.3c) y (AAC)s (Fig. 7. 3d) se mostraron en multiples
localizaciones, contribuyendo significativamente a la identificacion individualizada de todos los
cromosomas. La sonda (ACT)s mostrd sefiales de hibridacion de diferente intensidad
distribuida en distintos cromosomas que en conjunto resultaron menos numerosas que las
generadas por las otras sondas basadas en repeticiones de trinucleétidos (comparar Fig. 3iy
Fig. 3j), por lo que no se tratd de caracterizar su patron de hibridacion en detalle. Finalmente,
como en los taxones diploides, la sonda telomérica se mostré solo en los extremos

cromosomicos (datos no mostrados).

7.2.4. Caracterizacion cromosdémica del citotipo hexaploide de la ssp. brachyantherum

Siguiendo la misma estrategia empleada para la caracterizacion cromosdmica/gendmica de las
accesiones tetraploides, para caracterizar la accesiéon hexaploide BCC2046, se abordd en
primer lugar la posibilidad de discriminar entre sus tres subgenomas. La aplicacién de GISH
utilizando como sonda ADN marcado de H. marinum ssp. gussoneanum 2x reveld la presencia
de los 14 cromosomas pertenecientes al subgenoma Xa (Fig. 7.5a). Al igual que en las
accesiones tetraploides la sonda pHch950, aunque hibridé de forma dispersa con distinta
intensidad en algunos cromosomas, no permitiod separar los restantes 28 cromosomas en dos
grupos de 14 correspondientes a los otros dos subgenomas. Por otro lado, las restantes sondas
al generar en conjunto abundantes marcadores diagndsticos permitié la identificacidn

individualizada de todos los cromosomas.

La combinacién de las sondas pTa7l y pTa794 permitié distinguir facilmente siete
pares cromosémicos. Tres pares de cromosomas mostraron sefiales con pTa71 (45S), las mas
fuerte asociadas con la constriccién secundaria de los dos pares de cromosomas satelizados
observables en este taxdn. Otros tres pares, submetacéntricos, uno de ellos perteneciente al
subgenoma Xa, presentaron sefiales con las dos sondas ribosomales en posiciones cercanas. Es
significativo que no se observaron constricciones secundarias en los cromosomas del

subgenoma Xa, pese a que un par mostro sefiales de hibridacién muy fuertes con la sonda

~111 ~



7. SSRs y el genoma | de Hordeum

pTa71 (45S) (Fig. 7.5a). El séptimo par identificado con estas sondas fue el mas pequefio del
subgenoma Xa, que al igual que en H. marinum sensu lato (ver capitulo anterior) mostrd

sefiales subteloméricas en su brazo largo con la sonda pTa794 (5S) (Fig. 7.5a).

Como en las accesiones diploides y tetraploides analizadas, la sonda pSc119.2 se
localizé en regiones subteloméricas de algunos cromosomas. Ademas, se observd una seial
intersticial en un cromosoma submetacéntrico perteneciente al subgenoma Xa (Fig. 7.5c). Es
significativo que esta sefial, como se ha mostrado en el capitulo 6, presente en la ssp.
gussoneanum sirve para diferenciar los cromosomas entre las subespecies de H. marinum. Por
ultimo entre los clones analizados, la sonda pAsl generd un patron muy rico en seiales de
hibridacidon en todos los cromosomas, si bien algo menos abundante en los cromosomas

pertenecientes al subgenoma Xa (Fig. 7.5d).

Como en H. roshevitzii (cromosoma E) y en la ssp. brachyantherum 4x (cromosoma L),
solo un par de cromosomas (M) mostré la presencia de un cluster de repeticiones AG préoximo
a los genes 45S (Fig. 7.5c). La aplicacién de las sondas (AAC)s (Fig. 7.5b) y (AAG)s generd
multiples sefales de hibridacién (Fig. 7.5c). Al igual que en las accesiones tetraploides, la sonda
(ACT)s mostro sefales de hibridacion de diferente intensidad entre los cromosomas, en
localizaciones similares a las obtenidos con (AAG)s y (AAC)s pero siendo siempre de menos
intensidad que estas, por lo que no se intentd analizar en detalle su patréon de hibridacidn. La
sonda telomérica se observd exclusivamente al final de los brazos cromosdmicos (datos no

mostrados).

Una vez que fue establecida la identidad de cada par cromosdmico, se construyeron
cariotipos basados en las sondas pTa71, pTa794, pAsl, (AG)io, (AAC)s y (AAG)s (Fig. 7.5e). Los
cromosomas se clasificaron en dos grupos. Los siete pares identificados mediante GISH como
pertenecientes al subgenoma Xa (A-G) se ordenaron siguiendo el mismo criterio utilizado
previamente para confeccionar los cariotipos de H. marinum sensu lato (ver capitulo anterior).
Resulta evidente que estos cromosomas muestran esencialmente la misma morfologia y
distribucidon de sondas que los cromosomas presentes en las accesiones diploides de la ssp.
gussoneanum y por tanto fueron designados como subgenoma Xa. El otro grupo de 14 pares
de cromosomas (A-N) se ordenaron siguiendo el mismo criterio para confeccionar los

cariotipos de las accesiones 4x (Fig. 7e).
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Figura 7.5. Hibridacién in situ multiple en una metafase de la accesion hexaploide BCC2046 con las sondas
indicadas y sus correspondientes cariotipos. En a los 14 cromosomas hibridados utilizando como sonda ADN de
H. marinum ssp. gussoneanum 2x (GISH); las flechas apuntan a las sefiales mas débiles obtenidas con pTa71
(45S). En b las flechas sefialan los 14 cromosomas revelados mediante GISH en a. En el recuadro insertado en ¢
las flechas apuntan las sefiales obtenidas con (AG)io. Indicar que en los cariotipos mostrados en e las sefiales
obtenidas con pTa71 (a), pTa794 (b) y (AG)1o (recuadro en c) estan pintadas sobre los cromosomas (fila superior).
Barra de escala=10 um.
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7.3. Discusion

En este trabajo se muestra por primera vez la identificacion inequivoca de todos los
cromosomas en todos los subespecies/citotipos de H. brachyantherum y H. roshevitzii. En base
al tamafio, morfologia y mapa fisico obtenidos con distintas sondas en experimentos de
hibridacion in situ multiple, incluyendo por primera vez sondas tipo SSRs, ha sido posible
establecer posibles homologias entre todos los cromosomas de las accesiones de la misma
especie, lo que ha permitido evaluar la diversidad citogenética de las mismas. Ademas, se han
establecido posibles relaciones de homeologia entre las especies para algunos cromosomas,

proporcionando nuevos datos sobre la evolucién cariotipica del género Hordeum.

7.3.1. Relaciones filogenéticas entre la ssp. californicum y H. roshevitzii

En la ssp. californicum, la accesién BCC2057, que posee cinco pares metacéntricos incluyendo
el satelizado y dos submetacentricos, diferia de BCC2058 al presentar esta también satélite en
uno de los pares submetacentricos. Este polimorfismo en el nimero de cromosomas
satelizados habia sido ya descrito entre poblaciones de la ssp. californicum (Linde-Laursen et
al. 1992). De acuerdo con Taketa et al. (2001), las accesiones de la ssp. californicum con un par
de cromosomas satelizados, como BCC2057, deberian ser el resultado de la delecién en el
cromosoma F del cluster de genes 45S. En este trabajo se ha detectado ademds un
polimorfismo que afecta a la relacidn de brazos en los cromosomas D, lo que sugiere que
ambas accesiones difieren también por la presencia una inversion pericéntrica. Es significativo
que a pesar de que solo se han caracterizado dos accesiones de la spp. californicum, se ha
detectado una considerable variacidn cariotipica, lo cual contrasta con lo restringido del area
de distribucion de esta especie, basicamente localizada en California. Entre las poblaciones de
cebada californiana existe una gran variacién morfoldgica y como se ha puesto de manifiesto
analizando diferentes marcadores moleculares se manifiesta una elevada diversidad genética

(Ottosson et al. 2002).

Los cariotipos de H. roshevitzii y de la ssp. californicum difieren sustancialmente en la
morfologia de sus cromosomas. H. roshevitzii se diferencia de la ssp. californicum por
presentar un Unico par submetacéntrico y en la morfologia de su cromosoma satelizado. En H.

roshevitzii los satélites son la mitad de largos que el resto de brazo mientras que en la ssp.
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californicum son mas largos que sus brazos contiguos. Ademas, sin descartar posibles cambios
cromosémicos, como translocaciones o inversiones, es evidente la poca similitud que se
observa al comparar la distribucion de algunas de las secuencias repetidas de ADN utilizadas
en este trabajo como marcadores fisicos Esto indica que tras la diferenciacion de estas
especies, como resultado de inserciones independientes, amplificaciones o deleciones, se ha
debido de producir una reorganizacién masiva al menos afectando a fraccion del ADN
repetitivo. Asi, ademas del contraste en el patrén de distribucién de los loci 45S, la distribucion
cromosomica de algunos SSRs es bastante distintivo entre especies. En la ssp. californicum se
observa una mayor cantidad de regiones cromosomas enriquecidas en repeticiones AAG vy
AAC, en comparacion con H. roshevitzii. El rico patron de senales (ACT)s observado en H.
roshevitzii contrasta con las tres sefiales observadas en la ssp. californicum (comparar Fig. 1f y
2c). Por dultimo, la sonda (AG)i, que no reveld senales en los cromosomas de la ssp.
californicum, hibridé en un par de cromosoma en H. roshevitzii. Es de sefialar que la ssp.
californicum comparte los mismos patrones de distribucidon de repeticiones AAG y AG que los
observados en los cromosomas de H. chilense (Hagrass et al. 2005) lo cual apoyaria una
relacion mds cercana entre los genomas de la cebada de California y la Sudamericana H.
chilense. Un dato interesante es que el Unico cromosoma con cluster de repeticiones AG
observado en H. roshevitzii (presente en la ssp. brachyantherum 4x y 6x), no solo no esta
presente en las dos especies americanas con genomas | analizadas hasta la fecha, sino que
tampoco esta presente en las especies que integran los otros tres genomas (H, Xa, y Xu) de

Hordeum (Carmona et al. 2013 a y b, Cuadrado et al. 2013).

Para profundizar en el entendimiento de las relaciones existentes entre especies
filogenéticamente proximas es importante discernir la homologia de sus cromosomas. Pese a
las diferencias cariotipicas, se pudieron deducir algunas posibles homeologias entre los
cromosomas de la ssp. californicum y H. roshevitzii, las cuales solo pueden ser plenamente
corroboradas tras demostrar la conservacién de sintenia en estudios posteriores. En la
mayoria de las especies americanas diploides con genoma | (como BCC2058) se observan dos
pares de cromosomas satelizados con clusteres de genes 45S asociados a su constriccion
secundaria, uno de ellos ademas, el par submetacéntrico, con genes 5S (Taketa et al. 2001).
Estas parejas se corresponden respectivamente con los grupos de homeologia 6 y 5 de
Triticeae en H. chilense (Cabrera et al. 1995). Apoyandonos en el patrén conservado de

distribucidn de genes ribosomales en la tribu Triticeae, los cromosomas submetacéntricos F de
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la ssp. californicum y H. roshevitzii deberian ser al menos en parte homedlogos al grupo de
homeologia 5. Sin embargo es imposible deducir relaciones de homedlogia entre los
cromosomas satelizados G presentes en la ssp. californicum y H. roshevitzii. Es mas, si
existieran relaciones de homedlogia entre estos cromosomas satelizados, que tan
significativamente difieren en morfologia y localizacién de secuencias repetitivas, tras la
separacion de estas especies deberian haber ocurrido sustanciales cambios cromosdmicos y
reorganizaciones en la fraccién del ADN repetitivo analizado (comparar Fig. 1h y 2f). Otra
posibilidad es que exista relacion entre el cromosoma E de H. roshevitzii (no satelizado pero
con presencia de genes 45S en su brazo largo) y el cromosoma satelizado G de la ssp.
californicum. Estos cromosomas muestran morfologia y patrones de hibridacidn similares (por
ejemplo para las sondas (AAG)s y pAsl) lo cual podria indicar que son al menos en parte
homedlogos. Esta hipotesis se  explicaria perfectamente  asumiendo una
amplificacidon/activacién y/o pérdida de genes 45S (como ha ocurrido entre las poblaciones de
la ssp. californicum) lo cual ademds explicaria la presencia de dos cromosomas
submetacéntricos en la ssp. californicum frente la presencia de solo uno en H. roshevitzii). Un
analisis cariotipico detallado de otras cebadas diploides pertenecientes al genoma | ayudaria a
resolver la conexidon entre las especies americanas y asidticas, lo cual permitiria inferir la
identidad del ancestro asiatico portador del genoma I que migré desde Asia hace 5 millones de
afios, a través del estrecho de Bering, hasta colonizar Norte América y generar las cebadas

americanas (Rajhathy et al. 1964, Blattner et al. 2010).

7.3.2. Sobre el origen del citotipo tetraploide de la ssp. H. brachyantherum

Ni GISH utilizando ADN total de la ssp. californicum y/o ssp. H. roshevitzii como sondas, ni FISH
empleando la sonda pHch950, la cual resulto eficaz en diferenciar dos subgenomas en distintas
cebadas tetraploides como H. depresum, H. murinum y H. secalinum (Ferrer et al. 1994, de
Bustos et al. 1996), permitieron identificar los subgenomas presentes en el citotipo tetraploide
de la ssp. H. brachyantherum. Pese a ello, estos resultados no fueron inesperados dada la poca
divergencia genética que se supone que existe entre los genomas de la ssp. californicum y H.
roshevitzii (Bothmer et al. 1986). Independientemente de la imposibilidad de separar los
cromosomas en dos grupos de siete pares, es evidente que las formas tetraploides no son

autoploides, lo que apoya su presunta naturaleza alopoliploide segmental como resultado de
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hibridacidon entre dos especies filogenéticamente muy emparentadas (Rajhathy y Morrison

1959, Linde-Laursen et al. 1986).

Aunque se observaron similitudes entre algunos cromosomas presentes en las
accesiones tetraploides de la ssp. californicum y H. roshevitzii, tampoco fue posible, tras la
comparacién de los cariotipos, identificar dos grupos completos de siete pares cromosémicos
qgue hubiera permitido demostrar la participacién de estas especies en el origen de la ssp.
brachyantherum 4x. Sin embargo, estos resultados tampoco contradicen que la ssp.
californicum y/o H. roshevitzii pudieran haber participado en la formacion del tetraploide.
Podria ser que otros genotipos cromosémicamente distintos a las accesiones aqui analizadas
hubieran estado implicados en el origen de los tetraploides. Tampoco puede descartarse que
se trataran de los mismos genotipos y que tras la hibridacidn interespecifica, los genotipos
involucrados hayan sufrido una gran remodelacién. En resumen, con los datos disponibles es
imposible evaluar cuanta de la variacion cromosdmica observada podria ser debida a cada una
de estas dos circunstancias. Los analisis citogenéticos detallados sobre la variacion
intraespecifica existente en la ssp. californicum y H. roshevitzii, incluyendo mas accesiones y

taxones relacionados, podria aportar mas datos sobre este aspecto.

Por otro lado, se pudieron establecer con bastante certeza posibles relaciones de
homologia para las parejas cromosdmicas que portan los genes ribosomales Se emplea la
designacién de cromosomas tipo-californicum vy tipo-roshevitzii para hacer referencia a los
cromosomas de brachyantherum 4x con similitudes (morfologia y mapa fisico) con
cromosomas de la ssp. californicum y H. roshevitzii, respectivamente, asumiendo que los
poliploides originados y su progenitores compartirian cromosomas similares, pero también con
taxones(existentes o extinguidos)estrechamente relacionados (comparar Fig. 7.4 con 7.1hy
7.2f). El patrén de sefales para genes 5S permitié emparejar los cromosomas K y N con los
cromosomas F de la ssp. californicum y H. roshevitzii, respectivamente. Es probable que los
cromosomas K (tipo-californicum F) y N (tipo-roshevitzii F), portadores de clisteres de genes
ribosomales 5S y 45S pertenezcan al mismo grupo de homedlogia (como se ha mencionado
anteriormente, al grupo 5 de homeologia de la tribu Triticeae). La presencia de un grupo de
repeticiones AG préximo a seiales de genes 45S en el brazo largo del cromosoma L en las
accesiones tetraploides y el cromosoma E de H. roshevitzii apoya sdlidamente una relacion
entre ambos. Finalmente, se establecieron relaciones entre los otros cromosomas con locus

45S. Se trata del cromosoma J con sefiales débiles con la sonda del 45S (tipo-californicum G), y
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el cromosoma satelizado M (tipo-roshevitzii G). Estos resultados sugieren por tanto que los
tres cromosomas satelizados (L- N) observados en las accesiones tetraploides habrian sido
donados por el progenitor tipo-roshevitzii como consecuencia de la amplificacién/activacion de
genes 45S en dos pares de cromosomas (tipo-roshevitzii E y F) y la eliminacidn/inactivacion en
cromosomas derivados del donante tipo-californicum (F y G). Este resultado encaja con
anteriores hipdtesis evolutivas que sugieren que el citotipo tetraploide de la ssp.
brachyantherum se origind a partir de un hibrido interespecifico entre la ssp. californicum y H.
roshevitzii (Linde-Laursen et al. 1992) y que el cromosoma satelizado (aqui llamado M)
presente en los tetraploides derivd de H. roshevitzii (Taketa et al. 2005). Sin embargo, las
relaciones establecidas en base a los resultados de este trabajo contradice la hipdtesis de que
los tres cromosomas satelizados observados en las formas tetraploides de la ssp.
brachyantherum son la suma de los cromosomas satelizados observados en la ssp.
californicum y H. roshevitzii (Linde-Laursen et al. 1995). Claramente el citotipo tetraploide de la
ssp. brachyantherum seria un nuevo caso de dominancia nucleolar (inactivacidn uniparental de
genes ribosémicos), un fendmeno conocido como anfiplastia, comun en hibridos tanto
animales como vegetales, especialmente en poliploides, incluyendo muchos miembros de

tribu Triticeae (Cermefio y Lacadena 1985).

7.3.3. Diversidad cromosémica entre los citotipos tetraploides de la ssp. brachyantherum

Comparando los cariotipos de las tres poblaciones tetraploides de la ssp. brachyantherum
analizadas se han encontrado que la accesion de Newfoundland difiere de las otras dos
(California y Alaska) por la presencia de una translocacion reciproca. Sin embargo, comparando
el mapa fisico generado por el conjunto de secuencias repetidas analizadas, es evidente que la
variacién intraespecifica es baja. Los polimorfismos en cuanto a la presencia/ausencia de
algunas secuencias repetidas, por ejemplo sefiales pSc119.2, pAsl o (AAG)s, coinciden con el
polimorfismo intraespecifico encontrado utilizando las mismas sondas en otras especies de
Triticeae, incluyendo Hordeum (Cuadrado et al. 1995, Schneider et al. 2003, Carmona et al.
2013a). Existe una evidencia cada vez mayor, en base a estudios moleculares poblacionales, de
gue muchos taxones poliploides se han originado en distintas ocasiones, como consecuencia
de procesos independientes de aloploidizacién (Soltis et al. 2009). De hecho, existe

controversia en cuanto al origen monofilético o polifilético de las poblaciones tetraploides de
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la ssp. brachyantherum. La amplia area de distribucidon geogréfica del taxén, unido a la
significativa variacion morfolégica (Bothmer et al. 1995) y la elevada diversidad en cuanto al
genoma de sus cloroplastos, sugiere o bien que las distintas poblaciones han tenido diverso
origen o que existe un amplio flujo genético entre especies relacionadas (Jakob y Blattner
2006). A partir de nuestros datos es imposible deducir si las tres poblaciones presentan un
origen Unico o multiple e independiente. No obstante el reducido patrén de variacién indicaria
que en el caso de que se hubieran originado por eventos independientes de aloploidizacidn,
las poblaciones de los dos progenitores donantes involucrados en los diferentes episodios de

hibridacion deberian corresponder a genotipos con poca divergencia cromosdmica.

Ningun taxén diploide de Hordeum examinado hasta la fecha presenta un cromosoma
tan pequeiio y submetacéntrico como el cromosoma D observado en la accesién BCC2056
(Linde-Laursen et al. 1992). Linde-Laursen et al. (1986) tras el andlisis de Bandeo-C indicé la
presencia de un cromosoma pequefo y submetacentrico en poblaciones de Newfoundland sin
homdlogo en otras poblaciones de la ssp. brachyantherum 4x, pero no fueron capaces de
deducir la causa de este polimorfismo cromosémico. Por otro lado la morfologia
submetacéntrica de los cromosomas portadores de las secuencias para genes 5S y 45S se
mantiene en todas las especies de Hordeum (de Bustos et al. 1996, Taketa et al. 2001), como
aqui se muestra también para la ssp. californicum y H. roshevitzii, pero no en el caso del
cromosoma K (portador de los genes 45S y 5S) de la accesién BCC2056. En el presente trabajo
ha sido posible determinar que los cromosomas D y K presentes en la accesion de
Newfoundland, son el resultado de una translocacion reciproca (ver Fig. 7.4). Como se ha
indicado anteriormente, no fue posible la caracterizacién de los dos subgenomas presentes en
las accesiones tetraploides, lo que hubiera aclarado sin ambigliedad si esta reordenacion
cromosdmica es un intercambio intra- o intergendmico. Estad claro que si la reordenacion
hubiera sido intergendmica, esta solo podria haberse producido tras la convergencia de los
genomas de las especies donadoras. Translocaciones como la presente en la accesién
BCC2056, podrian constituir un cambio polimadrfico estructural similar al observado en otros
taxones de Hordeum, especialmente en alopoliploides, como se ha mostrado en H. capense
(Taketa et al. 2009). En efecto, cariotipos detallados, como los que aqui se muestran en
variedades/accesiones de H. vulgare (Capitulo 4, Farre et al. 2012) ponen de manifiesto que

las translocaciones reciprocas en Hordeum son mucho mds frecuentes que las inicialmente
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supuestas en base a analisis cariotipicos basados en bandeos convencionales (Konishi y Linde-

Laursen 1988).

7.3.4. Sobre el origen de los hexaploides de la ssp. H. brachyantherum

Como Taketa et al. (1999a) describieron previamente, la técnica de GISH permite identificar los
cromosomas pertenecientes al subgenoma Xa presente en hexaploides, lo cual confirma que la
ssp. brachyantherum 6x es un aloploide y que en el proceso de hibridacidn estuvo implicado
un progenitor diploide perteneciente al complejo H. marinum. Sin embargo, esta técnica no
permite diferenciar cual de las subespecies de H. marinum fue el progenitor ancestral, ya que
se obtienen los mismos resultados cuando se utiliza como sonda el ADN marcado de la ssp.
marinum que de la ssp. gussoneanum. En el capitulo anterior se muestra la posibilidad de
distinguir las dos subespecies de H. marinum a nivel cromosémico combinando determinadas
sondas (Carmona et al. 2013b). Asi, por ejemplo, la presencia de genes 5S en la regién distal
del brazo largo de los cromosomas satelizados en la ssp. gussoneanum, que no se observan en
la ssp. marinum; o la presencia de sefiales intersticiales con pSc119.2 en una pareja de
cromosomas submetacéntricos de la ssp. gussoneanum, que no se observan en la ssp.
marinum, permiten distinguir los cariotipos de ambas especies (Fig. 6.7). Los cromosomas del
subgenoma Xa presentes en BCC2056 son los mismos que los cromosomas presentes en las
accesiones europeas de la ssp. gussoneanum analizadas en el capitulo anterior (comparar Fig.
7.5e y Fig. 6.4). Con excepcidon de que el cromosoma con genes ribosomales 455 no mostré
constricciéon secundaria en comparacion a su homdlogo en ssp. gussoneanum 2x
(posiblemente como resultado de dominancia nucleolar) no se observo ninguna otra
diferencia. Esto demuestra la hipdtesis presentada en base a filogenias moleculares y
evidencias geograficas de que la ssp. brachyantherum 6x es un alohexaploide originado en un
area restringida de California por la hibridacién entre un tetraploide americano con la ssp.
gussoneanum introducida desde Europa (Nishikawa et al. 2002, Jakob and Blatter 2006, Blatter
et al. 2010).

Numerosos estudios han documentado que a los procesos de poliploidizacién se
afiaden de forma rdpida cambios gendmicos significativos, como ocurre por ejemplo en trigos
sintéticos que muestran la pérdida o ganancia de secuencias pSc119.2 (Zhang et al. 2013). En

el capitulo 6, se han descrito cambios parecidos en H. murinum. Sin embargo, en este trabajo

~ 120 ~



7. SSRs y el genoma | de Hordeum

se muestra que no ha existido una reestructuracion significativa del genoma Xa, al menos en
cuanto a las secuencias aqui analizadas, tras el proceso de poliploidizacién que origino el
citotipo hexaploide de la ssp. brachyantherum (posterior a la introduccién de la ssp.
gussoneanum en California en tiempos histéricos). Es de sefialar que el genoma derivado de la
ssp. gussoneanum en el citotipo tetraploide de H. marinum tampoco ha sufrido cambio a nivel

cromosémico, como se ha mostrado en el capitulo anterior (Carmona et al. 2013).

En relaciéon al progenitor tetraploide, este trabajo no permite establecer una conexion
directa entre los citotipos 4x y 6x de la ssp. brachyantherum, lo cual hace pensar que las
formas tetraploides de esta subespecie no habrian estado involucradas en el origen de las
hexaploides. Aunque no se puede descartar que pudiera haber estado implicado otro ecotipo
de la ssp. brachyantherum 4x, la semejanza revelada a nivel cariotipico entre las accesiones
aqui analizadas, correspondientes a poblaciones de muy distinto origen geografico, incluyendo
una accesion de California (origen del hexaploide), contrastan claramente con los cromosomas
no-gussoneanum presentes en la poblacién hexaploide. Esto apoyaria la implicacion de un
taxon tetraploide diferente. Aunque no puede descartarse que los subgenomas | y Xa hayan
podido presentar diferentes procesos evolutivos durante el proceso de adaptacidn tras la
hibridacion interespecifica, parece poco probable la hipdtesis extendida de que en el origen de
los hexaploides hubiera participado un genotipo brachyantherum 4x como los aqui analizados
y que este sufriese una fuerte diferenciacién estructural tras la poliploidizaciéon. No se ha
detectado ninguna variacion a nivel cromosémico entre los cromosomas del sugbenoma Xa y
su especie donante, lo que apoyaria la idea de que las diferencias cromosdmicas entre la ssp.
brachyantherum 4x y la posible especie tetraploide implicada en el origen, deberian haberse
producido antes de la formacién del hexaploide. Hay que decir, que formalmente se ha
asumido que el citotipo tetraploide de la ssp. brachyanterum participé en el origen de los
hexaploides, en parte debido a la presencia de poblaciones de esta especie rodeando el area
donde el citotipo hexaploide fue descubierto (Bothmer y Jacobsen 1985). Mdas tarde esta
evidencia ecogeogréafica tuvo su apoyo en los patrones de bandeo-C y andlisis del
apareamiento meidtico (Linde-Laursen et al. 1986, Bothmer et al. 1989). Sin embargo, Taketa
et al. (1999a) en experimentos con GISH observaron cierta divergencia entre los dos citotipos
al no obtener sefiales uniformes en los cromosomas pertenecientes a los subgenomas I de los
hexaploides utilizando como sonda ADN marcado de los tetraploides. Mdas aun, algunas

filogenias moleculares han revelado que los subgenomas | de ambos citotipos son divergentes
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(Blattner 2004, Komatsuda et al. 2009). Por ultimo, es de destacar que Brassac et al. (2012),
basandose en el andlisis de secuencias TOPO6, encuentran que las derivadas de la accesion
BCC2056 se aproximan a secuencias de la especie de América Central H. guatemalense en un
clado bien sustentado que a su vez se separa de las secuencias derivadas de la ssp.
brachyantherum 4x (se utilizan las mismas accesiones aqui analizadas) y H. jubatum. Si bien
estos autores no discuten estos resultados asumiendo que las formas 4x participaron en el
origen del citotipo 6x. En resumen, no ha sido posible desvelar el progenitor tetraploide que
origind las formas hexaploides de H. brachyantherum. El analisis cariotipico detallado de otras
especies tetraploides, morfoldgica, citoldgica y genéticamente muy similares, tales como H.
jubatum ,distribuida también en California o H. guatemalense, nativa de América Central

(Bothmer et al. 1998) podria ayudar a resolver la historia evolutiva de la ssp. brachyantherum.

7.3.5. Taxonomia del complejo H. brachyantherum

La taxonomia del grupo Hordeum brachyantherum/californicum es todavia un asunto de
debate y no existe consenso entre diferentes autores a la hora de realizar la clasificacién de
estos taxones. En un primer momento se trataron como especies diferentes H. californicum
Covas y Stebbins y H. brachyantherum Nevski, pero Bothmer et al. (1995) en su ultima revision
del género y basandose en la imposibilidad de establecer una determinacidon morfoldgica sin
ambigliedad, prefirid6 mantener los citotipos diploides y tetraploides como subespecies. Otro
problema es el estatus taxondmico del citotipo hexaploide descubierto en 1980 (Bothmer y
Jacobsen, 1985), que no esta ni siquiera reconocido como taxén diferente, ya que no muestra
rasgos morfoldgicos diferenciales con respecto a las formas tetraploides. En este trabajo se ha
utilizado el tratamiento taxondmico de subespecies de acuerdo con la informacién facilitada
por el banco de semillas (Tabla 2.1). Sin embargo, incluso asumiendo que la ssp. californicum
hubiera estado involucrada en el origen del citotipo tetraploide de la ssp. brachyantherum y
que éste lo estuviera en el origen del citotipo hexaploide (fuertemente cuestionado) esta claro
gue estos taxones no constituyen un grupo monofilético. La taxonomia del genero Hordeum ha
cambiado en numerosas ocasiones durante las ultimas décadas. Blattner (2009) intentando
reflejar las constituciones subgendmicas de los poliploides de Hordeum, considera que el
citotipo hexaploide junto con las especies tetraploides H. secalinum y H. capense, deberia

integrar una nueva seccion, con la denominacién propuesta de Nodosa, que combinaria los
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genomas | y Xa. En consecuencia el tratamiento taxonémico del complejo H. brachyantherum
basado exclusivamente en criterios morfolégicos deberia al menos ser cuestionado y las
formas 2x, 4x y 6x deberian ser consideradas como tres especies separadas basadas en el
aislamiento reproductivo adquirido tras la poliploidizacién. Seria légico por tanto dividir los
tres citotipos en tres especies de acuerdo a su nivel de ploidia: H. californicum deberia incluir
las formas diploides mientras que H. brachyantherum deberia incluir solo a las tetraploides. Se

deberia utilizar una nueva denominacién para el citotipo alohexaploide.
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8.1. Introduccidn

Las especies de grupos taxondmicos relacionados comparten genes y la ordenacion de estos a
lo largo de los cromosomas es similar, pero pueden existir grandes diferencias en el tamafio de
sus genomas, debido principalmente a la presencia de grandes regiones de ADN de naturaleza
repetitiva (Heslop-Harrison 1998). Los SSRs forman parte de la fraccién de ADN repetido de
todos los genomas formando clisteres que no suelen exceder los 100pb. En algunas especies,
ademas ciertos motivos SSRs pueden formar grandes agrupaciones de varios miles de unidades
de repeticién formando parte de la fraccion de ADN altamente repetido o satélite de estas

especies y generalmente asociadas a regiones heterocromaticas.

A medida que la tecnologia ha permitido secuenciar genomas de una manera mads
rapida y barata, se han multiplicado los proyectos de secuenciacion de genomas completos.
Aungue estos genomas se consideren completamente secuenciados, la secuencia obtenida
suele corresponder a la porcidn eucromatica del ADN, rica en genes. En realidad, existe una
parte de los genomas, que constituye los llamados gaps o lagunas, que permanece sin
secuenciar. La existencia de estos gaps se explica por dos razones. Por un lado la propia
naturaleza del ADN repetitivo le otorga a este una baja capacidad de clonacidn, lo que hace
muy dificil analizar su secuencia (Kourpina et al. 2004). Por otro lado, al trabajar con
secuencias repetidas los alineamientos que producen los programas informaticos empleados
generan multiples configuraciones diferentes, lo que impide construir un solapamiento o
contig Unico. Precisamente, el descarte de estas secuencias y la utilizacion de regiones que se
alinean sin ambigiliedad es la causa de la existencia de gaps en los genomas (Treagen y
Salzberg 2012). Las grandes regiones ricas en SSRs suelen excluirse por este motivo. Debido en
gran parte a la dificultad que entraia trabajar con estas secuencias a dia de hoy no se conoce

su organizacion molecular (Morgante 2002, Sonah y Deshmukh 2012).

Con el objetivo de aportar nuevos datos sobre la organizacion molecular de regiones
enriquecidas en SSRs, en este trabajo se pretende analizar una libreria de H. vulgare para
seleccionar clones BAC ricos en SSRs. En concreto se pretende analizar las secuencias de largos
tramos de ACT dado que este SSR forma clisteres en los cromosomas de cebada y mostré una
organizacion molecular en grandes agrupaciones en los experimentos de Southern Blot
(capitulo 4). Para su secuenciacién se emplearan dos metodologias: el disefio de cebadores, y
cuando no sea posible la generacidn de deleciones seriadas mediante el uso de la exonucleasa
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8.2. Resultados
8.2.1. Identificacion de clones BAC de cebada ricos en repeticiones ACT
De los 50300 clones BACs que constituye la libreria gendmica HVYVMRXALLhB obtenida de H.

vulgare cv. Morex (Capitulo 3, Tabla 3.8) se detectaron 243 que mostraron sefial positiva de

hibridacidn con el oligonucleétido (ACT)s (Fig. 8.1).

11F6  ° 30P6 30C6
) Ter
7G9 :
' 40N14
32|=>14
1G17 : 29K21
20D23
117J6
83A12
116A16
84N20 : 104L20 ::

Figura 8.1. Senales obtenidas tras la hibridacion del macroarray de la libreria de BACs HVWMRXALLhB de
cebada, con la sonda (ACT)s, Los clones positivos con mayor intensidad de sefial se muestran rodeados por un
circulo rojo acompafiados de las coordenadas de cada clon en la libreria.

Los clones positivos se clasificaron en funcion de la intensidad de la sefial de
hibridacién, selecciondndose para su analisis los diez clones que presentaron una mayor

intensidad (Tabla 8.1).
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Nombre Coordenadas de Coordenadas de los Intensidad en la senal de
del BAC los BACen la clones BAC (ACT)s
libreria

BAC 1 73E15 122E15 0,957
BAC 2 83A12 132A12 0,952
BAC 3 32P14 81P14 0,941
BAC 4 104120 153L20 0,935
BAC 5 29K21 78K21 0,933
BAC 6 30C06 79C06 0,931
BAC 7 07G09 56G09 0,927
BAC 8 40N14 89N14 0,918
BAC9 60D09 109D09 0,915
BAC 10 67G11 116G11 0,914

Tabla 8.1. Lista de los 10 clones que presentaron una sefial mas intensa para la hibridacion con la sonda
(ACT)s.

8.2.2. Seleccidn de fragmentos de restriccidn ricos en ACT

Una vez seleccionados los diez clones con una mayor intensidad de sefal se tratd de obtener el
ADN de cada uno ellos. Este proceso resultd dificil dado que en numerosas ocasiones los
rendimientos que se obtuvieron en la extraccién de ADN fue muy pobre, encontrandose en
otras ocasiones el ADN degradado. Se obtuvieron resultados satisfactorios con varios de los

clones de entre los que se selecciond finalmente el BAC 6.

El ADN del BAC6 aislado, se sometiéd a una digestion con diferentes enzimas de
restriccion: Alul, EcoR|, Hindlll, Tagl y BamH|. Estas enzimas se seleccionaron ya que su diana
no actuaba sobre la secuencia del microsatélite ACT (Capitulo 3, Tabla 3.3). Las digestiones
realizadas produjeron una serie de fragmentos de restriccion, desde 0.3 kb hasta mas de 12 kb
(Fig. 8.2a). Para identificar los fragmentos ricos en secuencias ACT de entre todos los
generados, éstos se separaron en un gel de agarosa al 0.8% y seguidamente se transfirieron a

una membrana donde fueron hibridados empleando (ACT)s como sonda.

El resultado del Southern Blot mostré qué fragmentos incluian el microsatélite ACT
(Fig. 8.2b). Ademas, para saber si estos fragmentos contenian otro tipo de microsatélites se
repitio la hibridacidn utilizando como sondas distintos SSRs. Es de destacar que algunos de los
fragmentos hibridaron también con la sonda (AAG)s indicando que estos fragmentos contenian

ambos SSRs (Fig. 8.2c).
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Figura 8.2. Identificacion de fragmentos que contienen secuencias SSRs. (a) Patrones de restriccion
obtenidos al digerir el ADN del BAC 6 con las enzimas de restriccion Alu, EcoRl, Hindlll, Taql y BamH|.
PM=marcador de peso molecular; (b y c) Patrones de hibridaciéon obtenidos secuencialmente con las
sondas (ACT)s (b) y (AAG)s (c). Las flechas sefialan los fragmentos elegidos para su estudio.

De entre los fragmentos que dieron una sefial positiva tras la hibridacion con (ACT)s se
eligieron el fragmento 6.7 y el fragmento 6.8 por mostrar una sefial intensa y presentar un
tamanfio adecuado para ser clonados. Ambos fragmentos fueron generados por la enzima EcoRl
presentando el fragmento 6.7 un tamafio cercano a 5000 pb y el fragmento 6.8 alrededor de

3800 pb (Fig. 8.2).
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8.2.3. Analisis de la estructura molecular

Los fragmentos seleccionados fueron purificados desde el gel y clonados en un vector para su

secuenciacion (Fig. 8.2a).

El fragmento 6.7 se secuencié mediante el disefio consecutivo de cebadores. Las
distintas secuencias obtenidas fueron solapadas mediante la utilizacion del software

informatico Contig Express (Fig. 8.3).

Flgura 8.3. Grafico de la secuencia de la region rica en SSRs del fragmento 6.7.
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En la secuencia caracterizada, de un tamaio de 4893 pb se observé una zona de 1790
pb donde se concentra una alta densidad de distintos SSRs (Fig. 8.4). En ella se encontrd una
region de 331 pb rica en repeticiones ACT, como era de esperar por los resultados positivos en

los ensayos de hibridacidn con la sonda (ACT)s.

ADN relacionado con transposones D Regién rica en . Region rica en Secuencia de ADN
y retrotransposones AAG ACT relacionada con un
transposon de la familia

CACTA

1790 pb

4893 pb

Figura 8.4. Grafico representando la diferente naturaleza del ADN del fragmento 6.7. La figura muestra un
codigo de colores a lo largo de la secuencia de 4893 pb obtenida. Cada color diferencia regiones del ADN con
distintos tipos de secuencias. La region de 1790 pb donde aparecen motivos repetidos de SSRs aparece
subravada.

La regidon analizada contiene agrupaciones de este SSR formando bloques imperfectos
al estar interrumpidos por motivos derivados del propio microsatélite ACT con la sustitucién en
alguna de sus bases (GCT, ACG, CCT). El mayor bloque continuo e ininterrumpido que se
identific6 fue un tramo de 93 pb. Esta regidn rica en ACT se encuentra rodeada por
repeticiones de otros SSRs. Entre estos destaca AAG cuyo motivo se localiza flanqueando
ambos lados de la region rica en ACT, siendo mas abundante que este ultimo, y abarcando
unas 500 pb. Ademas se observaron algunas agrupaciones de repeticiones AAG intercaladas
entre las repeticiones ACT. Las repeticiones no aparecian en un gran bloque continuo, sino en
bloques menores de diverso tamafo, variando entre las 20 y 30 pb, intercalados por otros
motivos derivados de su secuencia (CAG, TAG, AAT). La abundancia de este AAG confirmé los
resultados previos del experimento de Southern blot realizado utilizando la sonda (AAG)s que

indicaban la presencia de este SSR junto con ACT en el fragmento 6.7.

En esta misma regiéon de 1790 pb, ademas de la presencia de estos SSRs también se
observé una secuencia de 104 pb que aparecia repetida dos veces de manera casi idéntica con

una separacion de 653 pb.
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Se analizé la secuencia completa del fragmento 6.7 mediante el software BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool, NCIB) a través de una busqueda en bases de datos. Si bien la
region rica en SSRs de 1790 pb no alined con ningun otro elemento existente en la base de
datos, el resto de la secuencia que la flanquea, demostrd su relacidon con elementos moéviles
tipo retrotransposones tales como Gypsy, Athila y Sabrina. La secuencia anteriormente citada
de 104 pb, situada en el interior de la regidn rica en SSRs, se analizd por separado mostrando

relacién con el elemento movil tipo transposén Balduin de la familia CACTA.

El otro fragmento seleccionado para su estudio, el fragmento 6.8 presentd problemas
a la hora de obtener su secuencia mediante el disefio consecutivo de cebadores, obteniéndose
Unicamente una secuencia de alrededor de 1000 pb de uno de los extremos del fragmento. Por
ello, se tratd de obtener el resto de la secuencia a partir de la obtencién de deleciones seriadas
mediante el uso de la exonucleasa Ill. Mediante este método se obtuvieron siete fragmentos
seriados que abarcaban el fragmento completo (Fig. 8.5) los cuales fueron clonados vy

secuenciados.

Figura 8.5. Clones portadores de los fragmentos seriados obtenidos tras la utilizacién de la enzima exonucleasa
11l. TO indica el clon que contiene el fragmento completo mientras que T1 a T7 indican los clones que contienen los
fragmentos seriados obtenidos en siete tiempos tras la adicion de la exonucleasa.

Las secuencias obtenidas fueron ordenadas y el solapamiento que se obtuvo resolvid la
estructura de una regidén de alrededor de 850 pb. El experimento se repitié varias veces pero
en ningun caso se pudo avanzar en la obtencidon de la secuencia completa debido

principalmente a la imposibilidad de secuenciar los clones que portaban los fragmentos
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restantes. Debido a estos problemas Unicamente se consiguid obtener una representacion

parcial del fragmento (Fig. 8.6).

. Regidn secuenciada D Regidén no . Region secuenciada

mediante disefio de secuenciada mediante digestion
cebadores con exonucleasa

850 ph 1050 pb
3800 ph

Figura 8.6. Grafico representando las diferentes regiones secuenciadas del fragmento 6.8. La figura muestra un
codigo de colores a lo largo de la secuencia de 3800 pb estimada, diferenciando las regiones que se pudieron
secuenciar y la no secuenciada.

A pesar de que en el experimento de Southern blot realizado este fragmento mostré
una seiial de hibridacion muy fuerte con la sonda (ACT)s, la parte del fragmento secuenciado
no presentd agrupacidon de microsatélites, estando la secuencia obtenida relacionada en su

mayor parte con secuencias genémicas de cebada.

8.3. Discusion
8.3.1. Dificultad en la clonacién y secuenciacion de secuencias ricas en SSRs

Uno de los principales problemas cuando se trabaja con grandes regiones ricas en SSRs es su
dificultad de clonacion. Esta se debe fundamentalmente a la inestabilidad generada en el
hospedador microbiano durante el proceso de clonaje sobre todo si la secuencia clonada
contiene ADN con largas repeticiones, secuencias con estructuras especiales como ADN-Z,
secuencias ricas en AT o regiones que contienen largos bloques de micro- y minisatélites
(Hagan y Warren 1982, Schroth y Ho 1995, Kang y Cox 1996, Razin et al. 2001, Kourpina et al.
2003). Los vectores circulares habitualmente utilizados en el proceso de clonacién pueden
generar estructuras secundarias muy inestables cuando portan este tipo de secuencias lo que
favorece su delecion o reordenamiento (Leach y Lindsey 1986, Malagdn y Aguilera 1998). Por
otro lado, los vectores pueden contener regiones promotoras que pueden inducir la

transcripcién y la traduccién de los fragmentos insertados lo que puede provocar una seleccién
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en contra de los clones recombinantes que portan ADN repetido debido en algunos casos a su
naturaleza tdxica para la bacteria. En otros casos son los promotores clonados los que pueden

interferir con la estabilidad del vector (Godiska et al., 2010).

En nuestro caso este tipo de problemas ha sido evidente en todo el proceso de
clonacién. Asi, tras crecer las bacterias que contenian los clones BAC en el medio de cultivo a
partir de una colonia individual y purificar el ADN en numerosas ocasiones se consiguieron
unos rendimientos muy bajos, obteniéndose muy poca cantidad de ADN, que ademads mostré
una alta degradacion, claramente observada en geles de agarosa. Esta inestabilidad también se
observé en las muestras stock mantenidas a -80°C las cuales perdian en gran medida el clon
qgue contenian. Por otro lado, la clonacién en plasmidos de los fragmentos de ADN obtenidos a
partir del ADN de los clones BAC también adolecid6 de la inestabilidad anteriormente
comentada, siendo bastante complejo el proceso de obtencién de clones para estos
fragmentos. Previamente se han descrito situaciones similares a las aqui descritas, tanto al
trabajar con clones BAC como con plasmidos portadores de regiones repetitivas, indicando una
pérdida total o parcial del inserto, bajos rendimientos y degradacion del ADN (Kourpina 2004,

Ananiev 2005).

A la vista de estos resultados parece claro el efecto desestabilizador que este tipo de
insertos produce sobre la bacteria. La naturaleza repetitiva del inserto favoreceria estructuras
en el ADN que generarian torsiones o tensiones en el vector y activarian algin mecanismo de
la bacteria que terminaria por expulsar o degradar dicho inserto. En este sentido, la utilizacion
de vectores lineales podria suponer un avance para la clonacion de este tipo de secuencias ya
que en este tipo de vectores no se producen las estructuras secundarias inestables tipicas de

los vectores circulares (Godiska et al. 2010).

Hasta hace relativamente poco tiempo la secuenciacién de los genomas se realizaba
mediante el método de Sanger que aunque proporcionaba lecturas de hasta 800 pares de
bases representaba un método largo y costoso para la secuenciacién completa de un genoma.
Sin embargo, con la llegada de las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS) se
produjo un aumentd considerable del nimero de lecturas reduciéndose el tiempo y coste
econdémico, lo que ha llevado a un rapido incremento del nimero de genomas secuenciados.
Sin embargo, estos métodos conllevan la reduccién de la longitud de las lecturas, a unas 50-
100 pb, lo que ha supuesto una reduccion de la calidad de los ensamblajes (Treagen y Salzberg
2012). Esto es debido a que, en presencia de regiones repetitivas, al trabajar con lecturas mas

cortas, se produce un incremento en el nimero de alineamientos ambiguos. Tanto es asi que a
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dia de hoy se considera a las secuencias obtenidas anteriormente a los métodos de

secuenciaciéon masiva como las de mayor calidad (Bentley 2006).

En nuestro caso al tratar de obtener las secuencias correspondientes a una region rica
en microsatélites cabia la posibilidad de encontrar bloques de ADN repetidos tan largos que
superasen la longitud de una lectura de 500-800 pb obtenida mediante el método de Sanger
empleado. Este hecho impediria el disefio de cebadores para avanzar en la secuenciacion. Sin
embargo, en el primer fragmento analizado de aproximadamente 5000 pb se obtuvieron
lecturas que permitieron encontrar regiones donde poder disefiar nuevos cebadores y asi
avanzar en su secuenciacion. Este tipo de procedimiento fue utilizado previamente en un
estudio similar realizado en maiz (Annaniev et al. 2005) obteniendo secuencias similares en
tamafio a las obtenidas en nuestro estudio. Cabe destacar que el fragmento caracterizado
presentd en algunos casos bloques de SSRs superiores a 100 pb que habrian abarcado la
totalidad de una lectura de un secuenciador masivo de nueva generacion lo que hubiera

supuesto un problema a la hora de alinear dicho fragmento.

Debido al problema potencial que puede suponer la secuenciacidon de este tipo de
regiones mediante el uso consecutivo de cebadores se intenté abordar otro tipo de
metodologia consistente en secuenciar fragmentos de restriccion seriados obtenidos tras la
digestion con exonucleasa y asi evitar el disefio de cebadores. Al dividir el fragmento a
secuenciar en fragmentos seriados de menor tamafio que abarcan la totalidad del original,
estos pueden ser clonados individualmente en un vector y secuenciados utilizando cebadores
propios de dicho vector. La ventaja de este método es que el conjunto de secuencias que se
generan son obtenidas de forma ordenada con lo que el solapamiento consecutivo de las
mismas compondra la secuencia total del fragmento. La literatura consultada relacionada con
este tema no ha reflejado el uso de este método para este fin por lo que esta seria la primera
vez que se ha utilizado esta metodologia para la secuenciaciéon de regiones ricas en

microsatélites.

La aplicacién de esta metodologia para la secuenciacion del fragmento 6.8 rico en el
microsatélite ACT no permitié obtener la secuencia total del fragmento, obteniéndose
Unicamente alrededor de 1000 pb. Una posible explicacion a este hecho podria ser que la
inestabilidad de los clones que contienen las secuencias de ADN repetitivo provoca pérdidas
de porciones del fragmento (Kourpina 2004, Ananiev 2005). Esta seria presumiblemente la
razoén por la que no se ha podido obtener la fraccion repetitiva de este fragmento y solo se

haya mantenido y podido secuenciar porciones sin presencia de SSRs. Por otro lado es posible
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que el problema radique en la dificultad de que la ADN polimerasa reconozca las regiones
repetidas a secuenciar dependiendo de las estructuras secundarias que se originen. En un
intento por completar el fragmento 6.8 se disefiaron cebadores en algunas zonas que lo
permitian, sin embargo solo se pudo secuenciar una regién libre de SSRs. De este modo, la

zona que contenia el SSR detectado mediante Southern blot, no pudo ser secuenciada.

8.3.2. Organizacion molecular de regiones ricas en SSRs

La organizacidon molecular de grandes regiones ricas en SSRs es un aspecto casi desconocido
siendo muy escasos los datos existentes al respecto principalmente por las dificultades
metodoldgicas expuestas. La mayor parte de los SSRs que han sido analizados hasta ahora en
plantas se localizan en regiones codificantes o proximas a ellas y suelen tener como mucho 100
pb de longitud (Chin et al. 1996, Taramino y Tingey 1996, Roder et al 1998). Sin embargo, las
sefiales de las hibridaciones in situ obtenidas en cromosomas metafasicos indican la existencia
de loci de microsatélites organizados en grandes agrupaciones de longitud superior, como ha
sido puesto de manifiesto en estudios citogenéticos en diferentes especies de cereales
(Cuadrado y Schwarzacher 1998), el garbanzo (Winter et al. 1999), la remolacha (Schmidt y

Heslop-Harrison 1996) y los capitulos anteriores.

En el Unico estudio encontrado en la literatura sobre la estructura de amplias
agrupaciones de SSRs en plantas corresponde al maiz, en que Annaniev et al. (2005)
obtuvieron resultados similares a los encontrados en este trabajo. En el estudio realizado en
maiz se analizd un tramo altamente homogéneo de 600 pb de repeticiones AAG estimando
que la longitud de este tramo debia de ser aun mayor al detectar que una porcidn significativa
del SSR se habia perdido debido a la inestabilidad del vector. En los fragmentos de ADN
analizados también encontraron tramos que contenian agrupaciones de los motivos CAG y
TAG, probablemente derivados del microsatélite AAG mayoritario. Al igual que lo que se ha
observado aqui los tramos ricos en microsatélites eran imperfectos, con mezcla de distintos
motivos y sustituciones puntuales de nucleétidos. De igual manera, también aparecieron
intercaladas otras secuencias como elementos mdviles tipo transposén y retrotransposdn y

secuencias de ADN de bajo nimero de copias de origen desconocido.

Aunque el nimero de grandes regiones de SSRs analizadas hasta ahora es escaso,
parece que la relacién con elementos méviles es muy estrecha. Por otro lado, esta asociacion

ha sido puesta de manifiesto desde hace tiempo al analizar tramos cortos de microsatélites en
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distintas especies como por ejemplo en cebada (Ramsay 1999) y en maiz (Ananiev et al. 2005).
También se ha detectado la asociacion de SSRs con elementos Alu en primates (Arcot et al.
1995), y con elementos MITE en arroz (De Clerck et al. 2001). En el caso de la cebada, la
porcién repetitiva relacionada con regiones préximas a genes estd compuesta en su gran
mayoria de retrotransposones, siendo los retrotransposones Gypsy los mds abundantes
(Meyer et al. 2012). En este trabajo también se ha puesto de relieve la asociacién de
microsatélites con transposones, en concreto con el transposén Balduin de la familia CACTA y
también con retrotransposones tipo Gypsy, Athila y Sabrina. Por otro lado se ha demostrado
que la distribucion de los microsatélites no es aleatoria, sino que citolégicamente presenta
unos patrones de distribucion caracteristicos (La Rota et al. 2005, capitulos anteriores). La
relacion entre elementos repetitivos y los SSRs podria ser la causa de esta distribucién ya que
se ha descrito que elementos repetitivos y en general cualquier elemento que contenga
secuencias preexistentes simples repetitivas pueden desembocar en la génesis de regiones

ricas en SSRs (Wilder y Hollocher 2001).
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En este trabajo se ha llevado a cabo la localizacidn cromosdémica y caracterizacién molecular
de una serie de SSRs en una amplia coleccidn de especies, subespecies y citotipos del género
Hordeum, que abarcan las formas mas representativas de los cuatro genomios del grupo: X,
Xu, Xa e l. Para la caracterizacion citogenética del material se ha utilizado: FISH con una
coleccién de 6 clones de familias de secuencias repetidas tipicas de Triticeae; GISH con ADN
gendmico y ND-FISH con 6 oligonucleétidos sintéticos para localizar SSRs. Se ha hecho ademas
una aproximacion a la caracterizacién molecular de regiones del genoma ricas en repeticiones

ACT, partiendo de una libreria gendmica de BACs. Las principales conclusiones son:

1. Se demuestra la utilidad de los SSRs como marcadores cromosdmicos permitiendo
identificar por primera vez todos los cromosomas de todas las subespecies/citotipos de H.

murinum, H. marinum, H. brachyantherum y H. roshevitzii.

2. La comparacion de los patrones de distribucion de las distintas sondas ha permitido evaluar
la diversidad citogenética intraespecifica. Las especies H. bulbosum, H. marinun ssp. marinum y
H. brachyantherum ssp. californicum resultaron las mads polimdrficas. Se ha detectado vy
caracterizado las translocaciones presentes en la accesion HOR22053 de H. vulgare ssp.
vulgare y en la accesiéon BCC2046 de H. brachyantherum ssp. Brachyantherum. Ademas, se

describe por primera vez una forma tetraploide de H. murinum ssp. glaucum.

3. Ha sido posible establecer homeologias entre especies que comparten el mismo genoma
basico, lo que ha permitido analizar las tendencias evolutivas de las distintas secuencias
repetidas durante la diversificaciéon de Hordeum. En cada grupo taxondmico las distintas
secuencias han sufrido procesos independientes de amplificacidn, delecidon o intersticializacién

en los distintos linajes.

4. Entre las especies con genoma H, se confirma la coincidencia gendmica, proximidad vy
pertenencia a una misma especie de H. vulgare ssp. vulgare y H. vulgare ssp. spontaneum. Sin
embargo, no se apoyaria la supuesta estrecha relacion gendmica existente entre H. vulgare y
H. bulbosum, que representarian dos grupos gendmicos distintos, los cuales deberian recibir

distinta denominacidn. Se confirma el supuesto origen autotetraploide de H. bulbosum 4x.

5. Ha sido posible la caracterizacién de los tres subgenomas presentes en el complejo H.
murinum confirmando el origen aloploide del complejo. Se demuestra que la ssp. glaucum fue
uno de los progenitores que originaron las formas tetraploides del complejo y que estas a su
vez originaron las formas hexaploides. No se han observado diferencias cariotipicas entre las

formas tetraploides pertenecientes a las subespecies glaucum, murinum y leporinum. Se
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propone dividir el complejo murinum en tres especies de acuerdo a su nivel de ploidia: la
diploide H. glaucum (genoma Xu); la tetraploide H. murinum (genoma XuXv) y la hexaploide H.

leporinum (XuXvXw).

6. Entre las especies del complejo marinum, la ssp. marinum y las formas diploides de ssp.
gussoneanum compartirian variantes del mismo genoma Xa. Se demuestra que ssp.
gussoneanum 2x fue uno de los parentales implicados en el origen del citotipo tetraploide, que
seria un alotetraploide de origen segmental. Se propone dividir el complejo H. marinum en dos
especies: la diploide H. marinum, que incluiria las subespecies marinum vy el citotipo diploide

de la ssp. Gussoneanum, y una nueva especie H. caudate para designar al citotipo tetraploide.

7. Entre las especies analizadas con genoma I, se observan diferencias sustanciales entre los
cariotipos de H. roshevitzii y ssp. californicum. Si estas especies hubieran participado en el
origen de la ssp. brachyantherum 4x, sus cromosomas tendrian que haber sufrido importantes
remodelaciones tras los procesos de hibridacidén/poliploidizacidn. Por otro lado, se demuestra
gue formas diploides de ssp. gussoneanum han participado en el origen del citotipo hexaploide
de la ssp. brachyantherum. Sin embargo, se cuestiona la participacion del citotipo tetraploide
de ssp. brachyantherum en su origen. Se propone clasificar el complejo brachyantherum en
tres especies de acuerdo su nivel de ploidia: la diploide H. californicum, la tetraploide H.

brachyantherum y una nueva designacién para el citotipo hexaploide.

8. Es de destacar que el genoma Xa de la ssp. gussoneanum 2x, implicado al menos en el
origen del citotipo tetraploide de H. marinum y el hexaploide de H. brachyantherum no ha
sufrido a nivel cromosdmico ningln cambio sustancial tras los procesos de alopoliploidizacién.
Por el contrario el genoma Xu de la ssp. glaucum implicado en el origen de las formas
tetraploides ha sufrido algunos cambios implicando amplificaciones y deleciones de algunas de

las secuencias repetidas aqui analizadas.

9. Se pone de manifiesto la dificultad de analizar la estructura molecular de las regiones del
genoma ricas en SSRs. Los clones que portan fragmentos enriquecidos en SSRs muestran una
elevada inestabilidad que lleva a la pérdida o degradacion del inserto, haciendo a estas

regiones dificiles de clonar y poco aptas para su secuenciacion.

10. Se muestra la complejidad estructural de los clisteres enriquecidos en SSRs. En las
secuencias analizadas, las agrupaciones de repeticiones ACT y AAG se encuentran formando
bloques imperfectos intercalados por sustituciones puntuales de nucledtidos y mezclados con

otros SSRs. Se confirma en cebada la asociacidén de los SSRs con elementos maviles.
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Abstract Non-denaturing FISH (ND-FISH) was used to
compare the distribution of four simple sequence repeats
(SSRs)—(AG),,, (AAG),, (ACT),, and (ATC),—in somatic
root tip metaphase spreads of 12 barley (H. vulgare ssp.
vulgare) cultivars, seven lines of their wild progenitor
H. vulgare ssp. spontaneum, and four lines of their close
relative H. bulbosum, to determine whether the range of
molecular diversity shown by these highly polymorphic
sequences is reflected at the chromosome level. In both, the
cultivated and wild barleys, clusters of AG and ATC
repeats were invariant. In contrast, clusters of AAG and
ACT showed polymorphism. Karyotypes were prepared
after the identification of their seven pairs of homologous
chromosomes. Variation between these homologues was
only observed in one wild accession that showed the seg-
regation of a reciprocal translocation involving chromo-
somes 5H and 7H. The two subspecies of H. vulgare
analysed were no different in terms of their SSRs. Only
AAG repeats were found clustered strongly on the chro-
mosomes of all lines of H. bulbosum examined. Wide
variation was seen between homologous chromosomes
within and across these lines. These results are the first to
provide insight into the cytogenetic diversity of SSRs in
barley and its closest relatives. Differences in the
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abundance and distribution of each SSR analysed, between
H. vulgare and H. bulbosum, suggest that these species do
not share the same H genome, and support the idea that
these species are not very closely related. Southern blotting
experiments revealed the complex organization of these
SSRs, supporting the findings made with ND-FISH.

Introduction

Microsatellites, or simple sequence repeats (SSRs), which
are found in both coding and non-coding regions, are
among the most abundant and widely dispersed types of
tandemly repetitive DNA sequences in eukaryotic genomes
(Tautz and Renz 1984). Composed of short, repeated units
about 1-6 nucleotides (nt) in length, these sequences are
organized in tandem arrays usually under 100 nt long. One
of the most remarkable properties of SSRs is their ability to
produce variants in terms of the numbers of repeats at a
given locus. Such polymorphism, easily detected by PCR,
makes SSRs the molecular markers of choice for many
species in linkage mapping, gene tagging, DNA finger-
printing and genetic evolution studies (Morgante and
Olivieri 1993; Roder et al. 1998). SSRs, or at least SSR-
based markers, show wide variation between individuals,
however, the extent to which SSR variation at the chro-
mosome level may contribute to adaptive divergence
among populations and species is still to be determined.
In situ hybridization techniques can be used to detect
SSRs in both animal and plant chromosomes. However,
over the last three decades, only a few reports have
described the physical organization of SSRs (Nanda et al.
1991; Cuadrado and Schwarzacher 1998). Some species of
the family Triticeae are among the best characterized
in terms of the chromosomal distribution of SSRs.
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Abstract

Hordeum murinum L. is a species complex composed of related taxa, including the subspecies glaucum, murinum and
leporinum. However, the phylogenetic relationships between the different taxa and their cytotypes, and the origin of the
polyploid forms, remain points of controversy. The present work reports a comparative karyotype analysis of seven
accessions of the H. murinum complex representing all subspecies and cytotypes. The karyotypes were determined by
examining the distribution of the repetitive Triticcae DNA sequences pTa71, pTa794, pSc119.2, pAs1 and pHch950, the
simple sequence repeats (SSRs) (AG);o, (AAC)s, (AAG)s, (ACT)s, (ATC)s, and (CCCTAAA);z via in situ hybridization. The
chromosomes of the three subgenomes involved in the polyploids were identified. All tetraploids of all subspecies shared
the same two subgenomes (thus suggesting them to in fact belong to the same taxon), the result of hybridization between
two diploid ancestors. One of the subgenomes present in all tetraploids of all subspecies was found to be very similar
(though not identical) to the chromosome complement of the diploid glaucum. The hexaploid form of leporinum came
about through a cross between a tetraploid and a third diploid form. Exclusively bivalent associations among homologous
chromosomes were observed when analyzing pollen mother cells of tetraploid taxa. In conclusion, the present results
identify all the individual chromosomes within the H. murinum complex, reveal its genome structure and phylogeny, and
explain the appearance of the different cytotypes. Three cryptic species are proposed according to ploidy level that may

deserve full taxonomic recognition.

* E-mail: angeles.cuadrado@uah.es

Citation: Cuadrado A, Carmona A, Jouve N (2013) Chromosomal Characterization of the Three Subgenomes in the Polyploids of Hordeum murinum L.: New
Insight into the Evolution of This Complex. PLoS ONE 8(12): e81385. doi:10.1371/journal.pone.0081385

Editor: Christos A. Ouzounis, The Centre for Research and Technology, Hellas, Greece
Received May 10, 2013; Accepted October 13, 2013; Published December 13, 2013

Copyright: © 2013 Cuadrado et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.

Funding: This study was funded by grants from the Spanish Ministry of Science and Innovation (AGL 2009-10373 and AGL2012-34052. The funders had no role in
study design, data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.

Competing Interests: The author have declared that no competing interests exist.

Introduction

Polyploidy has been particularly important in the evolution of
the family Poaceae [1]. Certainly, it has played an important role in
the diversification of the genus Hordeum, which contains diploid,
tetraploid and hexaploid taxa. C-banding karyotypes and the
meiotic behaviour of Hordeum hybrids suggest the existence of four
basic diploid genomes [2-4]: H, I, Xa and Xu (following the
nomenclature of Wang et al. [5] and Linde-Laursen et al. [6]).
Accordingly, molecular phylogenies cluster Hordeum species into
four groups [7]. The species H. murinum L., which possesses the
Xu-genome, is usually recognized as having three subspecies:
glaucum (Steud.) Tzvelev (2n = 2x = 14), murinum (2n = 4x = 28), and
leporinum (Link) Arcang. (2n = 4x =28, 2n = 6x = 42) [8]. However,
since there is no single diagnostic morphological characteristic that
distinguishes the three forms - which are easily confused - most
authors refer to the murinum complex [9,10].

For many years it remained unclear whether the polyploid
forms of H. murinum were auto- or allopolyploids [11-16].
Recently, however, allopolyploidy has been strongly supported
by molecular phylogenetic analyses that differentiate 2x, 4x and 6x
forms [17-19]. Indeed Jakob and Blattner [20] indicate that
glaucum was involved in the formation of the tetraploids together

PLOS ONE | www.plosone.org

with a now likely extinct taxon belonging to the same Hordeum Xua
genome group, and that a third, closely related taxon contributed
to the formation of the hexaploid /leporinum. Nevertheless,
additional cytogenetic analyses are needed to reveal the true
genomic constitution of the different H. murinum taxa and
cytotypes.

The aim of the present work was to examine the karyotypes of a
representative sample of H. murimum accessions covering all
subspecies and cytotypes. If the diploid glaucum was involved in
the origin of the polyploid cytotypes, its chromosomes should be
present in them. The same is true if tetraploid forms were involved
in the origin of the hexaploid forms.

Materials and Methods

Material representing all three subspecies and cytotypes of the
H. murinum complex was obtained from the IPK Germplasm Bank
(Gatersleben, Germany). Table 1 provides information on the
accession numbers and places of origin of the material used.

Chromosome preparation

Root tips were obtained from seedlings and exceptionally from
plants grown in pots in a greenhouse. Meiotic divisions were
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® Background and Aims Hordeum marinum is a species complex that includes the diploid subspecies marinum and
both diploid and tetraploid forms of gussoneanum. Their relationships, the rank of the taxa and the origin of the poly-
ploid forms remain points of debate. The present work reports a comparative karyotype analysis of six H. marinum

accessions representing all taxa and cytotypes.

® Methods Karyotypes were determined by analysing the chromosomal distribution of several tandemly repeated
sequences, including the Triticeae cloned probes pTa71, pTa794, pAsl and pSc119-2 and the simple sequence
repeats (SSRs) (AG);0, (AAC)s, (AAG)s, (ACT)s and (ATC)s.

e Key Results The identification of each chromosome pair in all subspecies and cytotypes is reported for the first time.
Homologous relationships are also established. Wide karyotypic differences were detected within marinum acces-
sions. Specific chromosomal markers characterized and differentiated the genomes of marinum and diploid gusso-
neanum. Two subgenomes were detected in the tetraploids. One of these had the same chromosome complement as
diploid gussoneanum; the second subgenome, although similar to the chromosome complement of diploid
H. marinum sensu lato, appeared to have no counterpart in the marinum accessions analysed here.

e Conclusions The tetraploid forms of gussoneanum appear to have come about through a cross between a diploid
gussoneanum progenitor and a second, related—but unidentified—diploid ancestor. The results reveal the
genome structure of the different H. marinum taxa and demonstrate the allopolyploid origin of the tetraploid

forms of gussoneanum.

Key words: Hordeum marinum, Hordeum gussoneanum, sea barley, evolutionary history, allopolyploids, FISH,

ND-FISH.

INTRODUCTION

The Triticeae genus Hordeum consists of about 30 species, with
diploid (2n = 2x = 14), tetraploid (2n = 4x = 28) and hexa-
ploid (2n = 6x = 42) taxa, including cultivated barley and its
wild related species (Bothmer et al., 1995). The chromosome
morphology, Giemsa banding patterns and meiotic behaviour
of Hordeum hybrids suggest the existence of four basic diploid
genomes (Bothmer er al., 1986, 1987; Linde-Laursen et al.,
1992): H, Xa, Xu and I [following the nomenclature of Wang
etal. (1996) and Linde-Laursen et al. (1997)]. Accordingly, mo-
lecular phylogenies cluster Hordeum species into four groups
(Blattner, 2009). One of these groups, the members of which
carry the Xa genome, includes the sea barleys. These are
usually recognized as a single species, H. marinum, with two
subspecies: marinum (2n = 2x = 14) and gussoneanum (2n =
2x = 14 and 2n = 4x = 28). The marinum and gussoneanum
diploid forms coexist throughout the Mediterranean region and
can be clearly distinguished by their morphology. The tetraploid
cytotype of gussoneanum overlaps with the diploids only in the
farthest eastern Mediterranean, extending from there towards the
east into Asia (Jakob et al., 2007). There are no distinctive mor-
phological traits that distinguish the diploid and tetraploid forms
of gussoneanum, and currently they are not recognized as differ-
ent taxa (Bothmer et al., 1995).

The relationships within this group of waterlogging-tolerant
barleys have remained unclear. For example, controversy exists
regarding the polyphyletic or monophyletic origin of this
species, in part due to conflicts between phylogenetic trees
derived from plastid and nuclear sequences (Blattner, 2009;
Petersen et al., 2011). Another major disagreement concerns
the auto- or allopolyploid origin of the tetraploids. An autopoly-
ploid origin is supported by a number of cytogenetic studies, in-
cluding the analysis of C-banded karyotypes and the meiotic
behaviour of hybrids (Bothmer et al., 1989; Linde-Laursen
et al., 1992), as well as the results of molecular phylogenetic
studies based on the examination of chloroplast loci, geographic-
al information and ecological data (Jakob et al., 2007). Breaking
with what became a long-standing assumption of autopolyploid
origin, recent molecular phylogenetic analyses using single
nuclear markers seem to indicate that tetraploids originated by
hybridization between a diploid form of gussoneanum and
another diploid progenitor. Some studies suggest marinum to
have been this second progenitor (Kakeda er al., 2009;
Blattner, 2009), while others indicate an unknown extant or
(probably) extinct diploid form belonging to the H. marinum
complex (Komatsuda et al., 2001; Brassac et al., 2012).

To understand the genomic constitution of H. marinum,
detailed cytogenetic analyses are required. The aim of the present
work was to identify chromosomal markers for characterizing
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