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Resumen

Este trabajo tiene como objetivo determinar la estrategia méas adecuada para la
seleccién del conjunto minimo de accesiones (nucleo optimizado) que represente
eficientemente la variacion genética del manzano conservado en las colecciones
espafiolas. Este nucleo optimizado mediante criterios genéticos constituira la base de
la coleccién nuclear de conservacion, que podra ser complementado con accesiones
seleccionadas por otros criterios (morfo-fisiologicos, agronémicos, valor historico,
etc.). Se ha evaluado la eficiencia de estrategias de seleccion por busqueda local
estocéastica avanzada (ASLS) que diferian tanto por el tamafio final del nacleo como
por la combinacion (y peso relativo) de las medidas de distancia genética y riqueza
alélica a optimizar. Las estrategias empleadas han proporcionado nucleos
optimizados con grandes diferencias en la diversidad conservada, asi como en el nivel
de representacion de la estructura genética general. Teniendo en cuenta el uso
principal de la coleccion nuclear, la estrategia que ofrece un mejor equilibrio entre
representatividad y adecuacion al uso es la que combina la optimizacion de la
distancia media entre cada accesion de la coleccion y la entrada en el nacleo mas
cercana con el indice de Shannon y la recuperacion de alelos.

INTRODUCCION

La Red de Colecciones de manzano del Programa Nacional de Recursos Fitogenéticos
integra, entre otras, a las colecciones situadas en la Universidad Publica de Navarra
(UPNA), el Centro de Investigaciones Agrarias de Mabegondo (CIAM), Cabildos
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(Tenerife, La Palmay Gran Canaria), la Universidad de Lleida (UdL), el Servicio Regional
de Investigacion y Desarrollo de Asturias (SERIDA), la Estacion Experimental de Aula
Dei-CSIC (EEAD) y el Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragdn
(CITA). Estas colecciones comprenden mayoritariamente cultivares locales prospectados
en sus respectivas regiones y, en conjunto, representan la préctica totalidad de areas
productoras de manzano del pais. En el Proyecto Coordinado RF2011-00017-C05-00,
integrado por las colecciones citadas anteriormente, se estudiaron 1453 accesiones de
manzano, empleando 13 SSR y una metodologia armonizada. Este trabajo permiti¢ detectar
737 genotipos Unicos, asi como la existencia de una poblacion diferenciada del material
mas comercial y el originario del resto de Europa (Pereira-Lorenzo et al., 2017). Los
resultados de este trabajo de armonizacion permiten ahora desarrollar e implementar una
estrategia de conservacion eficiente del germoplasma de manzano, en la que se identifiquen
las accesiones con mayor interés de conservacion., siendo éste uno de los objetivos del
Proyecto Coordinado RTA2015-00052-C02-00 que ha dado continuidad al anterior.

Este trabajo tiene como objetivo determinar la estrategia mas adecuada para la seleccion
de un conjunto minimo de accesiones que optimice la representatividad de la variacion
genética conservada en las colecciones. Este nucleo optimizado constituira la base de la
coleccién nuclear de conservacion, que podra ser complementado con accesiones
seleccionadas por otros criterios.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

En el estudio se han utilizado 457 genotipos Unicos, caracterizados con 13 SSR (Pereira-
Lorenzo et al, 2017), correspondientes a 763 de las 1340 accesiones de manzano
conservadas en siete colecciones espafiolas. Los genotipos empleados fueron todos los que
en el analisis de estructura genética presentado en Pereira-Lorenzo et al. (2017) fueron
asignados a la poblacion reconstituida asociada exclusivamente con cultivares espafioles, a
los que se sumaron los que, en el mismo estudio, quedaron asignados en admixis (q1<80%)
a los grupos asociados a cultivares internacionales.

Definicion de nacleos optimizados

Para la formacion de la coleccion nuclear de conservacion del manzano esparfiol se ha
considerado un enfogque mixto, en el que se selecciona primero un nicleo de genotipos que
maximice la representatividad de la diversidad presente en las colecciones (nucleo
optimizado) y posteriormente se complementa con accesiones seleccionadas por otros
criterios, tales como la relevancia historica o la presencia de caracteristicas morfo-
fisioldgicas o agronémicas Unicas o de interés.

Se han evaluado cuatro estrategias de seleccion de entradas candidatas para el nucleo
optimizado, mediante seleccion por busqueda local estocastica avanzada (ASLS),
empleando el programa CoreHunter v3.2.1 (Thachuck et al, 2009):

e AEChpura: Optimizacion de la distancia media de cada genotipo presente en la
coleccion con la entrada mas cercana (A-EC), definida por Odong et al. (2013).

e AECwmixta: optimizacion simultanea de la distancia A-EC, el indice de diversidad
de Shannon (Sw) y la proporcién de alelos recuperados (cobertura alélica, Cv).
En el proceso se dio a la optimizacién de A-EC un peso relativo del 50%,
mientras que para Sn y Cyv el peso asignado fue del 25%.
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e EEChpura: optimizacion de la distancia media entre cada entrada seleccionada y
la entrada seleccionada mas cercana (E-EC), también definida por Odong et al.
(2013).

e EECwmixta: como la estrategia A-EC mixta, pero empleando la distancia E-EC.

Para cada estrategia evaluada se obtuvieron nucleos optimizados que incluian el 5%,
10% y 15% de los genotipos, es decir, que contenian respectivamente 23, 46 y 69 genotipos.
Se generaron 50 réplicas de cada estrategia y tamafio, y los nucleos optimizados finales se
formaron con los genotipos seleccionados con mayor frecuencia.

Los ndcleos optimizados obtenidos se evaluaron en funcién de los valores de distancia
A-EC y E-EC, los indices Sy y Cy, y la distribucion de los genotipos en las poblaciones
reconstituidas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de diversidad y distancia obtenidos para las estrategias de optimizacion se
resumen en la Tabla 1. Como era de esperar, cada estrategia optimizaba mejor la medida
de distancia incluida en el analisis. Por ello, las estrategias mixtas optimizaron mejor el
indice Sh y la recuperacion de alelos que las puras. La estrategia AECpura 0Obtuvo valores
de distancia e indices de diversidad més distintos de los demaés, optimiz6 A-EC un 5-15%
mejor, pero a cambio la optimizacion de E-EC y, sobre todo, la de la recuperacion de alelos
fueron mas bajas (hasta un 40% menores), especialmente para el tamafio de nucleo més
pequefio. Las diferencias de distancias entre el resto de las estrategias fueron menores al
10%, y en la recuperacion de alelos menores al 20%.

La medida de distancia empleada en la optimizacion del nucleo influy6 notablemente
sobre los genotipos seleccionados. Las estrategias puras compartieron menos del 6% de los
genotipos, mientras que las mixtas compartieron en torno al 50%. AECpura cOmpartio entre
un 15-30% con AECwmixTa, mientras que las estrategias con méas genotipos comunes (50-
60%) fueron las obtenidas al utilizar E-EC como distancia a optimizar. Las diferencias
fueron también grandes en lo referido a los grupos genéticos a los que pertenecian los
genotipos y a su nivel de ploidia: las estrategias AECpura Y AECmixTa Seleccionaban
accesiones de cada poblacion reconstituida de una forma mas proporcional al tamafio de
cada grupo, sobrerrepresentando los genotipos triploides. Sin embargo, las otras dos
estrategias tenian una proporcion de genotipos diploides més similar a la del conjunto, pero
sobrerrepresentaban a las poblaciones “internacionales”.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran, como era esperable, que ninguna de
las estrategias empleadas ha sido capaz de optimizar mejor que las demas todos los
indicadores de calidad de los nucleos optimizados, ya que éstos estan interrelacionados (El
Bakkali et al., 2013). Por ello, es preciso lograr un equilibrio entre la diversidad retenida
en el nacleo, su representatividad y la adecuacion al uso que se le quiera dar a la coleccion
nuclear. Odong et al. (2013) recomienda que las evaluaciones incluyan criterios basados en
distancias, definiendo a tal fin A-EC y E-EC, y que se de mayor peso en la evaluacion a los
criterios mas estrechamente relacionados con el objetivo final de la coleccion.

En este estudio se ha optado por crear una coleccion de tipo “generalista” o
“multipropésito”, en la que se busca maximizar la representatividad de la diversidad
genética de la coleccion. Es decir, cada accesiéon de la coleccion original deberia estar
representada por una entrada en el nicleo con la mayor similitud posible. Teniendo esto en
cuenta, la medida de distancia mas adecuada seria A-EC, y AECpura la estrategia mas
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eficiente. No obstante, la estrategia AECwmixta consigue un mejor equilibro entre
optimizacion de los parametros de distancia, la recuperacion de alelos, y la
representatividad de la estructura genética de la coleccion.
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Tabla 1. Comparacién de los ndcleos optimizados obtenidos segln la estrategia de
optimizacion y el tamafio de ndcleo considerados.

Distancia
media Proporcién de genotipos (%)
Estrategiade Tamafio A- Gr. )
optimizacion nicleo (%) EC  E-EC Sy Cv(%)  espafiol" Diploides Unicos!
AECpura 5 0,44 0,45 4é0 0,49 73,9 52,2 65,2
10 0,39 044 4%1 0,68 67,4 60,9 69,6
15 0,35 0444 4%1 0,74 63,8 71,0 72,5
AECwmixTA 5 0,49 0,56 4é4 0,82 56,5 43,5 87,0
10 041 052 W 0,03 56,5 543 826
15 037 050 % 0,99 50,7 638 797
EECrura 5 052 0,62 464 0,73 26,1 91,3 82,6
10 045 057 v 0,79 23,9 891 957
15 0,40 0,54 453 0,82 31,9 89,9 94,2
EECmixta 5 0,52 0,58 44114 0,83 34,8 87,0 87,0
10 045 0,57 4é4 0,92 30,4 80,4 91,3
15 041 0,54 4i4 0,94 29,0 78,3 89,9
Genotipos empleados en el analisis (n=457) 62,4 80,7 84,6

1Genotipo Unico: aquellos presentes en sélo una de las colecciones de la Red.
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