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Resumen

La evaluacion de la diversidad y estructura genética en ciruelo europeo
(Prunus domestica L) es dificil dado el caracter hexaploide de la especie. Con la
finalidad de estimar el nivel de diversidad de germoplasma de ciruelo europeo del
Noreste espafiol e identificar su estructura genética se han empleado marcadores
nucleares y cloroplasticos. EI material estudiado incluye niveles de diversidad
similares a los encontrados en otras areas de Europa. En cuanto a la estructura
genética, se identifico un primer nivel con dos grupos genéticos principales, uno
formado por variedades de referencia del tipo ‘Reina Claudia’ junto al 25% de los
genotipos locales, y otro mucho mas diverso. Este ultimo grupo se dividié en dos
grupos, uno formado por la mayoria de los genotipos locales (~70%) junto a
referencias espafolas y francesas antiguas, y otro por 24 variedades de referencia y
seis genotipos locales. Un tercer nivel de particion identificd cinco grupos genéticos.
En conjunto, se puso de manifiesto que la estructura genética del ciruelo en Espafia
es compleja y esta condicionada por un factor de proximidad geografica.

INTRODUCCION

El cultivo de ciruelo europeo en Espafia hasta 1940-1950 se basaba,
fundamentalmente, en ‘Reina Claudia Verde’, ‘Reina Claudia de Oullins’ y ‘Reina Claudia
de Bavay’. Ademaés, entre otras, destacaba el cultivo de algunas variedades locales, tales
como ‘Arandana’ o ‘Imperial Roja’, asi como de otras extranjeras ('Reina Claudia Violeta',
‘d'Ente' o ‘Washington'), las cuales, a pesar de que su cultivo era relativamente importante
en algunas regiones especificas, su cultivo no estaba lo suficientemente extendido a nivel
nacional como para poder considerarlas variedades principales (Herrero, 1964). En aquella
época existia una amplia documentacion sobre el cultivo tradicional del ciruelo europeo en
Espana, siendo la descripcion mas detallada sobre este tema la “Cartografia de Frutales en
Hueso y Pepita” (Herrero, 1964) donde se proporcionaba valiosa informacion sobre
posibles sinonimias y sobre la distribucién de las principales variedades a nivel regional.
Sin embargo, el conocimiento que actualmente existe sobre la diversidad en esta especie a
nivel nacional es muy escaso. Esta situacion ha propiciado que se hayan llevado a cabo en
los ultimos afios prospecciones con el fin de recuperar material tradicional de esta especie
para su conservacion en colecciones de germoplasma y asi facilitar su posterior estudio y
uso en nuevos programas de mejora de la especie. Los objetivos de este estudio son
discernir la estructura genética de P. domestica L. del Noreste de Espafia, asi como
profundizar en las relaciones genéticas que existen entre el material espafiol y un conjunto
muy diverso de variedades de referencia. En este trabajo, se combina el uso de marcadores
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nucleares y cloroplasticos para dilucidar el patron de diversidad genética, de estructura y
de diferenciacién de P. domestica L. del Noreste de la Peninsula Ibérica.

MATERIAL Y METODOS
Material vegetal

Se han caracterizado120 accesiones de ciruelo europeo prospectadas en el Noreste
espafol y un conjunto de 46 variedades de referencia, conjunto elegido con la idea de
incluir: (i) variedades esparfiolas antiguas, (ii) variedades francesas antiguas, que por la
proximidad geografica podrian tener relaciones importantes con el germoplasma espafiol,
(ii1) una amplia representacion de variedades del grupo ‘Reina Claudia’, cuya presencia en
el pasado es considerada como muy importante a nivel nacional, y (iv) un conjunto diverso
de variedades internacionales, algunas de ellas mencionadas en la literatura como
importantes en Espafa en el pasado, al menos a nivel regional.

Caracterizacién genética

Cada accesion se caracterizO mediante marcadores nucleares y cloroplasticos.
Respecto a los marcadores nucleares, se amplificaron 21 SSRs mediante cuatro PCRs
multiples siguiendo las condiciones descritas en Urrestarazu et al. (2018). Los productos
de PCR se separaron en un secuenciador ABI 3730 y se analizaron mediante Peak Scanner
v1. Los andlisis de ADN cloroplastico se basaron en la amplificacion de seis regiones no
codificantes y su posterior digestion con tres enzimas de restriccion (Hinfl, Tagl y Alul) tal
y como se detalla en Urrestarazu et al. (2018).

Diversidad alélica, estructura poblacional y diferenciacidén genética

Dado que la determinacion de la composicion alélica en especies poliploides es
complicada, se compararon todos los genotipos codificando los alelos como presentes o
ausentes, lo que se conoce como fenotipo alélico. Para cada locus, se estimo: el niamero de
alelos observados por locus (Ao), el nimero efectivo de alelos (Ag) y el nimero de alelos
infrecuentes por locus (Ar). La estructura genética se determin6 usando STRUCTURE
v2.3.4. Se realizaron 10 repeticiones del analisis bajo el modelo de admixis, con 200.000
iteraciones de “burn-in” seguidas de otras 500.000 iteraciones. El grado de diferenciacion
entre los grupos obtenidos con STRUCTURE se cuantificé mediante un analisis de varianza
molecular (AMOVA).

RESULTADOS Y DISCUSION
Diversidad genética

En relacién a los marcadores nucleares, el nimero medio de alelos por locus (23,4)
fue ligeramente superior al detectado en germoplasma sueco (22,7; Sehic et al., 2015) y
croata (18,7; Halapija Kazija et al., 2014), e inferior al encontrado en material tradicional
francés (29,0; Horvath et al., 2011). A pesar del elevado namero de alelos identificados, el
namero medio de alelos efectivos (Ae) fue bajo (9,21), lo que indica que un nimero
importante aparece en la poblacion a una frecuencia muy baja; de hecho, el 35,4% y 10,3%
de los alelos aparecen, en menos del 5% y 1% de los genotipos, respectivamente.

Los marcadores cloroplasticos permitieron clasificar el germoplasma evaluado en
ocho haplotipos (H1 a H8), numero ligeramente superior al detectado utilizando la misma
metodologia en el analisis de 80 variedades francesas de la coleccion Nacional Francesa
donde se identificaron cinco (Horvath et al., 2011). En nuestro estudio, H1 fue con
diferencia el haplotipo mas comun, con una frecuencia de 0,86; H5 fue el segundo més
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frecuente (0,08), mientras que los haplotipos restantes aparecieron sélo en uno o en dos
genotipos. La presencia de un haplotipo mayoritario se observo también en el material de
P. domestica conservado en la Coleccion Nacional Francesa, lo que puede ser indicativo
de la existencia de un nimero limitado de fundadores durante el periodo en el que el ciruelo
se introdujo en Europa Occidental (Horvath et al., 2011).

Estructura genética. Divisiones principales y subestructura de la diversidad

El anélisis de estructura indicd que el germoplasma podia dividirse en dos o tres
grupos, aunque también aparecia un pico algo menos pronunciado en K=5. En especies con
una historia evolutiva compleja, como es el ciruelo europeo, los métodos de agrupacion
bayesiana pueden detectar estructuras genéticas a diferentes niveles, por lo que para poder
delinear distintos niveles de subestructura es recomendable analizar los resultados no sélo
para el valor de K mas probable. Por ello, se analizaron los resultados para K=2, K=3 y K=5
(Fig. 1).

Para K=2, aproximadamente el 25% de los genotipos locales quedaron agrupados
en G2.1 con todas las variedades de referencia del grupo ‘Reina Claudia’, un grupo varietal
cuya preponderancia en el pasado a nivel nacional en términos de distribucion geogréfica
y produccidn ha sido ampliamente documentada (Herrero, 1964). El resto de los genotipos
locales quedaron agrupados en G2.2 junto con todas las variedades de referencia no
pertenecientes al grupo ‘Reina Claudia’. Esta estructura principal no cambid, ya que el
grupo ‘Reina Claudia’ (G2.1) permanecié esencialmente idéntico y correspondio a los
grupos G3.1y G5.1 en K=3 y K=5, respectivamente (Figura 1). Estos resultados confirman
que el grupo varietal ‘Reina Claudia’ podria haberse originado a partir de un fondo genético
distinto al de otros grupos morfolégicos de ciruelo europeo (Horvath et al., 2011).

El considerar valores de K superiores a 2 permitié identificar niveles de
subestructura que delineaban mas en detalle la diversidad del germoplasma estudiado. Para
K=3, G2.2 se dividié en G3.2 y G3.3. El primer grupo incluy6 cerca del 70% de los
genotipos locales, los cuales aparecieron agrupados junto a variedades de referencia tanto
espafiolas como francesas, como ‘Monsieur Hatif’, ‘de la Rosa’, ‘Saint Antonin’ 0
‘Catalonia’. Por el contrario, G3.3 incluyé 24 variedades de referencia, y solo seis
genotipos locales. Para K=5, G3.2 y G3.3 se dividieron en dos grupos cada uno (G3.2 =
G5.2 +G5.3,y G3.3=G5.4 + G5.5). Los grupos G5.2, G5.3 y G5.4 fueron similares en
tamafio (30, 41 y 27 genotipos, respectivamente), mientras que G5.5 solo incluy6 tres
genotipos. Los genotipos de G5.2 y G5.3 eran mayoritariamente locales, ya que sélo 10 de
sus 71 genotipos eran variedades de referencia, principalmente de origen francés y espafiol.
G5.4 incluy6 a la mayoria de los genotipos incluidos en G3.3. A pesar de que G5.5 estaba
Unicamente formado por tres genotipos, es destacable que dos de los tres genotipos
presentaban dos haplotipos cloroplasticos de baja frecuencia (H2 y H3).

La diferenciacion genética entre los grupos obtenidos por el método de
agrupamiento bayesiano mostré una diferenciacién moderada (p < 0,001) para los tres
niveles de K estudiados. La variacion entre grupos represento el 11,4%, 10,8% y 12,7% de
la variacion total al considerar las divisiones obtenidas en K = 2, 3 y 5, respectivamente.

Los resultados de este estudio han puesto de manifiesto que la estructura genética
en la que se organiza el germoplasma de ciruelo europeo del Noreste espafiol es jerarquica.
Se ha identificado un primer nivel con dos grupos genéticos principales, uno formado por
variedades de referencia del tipo ‘Reina Claudia’ junto al 25% de los genotipos locales, y
otro mucho maés diverso. La estructura genética a otros niveles evidencio la existencia de
una subestructura interna adicional, que permitio identificar hasta cinco grupos genéticos.
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Ademas, el hecho de que ~70% de los genotipos locales estén agrupados con antiguas
variedades de referencia espafiolas y francesas sugiere que la estructura genética esta
condicionada por un factor de proximidad geogréfica.
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Fig. 1. Agrupamiento del germoplasma considerando K=2 (A), K=3 (B) y K=5 (C).
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