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Resumen

Uno de los objetivos mas importantes de la mejora del siglo XXI es el desarrollo de
cultivares que permitan mantener los rendimientos actuales en un escenario climatico
variable. En este contexto, las variedades tradicionales espafiolas presentan un gran
potencial como fuente de caracteres adaptativos debido a la diversidad agroclimética

presente en Esparia.

La coleccion mas numerosa y antigua de variedades tradicionales espafiolas de trigo
se conserva en el Centro Nacional de Recursos Fitogenéticos (CRF) del INIA. La
coleccion activa esta formada por 3.722 accesiones, de las que 1.551 son variedades
espafiolas. De éstas, 763 son variedades tradicionales espafiolas de trigo blando
(Triticum aestivum subsp. vulgare (Vill.). Estas accesiones presentan una amplia
variabilidad genética y resultan de gran interés en investigacion y mejora. El manejo y
utilizacién de una coleccién con un alto nimero de accesiones, en la que ademas
existen algunos duplicados, es dificil debido al volumen de material que se debe
analizar y el espacio y recursos que consume. Como forma de facilitar el acceso a la
variabilidad existente e incentivar su uso en mejora, se crean colecciones nucleares,
que deben incluir la mayor diversidad posible evitando redundancias, y, por lo general,

tener un tamano inferior al 20% de la coleccion original.

A partir de la coleccion completa de variedades locales de trigo blando, en el CRF-INIA
se realiz6 un cribado seleccionando 522 accesiones donde se excluyeron duplicados.
Posteriormente, dentro de este grupo se seleccionaron 189 accesiones con objeto de
cubrir la variabilidad geografica y morfolégica existente. Este subconjunto de
variedades se ha caracterizado a nivel fenotipico y molecular con caracteres
agromorfolégicos (cuantitativos y cualitativos) y marcadores bioquimicos, y genotipado
a nivel genémico empleando la tecnologia DArTseq. Este conjunto de datos constituye
el punto de partida del presente trabajo donde se ha abordado la creacion de la

coleccién nuclear espafiola de trigo blando.

En primer lugar, se ha verificado la representatividad de la variabilidad existente en las
189 accesiones con datos geograficos y morfologicos. Posteriormente, tras estimar el
tamafio mas adecuado para la coleccion nuclear, se ha realizado la seleccion de las
entradas utilizando cuatro métodos diferentes: 1) muestreo al azar de las accesiones,
2) seleccion mediante datos geograficos y morfol6gicos, 3) seleccidon para maximizar

la heterocigosidad estimada con 58K marcadores moleculares, y 4) seleccion



mediante muestreo estratificado en poblaciones genéticas teniendo en cuenta la
diversidad de cada poblacién. Para validar las cuatro colecciones obtenidas, se ha
comparado su diversidad con la existente en las 189 accesiones de partida. Para ello
se han empleado datos geogréaficos, fenotipicos, bioguimicos y marcadores SNP. Los
resultados obtenidos han mostrado la ventaja que ofrece utilizar datos de
caracterizacion molecular para complementar la informacion geogréfica y fenotipica.
De los métodos utilizados, tanto el método de estratificacion como el de maximizacion
de la heterocigosidad han mostrado su utilidad para crear colecciones nucleares. En
cambio, la seleccién basada exclusivamente en datos geomorfolégicos ha sido menos

eficiente a la hora de cubrir la diversidad existente.

El presente trabajo ha permitido proponer una seleccion de 94 accesiones de
variedades locales de trigo blando, que podrian ser la futura coleccion nuclear
espafola conservada en el CRF — INIA facilitando el empleo de estos recursos

genéticos en programas de mejora.
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1. Introduccion

1.1. Los Recursos Fitogenéticos.

El proceso evolutivo en la tierra ha originado una enorme diversidad de especies e
individuos, que mediante los procesos de seleccién permanente se han adaptado a las
diferentes condiciones terrestres. Esta variabilidad genética acumulada resulta
esencial para el equilibrio del sistema y constituye lo que se denomina germoplasma
del planeta (Martin, 2001).

Los Recursos Fitogenéticos comprenden la diversidad genética correspondiente al
mundo vegetal, que se considera poseedora de un valor para el presente o el futuro,
incluyendo normalmente las categorias siguientes: variedades de especies cultivadas,
tanto tradicionales como comerciales; especies silvestres o asilvestradas afines a las
cultivadas o con un valor actual o potencial, y materiales obtenidos en trabajos de
mejora genética (Esquinas- Alcéazar, 1993).

La diversidad del germoplasma es consecuencia del proceso evolutivo, incluyendo la
especiacion y la aparicion de variabilidad nueva entre los genotipos ya existentes
(mutaciones espontaneas, accién de la ventaja biol6gica de la seleccién natural en
distintos ambientes, etc.). Desde el origen de la agricultura los seres humanos han
intervenido en los procesos evolutivos naturales dando lugar a la domesticacion de las
plantas cultivadas. La domesticacion y los procesos posteriores han generado mayor
variabilidad fenotipica a lo largo del tiempo que la que se puede encontrar en sus
parientes silvestres hoy en dia. La adaptaciébn a un nuevo ambiente, tanto en los
lugares de donde es endémica una especie, por cambios en el clima, como en los que
no, por las condiciones de cultivo, genera nueva diversidad. Esta diversidad que en las
especies silvestres puede no prosperar y llevar a la desaparicién de una poblacién, en
las especies cultivadas puede resultar beneficiosa o atractiva para el agricultor y ser

seleccionada (Martin, 2001).

En ocasiones, erroneamente, se asocian los Recursos Fitogenéticos Unicamente a las
especies silvestres emparentadas con las cultivadas. La accién constante del hombre
y la evolucién natural en los entornos agricolas ha permitido, alla donde se llevaba el
cultivo, generar diversidad. Las poblaciones humanas transportaban genotipos por
intereses nutricionales o culinarios, por lo que la diversidad potencial, debida al cultivo
en nuevos nichos agroclimaticos, era muy amplia. Estos cultivares heterogéneos
dieron lugar a las denominadas variedades locales, que se definen como un cultivar,

mezcla de genotipos, con una alta capacidad de tolerar estreses bibticos y abioticos



con una alta estabilidad del rendimiento, manteniendo unos rendimientos intermedios

en sistemas agrarios con bajos insumos (Zeven, 1998).

A diferencia de los procesos que dieron lugar a las variedades locales, el cambio de
modelo agricola ocurrido en el ultimo siglo ha generado pérdida de diversidad a causa
de la denominada erosion genética (Van de Wouw, 2009). Los primeros cambios hacia
esta agricultura se dieron desde la revolucidn agraria inglesa ocurrida desde finales del
siglo XVII hasta bien entrado el siglo XVIII (Allen, 2002). Las primeras casas de
semillas del siglo XVIII (Cubero, 2000) buscaban los mejores fenotipos con el objetivo
fundamental de aumentar las producciones. Esta seleccion incrementaba la
homogeneidad causando pérdida de variabilidad. Ademas, la aparicion de variedades
mas productivas que fueron desbancando a las variedades cultivadas tradicionalmente
por los agricultores, caus6 un abandono de las variedades locales, estreché la base
genética de los cultivos, y generd pérdida de diversidad. Esta erosion genética
producida por la mejora no tuvo gran repercusion hasta mediados del siglo pasado con
la llegada de la Revolucién verde.

La Revolucion verde ocurrida en la segunda mitad del siglo pasado, ha supuesto uno
de los hitos mas importantes en la mejora vegetal. A su vez, es el desencadenante de
la mayor pérdida de diversidad acontecida hasta nuestros dias (Diez & Valcércel,
2010). Durante este proceso se parti6 de una base genética estrecha de genotipos
seleccionados, con los que se generaron gran cantidad de variedades que compartian
en gran parte, el mismo fondo genético. A la vez que aumentaban los rendimientos de
forma exponencial y se alimentaba a una poblacién creciente con necesidades
basicas, se erosionaban genéticamente los cultivos debido a la eleccion de muchos
agricultores por la opcién mas rentable, dejando de lado a los cultivares tradicionales,
muchos de los cuales se han perdido (Pérez de la Vega, 2010). La mejora actual
dirigida a la uniformidad y el desarrollo de ideotipos varietales fijos demandados por
los consumidores ha agravado la situacion. Se ha llegado a un punto en el que las
variedades del mercado, que son diferentes en al menos algin caracter fenotipico
unas de otras, comparten una alta proporcion de su fondo genético. Estas variedades
modernas son mucho mas productivas pero mucho menos resilientes ante las
alteraciones climéticas y la aparicion de nuevas enfermedades. El agotamiento de la
diversidad genética es un problema grave, por lo que ha sido necesario recurrir a las
variedades tradicionales y otros Recursos Fitogenéticos como fuente de variabilidad
donde encontrar genes de resistencia y de adaptabilidad a las condiciones
cambiantes. Un ejemplo de lo peligroso que es el agotamiento de la diversidad y la

homogenizacion de los cultivos es el caso del tizon del maiz (Helminthosporium
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maydis) en Estados Unidos en 1970. Este patdgeno arrasé toda la produccion de maiz
hibrido. Posteriormente se descubri6 que el citoplasma Texas era susceptible a la raza
T de tizon, ya que asociado a este estaba una mutacion en los receptores que permitia
la interaccion con la toxina de esta raza. Para superar éste problema fue necesario
recurrir a los Recursos Fitogenéticos para encontrar nuevos mecanismos de
androesterilidad (Vares, 1984).

Por causa de las alteraciones climaticas y el agotamiento de recursos, es necesario
aumentar el rango de adaptacion de los cultivos para hacer frente al futuro incierto de
la agricultura mundial. El ser humano de forma inconsciente, ha iniciado un proceso
dificil de revertir. La modificacion del medio por accion antrépica, alteraciones del clima
(aumentos de temperaturas, cambios estacionales, etc.) y otros factores abiéticos
como la desertizacion y salinizacion de los suelos, dificultan el proceso de la
produccion agraria mundial. A esto se suma el cambio de la distribucion geografica de
estreses bitticos debido a la globalizacion. Los reservorios de diversidad disponible
permiten encontrar variabilidad genética donde hallar soluciones para superar los retos
de la produccion agraria mundial: adaptacion a condiciones cambiantes, una
agricultura sostenible donde se dé un mejor aprovechamiento de los recursos con un
menor impacto ambiental, y una mejor resistencia a enfermedades. Esto permitird
aumentar la resiliencia de los cultivos, mediante la identificacion y explotacion de

genotipos mejor adaptados a cada ambiente (Diez et al., 2018).

También dentro de esta variabilidad genética es donde se pueden identificar
materiales con caracteristicas organolépticas, nutracéuticas y otros caracteres
relacionados con la calidad (Uauy et al., 2006). A causa de esto, se debe considerar a
los Recursos Fitogenéticos y la variabilidad genética que contienen, como un bien muy

preciado.

1.2. Conservacion de los Recursos Fitogenéticos. Los bancos de

germoplasmay su labor.

Como ya se ha indicado, la conservacion de los Recursos Fitogenéticos es vital para
mantener y recuperar la variabilidad genética. Se pueden conservar organismos

completos o parte de los mismos.

Una forma ideal de conservacion de la variabilidad existente sin frenar el desarrollo, ni
aumentar la pérdida de diversidad genética a largo plazo, es el cultivo continuado de
las variedades en las comunidades y areas donde se desarrollaron. Es decir, la

conservacion in situ de la diversidad, que consiste en preservar las variedades o



poblaciones vegetales en sus habitats originales (Martin, 2001). La conservacion de la
diversidad silvestre, se realiza cuidando los habitats naturales en donde reside dicha
diversidad. La conservacion de los habitats esta en auge con el aumento de la
proteccion de &reas naturales, como creaciones de parques naturales o reservas de la
biosfera. Por desgracia, esto no garantiza que no se destruyan por intereses humanos

o desastres naturales asociados o no al cambio climatico.

De forma paralela, la conservacién in situ de la diversidad cultivada se realiza
mediante el cultivo “en finca”, es decir, el cultivo de materiales en sus zonas de origen
y con las técnicas agricolas tradicionales (Maxted et al., 1997). Este tipo de
conservacion se lleva a cabo tanto por entidades publicas y privadas de investigacion,
como por los agricultores. En paises en vias de desarrollo donde por lo general se
agrupan los centros de origen y diversidad de las especies, la falta de recursos
humanos y econémicos dedicados al fomento y mejora del sector rural, ha permitido
que los Recursos Fitogenéticos como las variedades tradicionales y cultivares
obsoletos se mantengan gracias a los pequefios agricultores que practican el cultivo
“en finca”. Sin embargo, en los Ultimos afios, con la aparicion de semillas mejoradas
en los centros de origen y diversidad y el aumento de la tecnificacion en dichos
lugares, muchos cultivares tradicionales y materiales semidomesticados han sido
desplazados. El resultado pone en peligro la conservacion de los Recursos
Fitogenéticos, que hasta ese momento no habia supuesto una politica prioritaria. En
casos aislados, el paso a un sistema de cultivo en ecolégico ha permitido el
mantenimiento “en finca” de variedades gracias a las subvenciones de recuperacion
rural, como puede ser el caso del cultivar “pésol negre” apoyado por la Fundacio
Miguel Agusti en Catalufia (http://fundaciomiquelagusti.com/es/2016/06/02/ el-cultiu-

de-pesol-negre-al-bergueda/).

Las variedades autéctonas adaptadas a sus areas tradicionales de cultivo y con alta
calidad organoléptica, son susceptibles de ser mejoradas. La introgresion por
retrocruzamiento de algunos genes de resistencia, promoveria el aumento del
rendimiento de estas variedades. Asi, la mejora genética puede ayudar a afianzar la

permanencia de estos recursos en los campos de cultivo.

Debido a los diversos factores presentes en los ecosistemas y en el mundo rural, no
se puede depender Unicamente de la conservacion in situ. De forma complementaria
se desarrolla conservacion ex situ de los Recursos Fitogenéticos. La conservacion ex
situ es aquella que se realiza fuera de los ambientes originales, normalmente en

bancos de germoplasma. Un banco de germoplasma es un depdsito de Recursos



Fitogenéticos (Rao et al., 2006) y presenta la ventaja de concentrar en un mismo lugar

gran cantidad de Recursos Fitogenéticos adaptados a gran variabilidad de ambientes.

La forma mas facil de conservacion ex situ es conservando las semillas. Cuando la
conservacion de semillas no se pueda realizar, bien porque la reproduccion favorable
es la de otro material de propagacion o porque las semillas sean recalcitrantes para su
conservacién, se procedera a otros tipos de conservacion ex situ. La conservacién in
vitro, que es una forma de conservacion ex situ, se realiza mediante el cultivo de
organos o tejidos en condiciones controladas con el sustento de un medio nutritivo de
cultivo (Martin, 2001). La conservacion ex situ de plantas vivas de variedades y/o
patrones de frutales es otra alternativa que también gestionan los bancos de
germoplasma (LI&cer & Badenes, 2010).

Las labores de los centros de conservacién in situ y ex situ son principalmente
recolectar y mantener la diversidad tanto silvestre como cultivada. En estos centros se
conservan todo tipo de especies, no solo de uso alimentario o industrial, sino también

ornamentales y de valor medioambiental debido al principio de precaucion.

1.2.1. Iniciativas para la conservacion de los Recursos Fitogenéticos.

La pérdida de biodiversidad debido al remplazo de las variedades tradicionales (Diez
et al., 2018), impulso la necesidad de coordinar esfuerzos en la conservacion de los
Recursos Fitogenéticos. La conferencia técnica de FAO/IBP de Roma en 1967 inicié
una actuacion coordinada a nivel global sobre la conservacion in situ y ex situ de los
Recursos Fitogenéticos. Varios afios después se cred el IBPGR (International Board
for Plant Genetic Resources) y posteriormente el IPGRI (International Plant Genetic
Resources Institute) que colaboraron en la organizacion y aplicacién de medios para la

realizacién de colectas de germoplasma.

La posibilidad de almacenar germoplasma fuera de los lugares de origen llevo a
ciertas praxis que se tuvieron que reglamentar. En un principio, en 1988 se cre6 un
comité de expertos en diversidad bioldégica como respuesta a esta necesidad. En 1993
con la ultima ratificacion del convenio sobre la Diversidad Biol6gica, se ha reconocido
el valor de la conservacion de la biodiversidad, sentandose las bases para la
participacion justa y equitativa de los beneficios generados derivados del uso lucrativo
de la utilizacion del germoplasma (CBD, 2019). El convenio aporta derechos y
obligaciones a los paises poseedores de la diversidad bioldgica y a los terceros que
quieran hacer uso de los mismos. Los paises poseedores han de identificar, controlar,

conservar y proteger su diversidad biolégica, ademas de restaurar, preservar y



promover las areas que la contengan. Los paises terceros que quieran hacer uso de
estos recursos deben de reconocer la soberania nacional de los mismos y acordar un
consentimiento fundamentado previo con el pais de origen, de forma que el uso
comercial de los conocimientos y recursos ha de repercutir econémicamente en el pais
de origen de los mismos, protegiéndolos y favoreciendo su conservaciéon. En el afio
2003, como complemento, entré en vigor el protocolo de Cartagena (FAO & OMS,
2003) sobre seguridad biotecnolédgica que busca la proteccién de la diversidad frente a
riesgos desencadenados por la utilizacibn de organismos vivos genéticamente
modificados (MITECO, 2019).

1.2.2. Laconservacion de los Recursos Fitogenéticos en Espafia.

En Espafia, con anterioridad a los afios 70, algunos centros de investigacion, jardines
botanicos y universidades habian hecho acopio de diversos materiales, creando
colecciones “en finca”, y ex situ tanto de semilla como de planta viva. También los
mejoradores espafioles habian recopilado materiales y fueron pioneros en la
conservacion de Recursos Fitogenéticos. Posteriormente, en el afio 1977 se fundé el
primer banco de germoplasma publico de especies cultivadas en la finca “El Encin”, en
Alcala de Henares (Madrid), del entonces Instituto Nacional de Investigaciones
Agrarias (INIA). El ministerio de Agricultura, en colaboracién con el INIA y el apoyo del
IBPGR gestionaron las primeras expediciones sistematicas de germoplasma en
nuestro territorio. En el INIA se recogieron tanto materiales provenientes de
expediciones, como de colecciones ya existentes del Instituto de Cerealicultura

Espafiol, por lo que se conservan materiales previos a la Revolucion verde.

En la actualidad, segun la European Search Catalogue for Plant Genetic Resources
(EURISCO, 2019), hay 40 centros con bancos de germoplasma en Espafia. Todos
ellos tienen accesiones registradas en la Base de datos de la EURISCO en la dltima
actualizacion de 2019. Diecinueve de ellos contienen accesiones dentro de la Red
nacional del Programa para la conservacion y uso sostenible de los Recursos

Fitogenéticos (Diez et al., 2018).

Los principales centros de importancia con bancos de germoplasma son: el Centro de
Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria (CITA) de Zaragoza y el Instituto
Universitario de Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAV) en
cultivos horticolas, la Mision Biologica de Galicia-Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (MBG-CSIC) en Brasicas y la Fundacié Miquel Agusti (FMA) de Catalufia
(Diez et al., 2018).



Especial relevancia tiene el Centro Nacional de Recursos Fitogenéticos (CRF) del
INIA, que “tiene como objetivo principal contribuir a evitar la pérdida de diversidad
genética de las especies, variedades y ecotipos vegetales autdctonos y cultivares en
desuso cuyo potencial genético sea susceptible de ser empleado en agricultura y
alimentacion” (CRF-INIA, 2019). Es el primer encargado de promover la conservacion
y utilizacion sostenible de los Recursos Fitogenéticos. Ademas, el CRF tiene la
responsabilidad de conservar un duplicado en el banco base de todas las colecciones
espafiolas activas de semillas de la Red nacional, asi como de mantener las
colecciones activas de leguminosas, cereales y otras especies de uso industrial, y el
Inventario Nacional de la Red de Colecciones de Recursos Fitogenéticos del Programa
Nacional. Finalmente, el CRF como entidad publica, se encarga de la coordinacion
nacional del Programa cooperativo europeo de Recursos Fitogenéticos
(ECPGR/Bioversity), interactuar con el Sistema integrado europeo de bancos de
germoplasma (AEGIS), y participar en diferentes comisiones sobre los Recursos
Fitogenéticos (CRF-INIA, 2019).

1.2.3. Manejo de colecciones de germoplasma.

Los bancos de germoplasma son capaces de mantener colecciones de germoplasma
en diferentes formas dependiendo del material: semillas, material vivo (estacas,
tubérculos, etc.) o plantas en campo (ej. frutales). Los Recursos Fitogenéticos
conservados deben cumplir unos requisitos como la asociacion de una serie de datos
de pasaporte, que aportan informacién sobre la fecha y lugar de la recoleccion, e
incluso de practicas agrondmicas asociadas. La cumplimentacion de estos datos no
evita la posibilidad de que existan redundancias en las colecciones debido a
sinonimias y homonimias de los materiales con gran dispersién geografica, como en el
caso de plantas lefiosas o con reproduccion clonal, adquiridos durante las colectas de

germoplasma.

Las accesiones recogidas se tratan de forma diferente segun el tipo de coleccion en la
que se conserven y el uso que se vaya a hacer de las mismas. Si van a conservarse a
largo plazo (indefinidamente) ser& una coleccion base; en cambio, si van a suministrar
material a usuarios, perteneceran a una coleccion activa. La conservacién de las
accesiones de ambos tipos de coleccion se lleva a cabo en camaras a baja
temperatura y condiciones de humedad baja, aunque mas estrictas para la coleccién
base. Los recipientes utilizados en colecciones activas permitiran la extraccion facil de
los materiales, mientras que en las colecciones base donde las semillas no van a

extraerse de la coleccién, el material tiende a introducirse en contenedores sellados



herméticamente. En este Ultimo caso es imprescindible la realizacién de test rutinarios

de viabilidad de la semilla que alerten de la necesidad de regenerar las entradas.

Para el mantenimiento de las colecciones activas es necesario regenerar y multiplicar
las entradas. Esto implica el crecimiento de un numero significativo de plantas de
forma aislada por accesién, la recoleccion de frutos y extraccion de semillas que
mantengan en todo lo posible la variabilidad genética de la accesion. El
mantenimiento, por tanto, es un trabajo y esfuerzo enorme. El tamafio de las
colecciones mantenidas es también fundamental a la hora de manejarlas, tanto dentro
del banco como para los investigadores que las soliciten. El desarrollo de
subconjuntos reducidos con diferentes fines a partir de la coleccion inicial es un
elemento clave y una herramienta util. Permite la optimizacién del tiempo y trabajo
enfocado a la investigacion basica y la mejora, ayudando al analisis especifico de uno

0 varios caracteres en las colecciones de un banco de germoplasma.
1.2.4. Colecciones nucleares.

Conociendo que la diversidad genética es la base de la mejora, y sin variabilidad no
hay nada que seleccionar, los bancos de germoplasma forman parte indispensable
como depodsitos de la diversidad conocida. En ocasiones, y con mas frecuencia
cuando las colecciones son grandes, existen redundancias en cuanto a variabilidad
genética entre las entradas. Esto implica un mayor esfuerzo para seleccionar
materiales de la coleccion, y una utilizacion menos eficiente de la misma. Una posible
solucion que permite un mejor uso de las colecciones es la creacién de una “coleccion
nuclear’. “En el caso de un banco de germoplasma, una coleccién nuclear consta de
un numero limitado de las accesiones de una coleccion, que se escogen para
representar el espectro genético de una coleccion” (Brown, 1989b). Se trata por tanto
de un grupo de muestras representativas de la variabilidad genética de la coleccion
total (Brown, 1995). Van Hintum et al. en 2003, la redefine como: “un nimero limitado
de entradas seleccionadas para representar la diversidad genética de toda la especie

cultivada y sus parientes silvestres”.

Una coleccion nuclear, por tanto, se puede crear a partir de una coleccion, de una
parte de una coleccién, o de un conjunto de colecciones de diferentes especies
relacionadas. En el ambito de la investigaciébn y la mejora, un subconjunto
representativo de la mayor diversidad genética posible facilita el manejo de la
diversidad de la coleccién total. Brown (1989a) sugiere tres criterios genéticos para
conocer si una coleccién es de calidad. Primero, ha de incluir la mayor diversidad

geogréafica y de menor taxén posible. Segundo, hacer énfasis en los alelos de amplia
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adaptacion frente a los especializados. Y finalmente, maximizar la diversidad genética
determinada por el numero de alelos por locus en la coleccion nuclear. En este
contexto, resulta muy Gtil el empleo de marcadores moleculares como herramienta

para calcular la diversidad.

Los conservadores de germoplasma tratan dos cuestiones fundamentales antes de
crear una coleccién nuclear: la optimizacion del nUmero de accesiones para mantener
una proporcién aceptable de alelos en la coleccion y el método que van a utilizar para
seleccionar las entradas (Ruiz et al., 2013). Existen diferentes métodos para crear
colecciones nucleares en funcion de los medios de que se disponen: seleccion
aleatoria de las entradas, basarse en caracteres agromorfolégicos o en la diversidad
genética de la poblacién. Tras crear una coleccion nuclear se ha de verificar el trabajo
mediante la validacion de la misma, que consiste en comparar la coleccion nuclear con

el conjunto de partida.

La creacion de una coleccion nuclear se debe basar en caracteres con poca influencia
ambiental. Por eso, caracteres agrondmicos como el rendimiento no son adecuados.
En resumen, se trata de una herramienta que permite racionalizar recursos para el
manejo, caracterizacion y posterior analisis de las plantas, favoreciendo el avance
cientifico. Especialmente, permite incrementar la eficiencia del fenotipado de los
materiales, ya que este constituye el factor limitante en las evaluaciones. Por tanto, es

un elemento a considerar en cualquier banco de germoplasma.

1.3. El trigo y sus especies. Importancia econémica.

El trigo es un cereal de la familia Poaceae que designa los cereales del género
Triticum. Se domestic6 en el Creciente Fértil en torno al 7000 a.c. (Peng et al., 2011),
centro de diversidad de los géneros Triticum y Aegilops. Consta de varios centros
secundarios de diversidad en el Himalaya occidental para trigo blando y Etiopia para
trigo duro. Las especies emparentadas con el trigo cultivado son principalmente las del
género Triticum y las 22 especies del género Aegilops, y de forma mas lejana, algunas

especies de Agropyron.

El trigo se clasifica en funcion del nimero basico de cromosomas, ya que las especies
del género Triticum tienen probablemente un origen monofilético. Se distinguen dos
grandes grupos: trigo duro o semolero, Triticum turgidum (L.) Thell, (2n=4x=28) de
endospermo muy duro y vitreo, y trigo blando, Triticum aestivum (L.) em. Thell

(2n=6x=42) de endospermo de dureza variable y textura harinosa. Dentro del trigo



blando se encuentran las cuatro subespecies cultivadas vulgare, spelta, macha y

sphaerococcum.

Respecto al papel del trigo (blando y duro) en alimentaciéon humana, con el paso de los
siglos sus usos se han diversificado y su consumo no ha parado de crecer. Es el
cereal de mayor superficie cultivada y el segundo por detrds del maiz en cuanto a
produccién mundial con 771 millones de toneladas segun los datos de FAOSTAT en
2017 (FAOSTAT, 2019). La organizacion de las Naciones Unidas para la alimentacion
y la agricultura (FAO) espera un aumento del 60% en la produccion para 2050, ya que
provee en torno al 20% de las proteinas y calorias de la dieta. Debido a su importancia
y dispersion, cualquier minimo avance en investigacion y/o mejora, puede llegar a ser
relevante. Por esto se introdujo dentro del marco del Climate Change, Agriculture and
Food Security (CCAFS). El consorcio de centros de investigacion del CGIAR
(Consultative Group on International Agricultural Research) es el encargado de
desarrollar, entre otros cultivos, variedades de trigo con resiliencia que permitan
afrontar los retos del cambio climatico y asegurar el alimento a la poblacion del futuro.
Una necesidad que empuja a continuar con la investigacion y la mejora del cultivo.
Paralelamente, reconoce la importancia de mantener la variabilidad existente como

mejor forma de enfrentarse a las incertidumbres del porvenir.

En cuanto al papel del trigo en nuestro pais, a nivel comercial Espafia es importador
de cereales, ya que no cubre la demanda. En 2017 se sembraron de trigo el 12,21%
de las tierras cultivables espafolas (2.059.224 ha), de las cuales, el 80% son de trigo
blando seguin el Anuario de Estadistica (MAPA 2019). Con un rendimiento medio
comercial de trigo blando de los ultimos 10 afios de 3.250 kg/ha (MAPA, 2019), el trigo
blando en Espafia representa un mercado importante. EI mercado del trigo blando
tiende al alza en las producciones en los Ultimos afios, lo que aporta buenas
perspectivas al sector segun la Asociacion Espafiola de Técnicos Cerealistas (AETC).
En lo que respecta al trigo espelta, solo un 0,071% de la semilla certificada de trigos
blandos en Espafia es de esta subespecie, por lo que su valor es residual ya que solo

se cultiva en pequefios enclaves de la mitad norte de Espafia.

1.3.1. Mejora del trigo

A nivel mundial el cultivo del trigo es uno de los cultivos més extendidos y antiguos.
En el caso de Espafa el cultivo del trigo viene desde antiguo, traido por romanos y
arabes, se cultivd de forma continuada hasta nuestros dias, generando la gran
cantidad de variedades locales que se encuentran repartidas por la geografia

peninsular. Con la llegada de las casas de semillas, la mejora del trigo ejercida por los
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mejoradores vegetales previa a la Revolucion verde, se basaba principalmente en la
seleccién en variedades heterogéneas. Ejemplo de ello fue la obtencién de la variedad
italiana Senatore Capelli en trigo duro, de alto valor agronémico, obtenida de la
poblaciéon argelina Jenah Rhetifah en 1915 (Di Fonzo et al., 2005). En Espafia una
referencia sobre trigo blando es la obtencién de la variedad Aragén 03 a partir de la
variedad tradicional Cataldn de Monte. Fue una seleccion ejercida sobre las diversas
poblaciones de esta variedad en Aragon. El proceso de seleccién se llevé a cabo en la
estacion de investigacion situada en Ejea de los Caballeros (Zaragoza) por D. Manuel
Gadea en los afios 40 del siglo pasado (Sanchez-Garcia et al., 2012).

La mejora del trigo tras la Revolucion verde, introdujo un nuevo ideotipo, el trigo de
menor estatura (semienanos), mas resistente al encamado, enfermedades, y con
mayor productividad. Un avance que cambi6 la forma de manejar el cultivo de muchos
cereales, dirigiéndolos hacia la mecanizacién y el uso de insumos. Estas variedades
eran tan productivas que no habia practicamente variedades tradicionales que
pudieran competir. En contraposicién a su éxito, supuso un cuello de botella en la
diversidad cultivada del trigo a nivel mundial. Esto es debido a que unas pocas
variedades semienanas desarrolladas por Norman Borlaug en el Centro Internacional
de Mejora de Maiz y Trigo (CIMMYT) de Méjico, fueron el punto de partida de la mayor
parte de nuevas variedades de trigo, uniformizandose el fondo genético de las

variedades posteriores a la década de los 70.

Actualmente, la mejora se ayuda de toda clase de herramientas biotecnolégicas como
los marcadores moleculares para los trabajos de seleccién tanto de parentales como
de lineas avanzadas. El trigo blando es una especie hexaploide, su genoma de 17 GB
(Appels et al., 2018) es mucho mas grande que el de otras especies de uso
alimentario, lo que explica que el avance en esta especie sea mas lento. Por suerte, la
importancia econémica ha impulsado la investigacién, avanzando en la secuenciacion
y anotacién de un genoma cada vez mas completo. En Agosto de 2018 se publicé
finalmente el genoma completo de trigo blando por Appels et al. (2018), en el que
participaron 75 instituciones. La publicacibn del genoma posibilitard el uso de
herramientas biotecnolégicas en el trigo, como la secuenciaciéon y el desarrollo de
marcadores moleculares. Toda esta informacion permitird la visualizacion de la

variabilidad de la especie y realizar una mejora mas precisa y eficiente.
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1.3.2. Recursos Fitogenéticos en trigo. EI CRF y las colecciones de trigo

espafolas

En Espafia la conservacion in situ no resulta relevante puesto que pocos agricultores
mantienen la diversidad a nivel local. En los dltimos afios se ha detectado un interés
creciente por la recuperacion de las variedades tradicionales, por lo que la
conservacion ex situ de los materiales si ha resultado provechosa. EI CRF contiene
una coleccién muy completa del género Triticum con 3.337 entradas, de las cuales
2.005 son de T. aestivum, casi todas de la subespecie vulgare (solo 99 son de la
subespecie spelta y de origen espafiol), 1.260 pertenecen a T. turgidum y el resto
pertenecen a otras especies como T. monococcum, T. timopheevii o T. urartu
(EURISCO, 2019; CRF-INIA, 2019).

El CRF ya posee una coleccion nuclear de trigo duro. Contiene 94 accesiones de tres
subespecies de T. turgidum, “creada usando un método basado en la estructura de las
poblaciones, agrupando las accesiones por subespecies y asignando el nimero de
genotipos entre poblaciones de acuerdo a la diversidad de marcadores microsatelites
(Single Sequence Repeats SSR)” (Ruiz et al.,, 2013). Esta coleccion estd validada
geografica y morfolégicamente y cubre el 97% de los alelos SSRs presentes en la
coleccion inicial. También se ha evaluado comparandola con colecciones nucleares
creadas con otras estrategias analizando los caracteres cualitativos, cuantitativos y
moleculares (alelos de gliadinas y marcadores SSRs) incluidos en cada coleccion

nuclear.

Dentro de la coleccion de trigo blando del CRF, hay 763 accesiones espafiolas (T.
aestivum subsp. vulgare (Vill.)), la mayoria, variedades locales colectadas antes de la
década de los 60. Muchas de ellas poseen informacion agro-morfolégica recogida en
diferentes publicaciones (Gadea 1954; Sanchez-Monge 1957), y por el personal del
CRF durante las multiplicaciones del material. Una gran parte de las variedades estan
representadas en el Espigario conservado en el CRF, iniciado en los afios 50 por los
investigadores del INIA. Gracias a esta coleccién se ha conservado una amplia
diversidad de genotipos adaptados a diferentes ambientes de gran interés para la
investigacion y la mejora. Sin embargo, el tamafio de la coleccién dificulta su
utilizacién, especialmente para aquellos trabajos que requieren mucho personal y
recursos (como pueden ser las evaluaciones). Para fomentar su uso, en el presente
trabajo se plantea crear una coleccion nuclear de variedades locales espafiolas de T.
aestivum subsp. vulgare (Vill.) a partir de la coleccion existente en el CRF. Esto

permitird un mejor manejo y reducira los costes de evaluacion de los materiales.
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2. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es la creacion de una colecciébn nuclear de
variedades locales espafiolas de trigo blando (Triticum aestivum subsp. vulgare (Vill.)),
a partir de 189 entradas preseleccionadas del Centro de Nacional de Recursos

Fitogenéticos (CRF-INIA) partiendo del siguiente esquema:

Establecer el tamafio més adecuado de la coleccion nuclear.
Creacion de diferentes colecciones nucleares usando metodologias distintas.
Validar cada coleccion nuclear evaluando la representatividad del conjunto de

partida.
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3. Material y métodos

3.1. Material vegetal.

El material de partida es la coleccién de variedades tradicionales de trigo blando (T.
aestivum subsp. vulgare (Vill.)) del banco de germoplasma del CRF-INIA, que se
compone de un total de 763 accesiones. Con los datos de pasaporte de las entradas
(nombre local y origen geogréfico), que dispone la base de datos del INIA
(http://webx.inia.es/web_coleccionescrf/), se realiz6 un primer cribado excluyendo las
entradas sin datos de pasaporte, redundancias y errores en la clasificacion taxonémica
o identidad varietal (detectados durante la multiplicacién/caracterizacion agro-
morfoldgica de las accesiones). A partir de este segundo conjunto de entradas se
realiz6 una seleccion posterior en funcion de datos de pasaporte y agromofologicos
(descritos a continuacién). De esta Ultima seleccidén se desarrollé una linea pura de
cada accesion mediante siembra espiga—surco durante tres ciclos de multiplicacion.
Estas lineas serdn denominadas a partir de ahora el subconjunto inicial (SC). En las
lineas se realizaron comprobaciones de la identidad varietal siguiendo las
descripciones de Gadea (1954) y los materiales del espigario que se encuentra

actualmente en el CRF-INIA.

3.2. Obtencién de los datos de pasaporte, agromorfolégicos y

moleculares de partida.

Los datos de pasaporte se han obtenido de las bases de datos CRF-INIA. Incluyen
datos de nombre local, provincia y municipio de colecta de la accesion. Estos datos
contienen coordenadas geograficas de latitud y longitud del municipio, asi como su
altitud.

Los datos agromorfolégicos incluyen: caracteres cualitativos y cuantitativos. Los datos
cualitativos se tomaron en Alcal4d de Henares durante la multiplicacién del material
gestionado por el banco de germoplasma del CRF-INIA. Se tomaron 8 caracteres
cualitativos siguiendo el descriptor para trigo (IBPGR, 1985): habito de crecimiento,
longitud de las barbas, rugosidad de barba, color de la barba, color de la gluma,
vellosidad de la gluma, densidad de la espiga y color de la semilla. Todos ellos

descritos en el Anejo 1.

El subconjunto inicial SC se seleccioné en un proyecto previo coordinado (RF2007-
00001-C05-05), basandose en los datos de pasaporte y agromorfolégicos cualitativos,

tomados en el propio proyecto. La seleccion del SC se ha validado en el presente
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trabajo confirmando que los rangos de los datos geogréficos y todas las clases de los

datos cualitativos de la coleccion de partida estaban representados en el SC.

Durante la campafia 2016 — 2017, el SC se sembrd en los campos del CRF-INIA en
Alcala de Henares y se caracteriz6 para los 8 caracteres cualitativos descritos
previamente, y para 5 caracteres cuantitativos: dias a espigado, dias a maduracion,
altura de planta, longitud de espiga y niumero de espiguillas por espiga. Todos ellos

descritos en el Anejo 1.

También se dispone de datos de marcadores genéticos y moleculares del SC. Los
datos moleculares se obtuvieron de un trabajo previo (Pascual et al., en revision).
Todas las accesiones del SC fueron analizadas mediante genotipado masivo con la
tecnologia DArTseq GBS (Kilian et al., 2012). Esta tecnologia permite obtener un alto
namero de marcadores dominantes de presencia/ausencia de fragmentos de ADN,
denominados a partir de ahora DArT, asi como un alto nimero de marcadores de
polimorfismo de un Unico nucleétido (SNP). En el caso de los marcadores DArT se
seleccionaron 59.276 marcadores tras excluir aquellos con idéntico perfil alélico en
todas las variedades y/o con méas de un 10% de datos faltantes. En el caso de los SNP
se seleccionaron 14.830 marcadores excluyendo aquellos heterocigotos, con idéntico
perfil alélico en todas las variedades, y/o con més de un 10% de datos faltantes. Se
empled la metodologia de filtrado descrita en Pascual et al. (en revision). Ademas se
realizo el andlisis de la estructura poblacional con marcadores DArT que clasificé las
entradas del SC en 4 poblaciones (Pascual et al., en revision). De este mismo estudio,
se extrajeron los datos disponibles de genotipado para el gen de vernalizaciéon Vrn-Al
relacionado con la transicién del crecimiento vegetativo a la etapa reproductiva (Chen
et al., 2013).

Ademas, se obtuvieron datos de perfil electroforético de proteinas del endospermo
(Pascual et al., en revision) para determinar los alelos de gluteninas de alto peso
molecular. Estas proteinas se analizaron mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12% en presencia de dodecilsulfato sédico, siguiendo el
protocolo de Payne et al. (1980).

3.3. Métodos de creacion de las colecciones nucleares.

3.3.1. Determinacién del tamafo de la coleccién nuclear.

Para la determinacion del tamafio de la Coleccion Nuclear se utilizaron los marcadores
DArT descritos previamente. Se realizaron simulaciones de selecciones de diversos

tamarnos, partiendo del 10% del SC. Las simulaciones se llevaron a cabo con el
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software BIO-R (Pacheco et al.,, 2016) desarrollado en el CIMMYT, que emplea el
algoritmo Core Hunter para realizar la seleccién (Thachuk et al., 2009). Al realizar las
simulaciones se maximizé la heterozigosidad (parametro He=1), para el resto de
pardmetros se mantuvieron los valores predeterminados en el software. Para cada una
de las simulaciones se calcularon los marcadores polimorficos. El tamafio
seleccionado fue aquel a partir del cual comenzaba a saturar la cantidad de

marcadores polimorficos.

Para los andlisis de los marcadores, asi como los analisis estadisticos posteriores se
utilizo el software R version 3.5.2 (R core team, 2018). En concreto para determinar los
marcadores polimorficos se empled la funcion “gl.report.monomorphs” de la libreria
“‘dartR” (Gruber et al., 2018a; Gruber et al., 2018b).

3.3.2. Métodos de seleccién empleados.

Coleccién Geografica-morfolégica (GM): Obtenida en el proyecto RF2007-00001-
C05-05. La coleccion se seleccion6 basadndose en los datos de pasaporte y la
caracterizacion agromorfolégica de los caracteres cualitativos ya descritos, tomados
en el proyecto.

Coleccién al Azar (AZ): Tomada al realizar una seleccion aleatoria de entradas del
subconjunto inicial SC. Para seleccionar las entradas, estas se ordenaron al azar y se
seleccionaron comenzando por la primera hasta llegar al tamafio 6ptimo determinado

anteriormente para la coleccion nuclear.

Coleccién sin estratificacion de las entradas (SE): Basada en el uso del algoritmo
Core Hunter, empleando los marcadores DArT. Al igual que en el caso de las
simulaciones, se maximizo la heterozigosidad (He=1). Se fij6 el nUmero de entradas
seleccionadas en base al tamafio 6ptimo de la coleccion nuclear determinado

previamente.

Coleccién estratificada (CE): Basada en selecciones realizadas dentro de cada una
de las 4 poblaciones identificadas en el SC por Pascual et al. (en revision). Primero se
determiné la diversidad genética (Ht) (Nei, 1973) dentro de cada una de las
poblaciones utilizando los marcadores DArT. Para ello se usé la funcién “basic.stats”
de la libreria “hierfstat” (Goudet, 2005). Después, teniendo en cuenta el tamafio y
diversidad se determiné el nimero de entradas a seleccionar en cada una de las
poblaciones, de forma que el nimero de accesiones seleccionadas de cada poblacion
fuera proporcional a su diversidad (en caso de haber menos accesiones en la

poblacion que el minimo calculado se tomaron todas). Por ultimo, se realiz6 la
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seleccion dentro de cada poblacién empleando los marcadores DArT, el algoritmo

Core Hunter y maximizando la diversidad (He=1), como se ha descrito previamente.

3.4. Validacion de la colecciéon nuclear.

3.4.1. Pasaporte.

Se analizé la presencia de los nhombres genéricos de trigos mas comunes (Candeal,
Chamorro, Jeja, etc.) recogidos por Gadea (1954) en las distintas colecciones
seleccionadas. También se analizd la representacion de los rangos geograficos de

latitud, longitud y altitud.

3.4.2. Datos agromorfologicos cualitativos.

Se llevé a cabo un examen de presencia/ausencia de las clases fenotipicas de cada
caracter. En paralelo, se efectu6 el célculo de las frecuencias de las clases fenotipicas
de los diferentes caracteres. Para detectar diferencias significativas entre el SC y cada
coleccion nuclear, se realizo un test exacto de Fisher (p-valor<0,05) sobre los conteos
de las clases fenotipicas (Fisher, 1954). Para ello se us6 la funcion “fisher.test” de la
libreria “stats” (R core Team, 2018). Se empled el mismo procedimiento para comparar
los alelos de las proteinas gluteninas de alto peso molecular y los alelos de

vernalizacion.

3.4.3. Datos agromorfoldgicos cuantitativos.

Para cada caracter cuantitativo se calcularon las medias, varianzas, coeficientes de
variacion y cuartiles 0, 50 y 100 que definen el rango de variacién del caracter. Para
analizar las diferencias significativas entre el SC y cada coleccion, se utilizé el test de
T de Student para las medias y el test de homogeneidad de Fisher para las varianzas
(p-valor<0,05). Ademas, siguiendo la propuesta de Hu et al. (2000), se calcul6 el
porcentaje de medias diferentes (MD), el porcentaje de varianzas diferentes (VD), el
ratio del coeficiente de variacion (VR% =1/m};Z;CV/CV; x 100) y el ratio de
coincidencia del rango (CR% = 1/m};1;R¢/R; X 100) de los caracteres en cada
coleccion frente al subconjunto SC. ElI CR y VR han sido disefiados para evaluar las
propiedades de una coleccidén nuclear respecto de la coleccion inicial, donde Rc es el
rango de la coleccion nuclear, R, es el rango de la coleccion inicial, CV¢ es el
coeficiente de variacion de la colecciéon nuclear, CV, es el coeficiente de variacion de la
colecciodn inicial y m es el nimero de caracteres (Hu et al., 2000). De acuerdo con la
propuesta de Hu et al. (2000) una coleccidon nuclear es representativa para un MD <
20% y un CR = 80%.
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3.4.4. Datos genéticos.

Para validar las colecciones nucleares se utilizaron los marcadores SNP del trabajo de
Pascual et al. (en revision). Por un lado, se calculé la diversidad genética Ht con
marcadores SNP en el conjunto SC y en las colecciones nucleares como se ha
descrito previamente. Por otro lado, se estimé para cada uno de los marcadores SNP
la frecuencia del alelo menos frecuente (MAF) dentro del SC. Los marcadores se
clasificaron en funcién del MAF en las siguientes categorias >0,1; 20,05; =0,03; >0,01
y <0,01. Finalmente, se determiné el nimero de marcadores fijados (monomarficos) en

cada una de las colecciones nucleares dentro de cada categoria.

Para visualizar la variabilidad genética contenida en las colecciones, se realizé un
andlisis de coordenadas principales (PCoA) con la funciéon “gl.pcoa” de la libreria
“dartR” (Gruber et al., 2018b). En dicho andlisis se incluyeron todas las accesiones del
SC y los marcadores SNP con un MAF>0,05. Posteriormente se representd la
variabilidad contenida en las coordenadas PCoAl y PCoA2, resaltando las accesiones

en funcién de si habian sido seleccionadas en las diferentes colecciones nucleares.

Por ultimo, se estimé el coeficiente de similitud de Gower o distancia de Gower
(Gower, 1971), que determina el grado de semejanza o similitud entre individuos. Este
coeficiente permite simultdneamente emplear variables cualitativas, cuantitativas y
dicotébmicas (Chavez et al., 2010). Para su calculo se empled la funcion “daisy”
seleccionando el parametro métrico “gower”, de la libreria cluster (Maechler et al.,
2018) partiendo de los datos de marcadores SNP, alelos de gluteninas, alelos del gen
Vrn-Al, y los caracteres agromorfolégicos cualitativos y cuantitativos. A partir del
coeficiente de Gower se determinaron dos distancias para cada coleccion nuclear. La
distancia A-NE que estima la distancia entre cada genotipo del SC y el mas cercano
en la coleccion nuclear, y la distancia E-NE que estima la distancia entre cada
genotipo de la coleccion nuclear y el genotipo mas proximo dentro de la misma

coleccion. Dichas distancias se estimaron como se describe en Odong et al. (2013).
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4. Resultados

4.1. Seleccién del subconjunto inicial.

El estudio partio de la coleccion de 763 accesiones espafiolas recolectadas en Espafia
y conservadas en el CRF-INIA de Alcald de Henares, Madrid. Se realizé un cribado de
estas accesiones en el que se eliminaron accesiones redundantes, las que en los
datos de pasaporte no tuvieran origen geografico ni nombre local, y los errores
taxondmicos (detectados con datos de control interno del banco y perfiles
electroforéticos de proteinas). El conjunto resultante constaba de 522 accesiones con
datos de pasaporte y agromorfologicos de caracteres cualitativos recabados durante la

multiplicacion rutinaria de las accesiones.

Partiendo de estas 522 entradas se redujo el nimero de accesiones, evitando la
perdida de variabilidad, para poder abordar su genotipado a gran escala. Para ello, en
un proyecto previo, se utlizaron datos geograficos de pasaporte y datos
agromorfolégicos cualitativos descritos en el Anejo 1. En total se seleccionaron 189
accesiones denominadas subconjunto inicial (SC) que representaran el conjunto de las
522 accesiones para diferentes tipos de caracteres (Tabla 1, 2 y 3).

Tabla 1. Comparacion de datos geograficos de pasaporte en el conjunto de partida y en el
subconjunto inicial (SC).

Latitud max. Latitud min. Longitud Oeste Longitud Este Altitud

522 | 433310N, Asturias |281820N, Sta.C. Tenerife [174928W, Sta.C. Tenerife| 41559E, Baleares | 10 - 1610

SC 433310N, Asturias |281820N, Sta.C. Tenerife |174928W, Sta.C. Tenerife| 41559E, Baleares | 10 - 1610

Los resultados indican que los datos de pasaporte del SC incluyen los rangos de los
datos geograficos del conjunto inicial (Tabla 1). Ademas, todos los nombres locales

genéricos estan también incluidos en el SC (Tabla 2).

Tabla 2. Nombres locales presentes en el conjunto de partida y el subconjunto inicial (SC).

Nombres locales 522 SC
Barbilla 15 5
Basto 5 1
Blanco 13 6
Blanquillo 12 5
Cabezorro 8 4
Candeal 34 6
Catalan 10 1
Chamorro 17 9
Hembrilla 11 2
Jeja, Xexa, Xeixa 40 8
Marcefo, Marcifio, Tremesino 13 1
Mocho 23 7
Negrete, Negrillo 43 14
Rojo 33 11
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Tabla 3. Comparacion de clases fenotipicas de los caracteres agromorfolégicos en el
conjunto de partida y en el subconjunto inicial (SC).

Habito de | Rugosidad | Color | Longitud | Densidad | Vellosidad | Color Color
crecimiento Barbas Barbas | Barbas Espiga Gluma Gluma | semilla
522 3-5-7 0-1 0-1-2-4 1-2-3-4 3-5-7-9 1-2-3 1-2-3 1-2
SC 3-5-7 0-1 0-1-2-4 1-2-3-4 3-5-7-9 1-2-3 1-2-3 1-2

Las diferentes clases fenotipicas de los 8 caracteres agromorfol6gicos también se
mantienen al realizar la seleccion del SC (Tabla 3).

Las 189 entradas pasaron por varios ciclos de autofecundacion para obtener lineas
altamente homocigoéticas. Posteriormente se realizé la comprobacion de la identidad
varietal. Durante el examen se detectaron errores mediante comparacion con las
descripciones varietales publicadas por Gadea (1954) y Sanchez-Monge (1957), con el
espigario, y con perfiles electroforéticos de proteinas prolaminas con granos
procedentes del espigario y/o del Banco del CRF. Los 26 errores de identidad varietal
(EIVs) detectados en el conjunto SC, fueron descartados para su seleccién dentro de

cualquier coleccion nuclear.
4.2. Creacion de colecciones nucleares.

Para la realizacion de las colecciones nucleares primero se ha determinado el tamafio
idoneo y luego se ha realizado la seleccién de las entradas mediante los métodos
descritos en Material y Métodos.

4.2.1. Determinaciéon del tamario.

Para la determinacién del tamafio idéneo de la coleccién nuclear se partié de 59.276

marcadores DArT polimorficos en el SC.

Para proceder a la determinacién del tamafio, primero se realizaron simulaciones
seleccionando distintos tamafios de coleccién (desde el 10% al 90% del tamafio del
subconjunto SC a intervalos de un 10-5%). Posteriormente se represento6 el nimero de
marcadores que seguian siendo polimérficos en cada seleccidn respecto al nUmero de
accesiones seleccionadas. En la Figura 1 se observa que a partir de 80 o 90
accesiones seleccionadas, el porcentaje de marcadores polimoérficos acumulados no
aumentaba con la misma intensidad. A partir de estos resultados se decidié que el
tamafo Optimo para la coleccién nuclear era 94 accesiones, un 18% de la coleccién

inicial de 522 accesiones.
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Figura 1. Representacién del numero de loci polimérficos respecto al nimero de entradas.

4.2.2. Seleccion de las entradas.

La existencia de algun error de identidad varietal (EIV) en el subconjunto inicial SC
obligé a eliminar esas entradas de la coleccién nuclear. Por ello, las entradas
marcadas con error de identidad y seleccionadas en primera instancia para formar

parte de la coleccion nuclear fueron sustituidas por otras con identidad correcta.

La coleccion basada en parametros geogréficos y agromorfologicos (GM) incluida en
este trabajo, y que consta de 84 accesiones, fue seleccionada en el proyecto (RF2007-
00001-C05-05) y descrita por Aparicio et al. (2010). En el presente trabajo, con el
descubrimiento de los EIV, se eliminaron las accesiones identificadas como tal,

quedando un tamafio final de 74 entradas distribuidas por 34 provincias.

La coleccion al azar (AZ) se cre6 seleccionando aleatoriamente 94 entradas sin incluir

entradas con EIV.

La coleccion sin estratificar (SE) se cre6 empleando el algoritmo Core Hunter como se
ha descrito en el Material y Métodos, seleccionandose 94 entradas, 13 de las cuales,
correspondian a EIV y se remplazaron por la entrada mas cercana de acuerdo a la

distancia de Gower.

La coleccién estratificada (CE) se basé en las 4 poblaciones descritas por Pascual et
al. (en revision). Para cada poblacion se analiz6 la diversidad de genética (Ht) usando
marcadores DArT (Tabla 4).

Tabla 4. Diversidad genética (Ht), y niumero de accesiones de cada poblacion en el SC vy
seleccionadas.

Poblaciéon 1 Poblacion 2 Poblacién 3 Poblacién 4
N° de accesiones por poblacion en SC 25 112 16 36
Diversidad de Nei (Ht) 0,21 0,32 0,13 0,23
N° de accesiones a seleccionar 23 34 14 24
N° de accesiones seleccionadas 21 37 10 26
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En la tabla 4 se muestra el nUmero de entradas por poblacién en el SC y el nUmero de
accesiones por poblacion a seleccionar en funcidn de la diversidad genética. EI N° de
accesiones seleccionadas indica cuantas se han seleccionado finalmente debido a la

presencia de EIV.

La seleccion de entradas de cada poblacion se hizo de forma que se maximizara la
heterocigosidad y que las entradas fueran lo mas diferentes posible en cuanto a
caracteres agromorfoldgicos y alelos de gluteninas de alto peso molecular (HMW-GS).

4.3. Validacion de las colecciones.

La validaciéon de las distintas colecciones se ha realizado comparando su variabilidad

con la del subconjunto SC siguiendo la metodologia descrita.
4.3.1. Datos de pasaporte.

Todas las colecciones cubren los rangos de latitud y longitud salvo la SE, que en
longitud oeste solo llega hasta Gerona y no incluye ninguna entrada de las islas
Baleares. La altitud queda cubierta practicamente en su totalidad en las cuatro
colecciones (Tabla 5).

Tabla 5. Rangos de datos geograficos en el subconjunto inicial SC, y colecciones al azar (AZ),
sin estratificar (SE), geogréfica-morfolégica (GM) y estratificada (CE).

Latitud max. Latitud min. Longitud Oeste Longitud Este Altitud
SC | 433310N, Asturias |281820N, Sta.C. Tenerife [174928W, Sta.C. Tenerife| 41559E, Baleares | 10 — 1610
AZ 433310N, Asturias |281820N, Sta.C. Tenerife |162421W, Sta.C. Tenerife| 31238E, Baleares | 63 — 1540
SE 433310N, Asturias |281820N, Sta.C. Tenerife [174928W, Sta.C. Tenerife| 14716E, Gerona | 22 — 1540
GM 433310N, Asturias [281820N, Sta.C. Tenerife |[174928W, Sta.C. Tenerife| 41559E, Baleares | 22 — 1610
CE 433310N, Asturias [281820N, Sta.C. Tenerife [174928W, Sta.C. Tenerife| 41559E, Baleares | 35 — 1540

Los nombres locales estan recogidos en casi todas las colecciones nucleares (Tabla
6). Salvo en la coleccion GM que no recoge nombres como “Blanco” y derivados, y

“Catalan”; y la coleccion SE que no contiene ninguna variedad del tipo “Hembirilla”.

Tabla 6. Nombres locales habituales en las variedades locales espafiolas segin Gadea (1954)
en el subconjunto inicial SC, y colecciones al azar (AZ), sin estratificar (SE), geografica-
morfoldgica (GM) y estratificada (CE).

Nombres locales SC Az SE GM CE
Barbilla 5 2 3 0 3
Basto 1 1 1 1 1
Blanco 6 2 2 0 3
Blanquillo 5 1 3 0 3
Cabezorro 4 0 2 2 2
Candeal 6 1 3 3 3
Catalan 1 1 1 0 1
Chamorro 9 5 3 6 5
Hembrilla 2 1 0 2 1
Jeja, Xexa, Xeixa 8 4 6 5 6
Marcefio, Marcifio, Tremesino 1 2 3 1 3
Mocho 7 4 2 1 2
Negrete, Negrillo 14 7 7 10 10
Rojo 11 6 1 4 1

N
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4.3.2. Caracteres agromorfoldgicos cualitativos y cuantitativos.

Las diferentes clases fenoldgicas descritas con anterioridad, estan completamente
representadas en las colecciones nucleares AZ, GM y CE. La coleccion SE no captura
dos clases fenotipicas: longitud de barba [2] y densidad de espiga [9] (Tabla 7). Sobre
estos datos se calcularon las frecuencias de las diferentes clases fenotipicas (Figura 2.
A-H); no se detectaron diferencias significativas entre el subconjunto SC y las

colecciones seleccionadas.

Tabla 7. Comparacion de clases fenotipicas de los caracteres agromorfolégicos cualitativos
en el subconjunto inicial (SC), y colecciones al azar (AZ), sin estratificar (SE), geogréfica-
morfolégica (GM) y estratificada (CE).

Habito de | Rugosidad | Color | Longitud | Densidad | Vellosidad | Color Color
crecimiento Barbas Barbas | Barbas Espiga Gluma Gluma | semilla
SC 3-5-7 0-1 0-1-2-4 1-2-3-4 3-5-7-9 1-2-3 1-2-3 1-2
AZ 3-5-7 0-1 0-1-2-4 1-2-3-4 3-5-7-9 1-2-3 1-2-3 1-2
SE 3-5-7 0-1 0-1-2-4 1-3-4 3-5-7 1-2-3 1-2-3 1-2
GM 3-5-7 0-1 0-1-2-4 1-2-3-4 3-5-7-9 1-2-3 1-2-3 1-2
CE 3-5-7 0-1 0-1-2-4 1-2-3-4 3-5-7-9 1-2-3 1-2-3 1-2

Los caracteres agromorfolégicos cuantitativos en las colecciones AZ, SE, GM y CE no
presentan diferencias significativas respecto al SC (Tabla 8). Los valores nulos
obtenidos en todas las colecciones para los pardmetros de evaluacion del porcentaje
de diferencias en medias (MD) y porcentaje de diferencias en varianzas (VD) indican

que el SC esta bien representado en las cuatro colecciones.

La coleccién SE presenta un coeficiente de variacion mayor que otras colecciones en
altura de planta y nimero de espiguillas por espiga. El ratio variable del coeficiente de
variacion (VR) y el ratio de coincidencia del rango (CR) son menores en la coleccion
GM. El CR es superior al resto en las colecciones CE y SE (Tabla 8). Cabe destacar
que el valor inferior del rango en el SC para los caracteres: dias a espigado y dias a
maduracion, se corresponde con EIVs que no pueden ser incluidos en ninguna de las
colecciones nucleares. Hecho que puede llevar a sobrestimar la diferencia entre el SC
y las colecciones. Al eliminar los EIVs, los rangos quedan en 155 — 188 dias para los
dias a espigado, y 199 — 216 dias para dias a maduracion.
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Tabla 8. Medias, varianzas, coeficientes de variacién y rangos de los caracteres agromorfolégicos cuantitativos

en el subconjunto inicial (SC), y las
colecciones al azar (AZ), sin estratificar (SE), geografica-morfolégica (GM) y estratificada (CE).

Media Varianza Coeficiente de variacion Rango
Caracter SC AZ SE GM CE SC AZ SE GM CE SC AZ SE GM CE SC AZ SE GM CE
Dias a espigado (d) 171,23 171,19 171,60 171,70 172,08 49,16 48,97 46,67 43,86 48,83 4,09 4,09 4,00 3,86 4,04 150'-188 155-188 157-188 155-183 157-188
Dias a maduracion (d) 206,86 207 206,89 207,07 206,90 11,34 10,54 10,86 9,08 9,59 1,63 1,57 1,60 1,46 1,49 197'-216 200-216 199-216 200-216 199-215
Altura de planta (cm) 88,27 88,19 87,74 87,39 8597 137,87 159,70 152,93 119,42 137,73 13,30 14,33 14,17 12,50 13,58 53-119 53-119 53-115 68-115 53-114

Longitud de espiga (mm) 117,03 119 118,54 117,31 11598 36554 38503 400,96 439,40 340,78 16,34

16,49 16,89 17,87 1583 59-168 59-153 67-168 59-168 59-168
Espiguillas por espigas (n°) 19,11 19,28 19,29 19,08 19,02 4,16 3,51 4,62 4,19

4,22 10,68 9,72 11,14 10,72 10,74 14-24 14-23 14-24 15-24 14-24
MD 0 0 0 0 VD 0 0 0 0 VR 99,18 102,07 97,47 97,92 CR 89,46 91,53 83,82 91,64

MD: Porcentaje de medias diferentes, VD: Porcentaje de varianzas diferentes, VR: Ratio del coeficiente de variacion, CR: Ratio de coincidencia del rango.

Ninguna de las diferencias fue significativa (p-valor<0,05) de acuerdo con el T test de Student y el test de homogeneidad de Fisher.
T valor correspondiente a una accesion con error de identidad varietal.
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Figura 2. Histograma de frecuencias de las clases fenotipicas de los datos agromorfolégicos
y alelos de vernalizaciéon en subconjunto inicial (SC), y colecciones al azar (AZ), sin
estratificar (SE), geografica-morfoldgica (GM) y estratificada (CE).

SC en gris, AZ en morado, SE en azul claro, GM en verde y CE en rojo. (A) habito de crecimiento,
(B) color de la barba, (C) rugosidad de la barba, (D) vellosidad de la gluma, (E) densidad de la
espiga, (F) color de la semilla, (G) color de la gluma, (H) longitud de barba, (I) alelos de
vernalizaciéon. NP: no presente.
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4.3.3 Marcadores bioquimicos y alelos del gen Vrn-Al.

Los alelos de gluteninas de alto peso molecular de los genomios A, B y D para los loci
Glu-Al, Glu-B1 and Glu-D1, respectivamente, han sido analizados en las 4
colecciones (Tabla 9). Todas las colecciones recogen los alelos del Glu-Al. La
coleccion AZ y GM pierden alelos en los loci Glu-B1 y Glu-D1. La coleccién SE solo
pierde un alelo del Glu-D1 y la coleccion CE es la Unica que contiene la totalidad de
alelos presentes en el SC. Esto es excluyendo los alelos nl del Glu-Al, y n7 y u del

Glu-D1 identificados en accesiones con EIV.

Tabla 9. Alelos de gluteninas de alto peso molecular en el subconjunto inicial (SC), y
colecciones al azar (AZ), sin estratificar (SE), geogréfica-morfolégica (GM) y estratificada
(CE).

Gluteninas Glu-Al Glu-B1 Glu-D1
SC a,b,c,nl’y | 7*+9,a,al,am,aq,d,e,f,h,i,n2,n3,n4,n5,u| a,c,d,h,j,,n6,n7"u’
AZ a,b,cy 7*+9,a,al,am,aq,d,e,f,h,i,n3,n4,n5,u a,c,d,h,j,l
SE a,b,cy 7*+9,a,al,am,aq,d,e,f,h,i,n2,n3,n4,n5,u a,c,d,j,l,n6
GM a,b,cy 7*+9,a,al,am,aq,d,e,f,h,i,n2,n3,u a,c,d,h,j,I,n6
CE ab,cy |7*+9,a,al,am,aq,d,e,fh,i,n2,n3,n4,n5,u a,c,d,h,j,I,n6

T Errores de identidad varietal
Los tres alelos del gen de vernalizacion del locus Vrn-Al, estan presentes en las

cuatro colecciones nucleares seleccionadas (Figura 2. I).
4.3.4. Validacion con marcadores SNP.

Se realiz6 un andlisis de escalado multidimensional PCoA para tener una
representacion global de la variabilidad genética y comparar como esta representada
esta variabilidad en las colecciones nucleares. En la Figura 3 Ay C se observa que las
colecciones AZ y GM no contienen ninguna de las accesiones situadas en la zona
central del PCoA. Ademas la coleccién GM no incluye las accesiones situadas en la

parte superior.
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Figura 3. Anélisis PCoA basado en los marcadores moleculares SNP.
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En gris se representan las accesiones del subconjunto inicial SC y en color morado la coleccion al

azar (A), azul claro la coleccion sin estratificar (B), verde la coleccion geografica-morfologica (C) y
rojo la coleccion estratificada (D).

27



Por otro lado se calculd el numero de marcadores SNP fijados en cada una de las
colecciones. Para ello se clasificaron los marcadores en funcion de la frecuencia del
alelo menos frecuente (MAF) en el subconjunto inicial SC (Tabla 10). Los marcadores
con alelos més frecuentes (MAF > 0,1) no se han fijado en ninguna coleccién. Los
marcadores con alelos comunes (MAF = 0,05) son polimorficos en las colecciones SE
y GM, mientras que se han fijado algunos en la AZ y CE. Para estos marcadores con
MAF = 0,05, el alelo menos frecuente esta presente en un minimo de 9 accesiones.
Los marcadores con alelos menos frecuentes (MAF = 0,03) que estan presentes en al
menos 6 accesiones, muy poco frecuentes (MAF > 0,01) que estan presentes en al
menos 2 accesiones, y raros (MAF < 0,01) que estan presentes en 1 accesion, se han
filado en mayor o menor medida en todas las colecciones. En total, la coleccion SE es
donde menos marcadores (6,3%) se han fijado, mientras que la coleccién GM es la

que contiene el mayor nimero de marcadores fijados (10,1%).

Tabla 10. Distribucién de marcadores SNP en el subconjunto inicial (SC), y colecciones al
azar (AZ), sin estratificar (SE), geografica-morfoldgica (GM) y estratificada (CE).

N2 de marcadores N2 de marcadores fijados respecto al SC

MAF SC AZ SE GM CE

>0,1 6376 0 0 0 0

20,05 8394 2 0 0 6

>0,03 10092 8 3 39 43
>0,01 14002 586 546 976 685
<0,01 828 453 388 526 419
Total 14830 1049 937 1541 1153

El andlisis de los marcadores SNP ha revelado que la diversidad genética es mayor en
la coleccion SE (Tabla 11), mientras que la distancia de Gower media ha sido mas
baja en la colecciéon GM. La distancia E-NE (distancia media entre cada genotipo y el
mas préximo de su conjunto) es mayor en todas las colecciones que en el SC, siendo
la mayor la de la coleccion GM. La distancia A-NE (distancia media entre cada
genotipo en el SC y el mas préximo en la colecciébn nuclear) es menor en las
colecciones AZy SE. (Tabla 11).

Tabla 11. Diversidad de Nei, distancia de Gower media y distancias E-NE y A-NE en el
subconjunto inicial (SC), y colecciones al azar (AZ), sin estratificar (SE), geogréfica-
morfologica (GM) y estratificada (CE).

Ht Gw med. E-NE A-NE

SC 0,20 0,189 0,073 -
AZ 0,19 0,191 0,081 0,043
SE 0,20 0,192 0,088 0,042
GM 0,19 0,187 0,097 0,051
CE 0,19 0,190 0,081 0,051
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5. Discusion

El objetivo principal del trabajo es el desarrollo de una coleccién nuclear espafiola de
variedades tradicionales de trigo blando (T. aestivum subsp. vulgare (Vill.)), que facilite
el acceso a la variabilidad genética y fenotipica de la coleccion inicial a investigadores
y mejoradores, y estimule las evaluaciones preliminares de germoplasma para

caracteres de interés (Crossa et al., 1993).

Esta coleccion debe representar las 522 variedades tradicionales espafiolas
conservadas en el CRF para las cuales se dispone de datos de pasaporte y caracteres
agromorfolégicos cualitativos. Para crear la coleccion nuclear, el primer paso ha sido
seleccionar un subconjunto inicial (SC) de 189 accesiones, representadas por un solo
genotipo homocigadtico, que incluian el rango geogréfico (latitud, longitud y altitud), los
nombres locales genéricos, y la variabilidad agromorfologica de las 522 variedades
locales de partida. Este subconjunto inicial ha sido evaluado en un mismo ambiente
para caracteres agromorfolégicos cuantitativos y cualitativos, y su diversidad ha sido
estudiada a nivel genomico con marcadores moleculares (DArT y SNP).

Estudios previos, con marcadores moleculares han permitido identificar cuatro
poblaciones en el subconjunto inicial (SC) y han mostrado la alta variabilidad genética
contenida en la coleccion de partida (Ruiz et al., 2002; Pascual et al., en revision). Este
hecho hace necesario determinar de manera precisa cual seria el tamafio adecuado
para capturar la mayor parte de la diversidad presente. Para ello se emplearon
simulaciones con el objeto de comprobar el porcentaje de marcadores polimorficos
que serian retenidos en colecciones en funcion de su tamafo (Figura 1). Una vez se
obtuvo este dato, para la eleccion final del nimero de entradas, se tuvieron en cuenta
dos principios empleados habitualmente para seleccionar una coleccidon nuclear
(Zhang et al., 2011). El primero esta relacionado con la eficiencia de seleccién, por lo
gue hay que encontrar un nivel de compromiso entre obtener la maxima ganancia de
diversidad genética y evitar acumular redundancia. El segundo se relaciona con la
validacién del muestreo, es decir se debe verificar que la variabilidad predominante
esté incluida en la coleccién nuclear. En base al primer principio y a las simulaciones
realizadas se estimo el tamafio 6ptimo en 94 entradas. Este tamafio supone un 18%
del conjunto de partida (522 accesiones), y esta dentro del rango (del 5 al 20%) que
segun Brown (1989a) permitiria retener al menos un 70% de la variabilidad. Este
tamafio es similar a la coleccién nuclear espafiola de trigo duro (Ruiz et al. 2013), y
cuyo SC presenta una variabilidad genética similar al SC del presente trabajo (Ht=

0,32 y 0,30, para 190 y 189 genotipos de trigo duro y trigo blando, respectivamente),
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estimada con los mismos marcadores moleculares por Pascual et al. (en revision).
Finalmente la calidad de las selecciones realizadas por 4 métodos diferentes fue
evaluada verificando que la diversidad fenotipica y genética estuviera bien
representada.

5.1. Validacion de las colecciones nucleares.

La representatividad de los caracteres agromorfolégicos y marcadores moleculares en
las colecciones nucleares respecto a las colecciones de partida, es lo que permite
evaluar la calidad de las mismas. La evaluacion de la diversidad con marcadores
genéticos es fundamental para validar una coleccion nuclear (Reyes-Valdés et al.,
2018). Un conjunto reducido de caracteres agromorfolégicos, controlados por unos
pocos genes, no son suficientes para estimar la variabilidad genética existente (Hu et
al., 2000; Balfourier et al., 2007), ademas su expresion esta influida por el ambiente.
Sin embargo, es necesario tener en cuenta que para validar una coleccién los
marcadores empleados deben ser diferentes a los usados para la seleccion (Odong et
al., 2013). En el presente trabajo se han empleado marcadores DAIT para la creacion
de las colecciones, mientras que la evaluacion de la variabilidad genética en cada
coleccion se ha realizado con marcadores SNP. Las cuatro colecciones propuestas
han sido capaces de capturan entre un 94 y un 90% de los polimorfismos tipo SNP,
siendo la coleccién GM, seleccionada Unicamente por caracteres agromorfolégicos, la
que presenta el mayor nimero de marcadores fijados (Tabla 10). Diferentes estudios
realizados con marcadores SSR han demostrado que una retencion de entre un 70 y
un 97% de los polimorfismos presentes en la coleccion de partida garantiza una buena
representacion de la variabilidad genética (Balfourier et al., 2007). De acuerdo con
Crossa et al. (1993) y Zhang et al. (2011), una coleccién nuclear debe capturar todos
los marcadores con alelos mas comunes (MAF > 0,1), y la mayoria de los alelos
comunes (0,1 =2 MAF > 0,05). Las cuatro colecciones analizadas incluyen la totalidad
de los alelos de alta frecuencia, y el porcentaje de marcadores con alelos comunes
que mantienen el polimorfismo varia entre el 100% (en SE y GM) y el 99,7% (en CE).
Estos resultados indican que las cuatro colecciones tienen una buena representacion
de la variabilidad genética. Los marcadores con MAF < 0,05, incluyen alelos poco
frecuentes y localizados, por lo que su inclusion requeriria aumentar en gran medida el
tamarfo de las colecciones nucleares y no suele merecer la pena (Marshall & Brown,
1975; Frankel et al., 1995; Odong et al., 2011; Zhang et al., 2011). Las colecciones
seleccionadas en el presente trabajo incluyen alrededor del 80% de estos alelos,
excepto la GM (77%). Las colecciones SE y CE son las que capturan la mayor

cantidad de polimorfismos raros (MAF < 0,01) debido a que las entradas se
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seleccionaron maximizando la heterozigosidad (Tabla 10). Cuando analizamos la
variabilidad genética en su conjunto, observamos que est4 mejor representada en las
colecciones SE y CE (Figura 3), en concordancia con este hecho se encuentran los
valores de diversidad genética Ht (Tabla 11).

Todas las colecciones incluyen la distribucion geografica del subconjunto inicial SC,
excepto la SE que no incluye ninguna entrada de las islas Baleares (Tabla 5). Esto
puede deberse a que las accesiones de las islas Baleares (Poblacion 2) sean
relativamente parecidas a otras accesiones provenientes de la Peninsula y no aporten
nueva diversidad, por lo que no habrian sido seleccionadas entre todas las del
subconjunto SC. Los caracteres agromorfolégicos cualitativos estdn bien
representados, en general, en todas las colecciones. Sin embargo, la coleccion SE no
incluye todas las clases fenotipicas de los caracteres longitud de barba y densidad de
espiga. Aungque no se trata de diferencias significativas, puesto que las clases
perdidas presentaban una frecuencia muy baja en el SC. Para evaluar los caracteres
agromorfolégicos cuantitativos se estimaron los parAmetros propuestos por Hu et al.
(2000). De acuerdo con estos autores una coleccién nuclear representa mejor la
coleccion inicial cuanto mas similares sean las medias de ambas colecciones (valores
bajos de MD) y mayor sea la variacion capturada (valores elevados de CR, VD y VR)
en la coleccién nuclear. Segun este criterio, las colecciones CE y SE son las que mejor
representan la variabilidad inicial, mientras que la GM no incluye algunos valores

extremos de los caracteres cuantitativos (Tabla 8).

Ademas de los marcadores moleculares SNP, se han evaluado otros marcadores
moleculares que se consideran interesantes para los mejoradores. Los alelos de
gluteninas de alto peso molecular tienen mucho interés en trigo blando por su
asociacion con la calidad panadera de la harina (Anjum et al., 2007), aunque estas
proteinas representan solo un 10% de la variabilidad de las proteinas de reserva
(Branlard et al.,, 2003). En este caso, la coleccidn que representa mejor esta
variabilidad alélica es la coleccion CE (Tabla 9). Los alelos de vernalizacion
determinan el hébito de crecimiento invernal o de primavera en trigo blando, y por
tanto estan implicados en la adaptacion del trigo a distintos ambientes (Distelfeld et al.,
2007). En este caso no se observaron diferencias entre el SC y las colecciones, por lo

gue no es un factor determinante para discriminar entre las colecciones (Figura 2 I).

Finalmente, para las cuatro colecciones se calcul6 la distancia media de Gower,
basada en los marcadores moleculares (SNP, loci Glu-1 y Vrn-Al), y los caracteres

fenotipicos (cualitativos y cuantitativos). Todas las colecciones mostraron una
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distancia media mayor entre sus entradas que la del SC, excepto la GM (Tabla 11). A
partir de la distancia de Gower se determinaron las distancias A-NE y E-NE que
permiten analizar las colecciones en su conjunto (Odong et al., 2013). EI menor valor
para la distancia A-NE observado en la SE indica que esta coleccion es la que mejor
representa las entradas del SC (Tabla 11) y maximiza la diversidad (Odong et al.,
2013). Todas las colecciones presentaron un valor de distancia E-NE mayor que el
SC, siendo mayores los de las colecciones GM y SE, lo que indica que las entradas de
estas colecciones nucleares son las mas diferentes entre si (Odong et al., 2013). En el
caso de la coleccién GM, hay que tener en cuenta que el analisis PCoA muestra que
dicha coleccion incluye un mayor niumero de entradas de grupos distantes (Figura 3
C), lo que puede explicar que la distancia entre las entradas sean mayores, a pesar de

no cubrirse la totalidad de la diversidad existente.

Los resultados han demostrado que cuando no se tienen grandes medios, una
coleccion seleccionada al azar puede ser Util si se parte de un subconjunto inicial bien
elegido, como ha ocurrido en este trabajo. Una coleccién basada Unicamente en datos
geogréficos y morfolégicos es Uutil, pero puede perder parte de la diversidad que no

esta representada fenotipicamente por los caracteres evaluados.

El algoritmo Core Hunter ciertamente ha resultado de interés para el desarrollo de una
coleccion nuclear en trigo blando, tanto para la creacién de la coleccién SE como CE,
gue son las que han mostrado mejor representacion de la variabilidad del subconjunto
inicial SC. De hecho 75 de las 94 entradas son comunes en ambas colecciones. La
coleccion CE, creada con el método estratificado y seleccionando las entradas de
cada poblacion de forma independiente, representa algo mejor los caracteres
fenotipicos cualitativos, alelos de gluteninas y la variacion geogréafica. En cambio, la
coleccion sin estratificar (SE) captura algo mejor la variabilidad genética y muestra una
mayor distancia entre las entradas. Este resultado contrasta con el obtenido en la
coleccion nuclear de trigo duro (Ruiz et al., 2013), donde la colecciéon CE capturaba
mayor diversidad genética. Este hecho podria ser debido a las diferencias en la
estructura poblacional entre las colecciones de ambas especies. En el caso de trigo
blando las accesiones de la poblacion 2 (la mas diversa) presentan un alto grado de
mezcla con las poblaciones 1 y 3 (Pascual et al., en revisién), mientras que en trigo
duro la coleccion incluia tres subespecies y poblaciones mas diferenciadas. En
resumen, teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se propone que la coleccion
espafiola de variedades tradicionales de trigo blando se base en la coleccién SE o la

CE seleccionadas en el presente trabajo.
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6. Conclusiones

1. Empleando simulaciones basadas en el algoritmo Core Hunter se ha conseguido
estimar el tamafio optimo para la coleccidon nuclear espafiola de trigo blando, que

resultd ser de 94 accesiones.

2. Los métodos de seleccion de colecciones nucleares aleatoriamente o con datos
geograficos y morfoldégicos son menos eficientes a la hora de conseguir representar en

su totalidad la diversidad genética contenida en el subconjunto inicial

3. A diferencia de lo ocurrido en el caso de la coleccion nuclear espafiola de trigo duro,
cuando trabajamos con trigo blando no existen grandes diferencias entre los dos
métodos fundamentados en la maximizacién de la heterocigosidad empleados en la

seleccidn de la coleccidn no estratificada y la coleccién estratificada.

4. El presente trabajo ha permitido disefiar cuatro colecciones nucleares y evaluarlas.
En base a los resultados obtenidos, la coleccion espafiola de variedades tradicionales
de trigo blando (T. aestivum subsp. vulgare (Vill.)) deberia escogerse entre las

colecciones nucleares sin estratificar o estratificada.
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ANEJO 1. DESCRIPTORES DE CARACTERIZACION DE TRIGO.

Caracterizacion realizada en el CRF, Finca la Canaleja, Alcala de Henares, Madrid.

Responsable de la caracterizacién Rosario Fité.

Toma de datos: Rosario Fité, M2 Jesus de Tomas.

Coordinacion: Magdalena Ruiz

Basados fundamentalmente en los descriptores para trigo publicados por el IBPGR (1985) y datos anteriores de otras
evaluaciones en el INIA.

Namero de banco. (NUMBAN).

Lugar de caracterizacién (LUGCAR): Lugar en el que se realizé la caracterizacién (acréonimo de la
Institucion.

Afio en el gue se realiz6 la caracterizacidn (ANOCAR): Lugar en el que se realizé la caracterizacion

(acronimo de la Institucion.

Nombre de la personaresponsable de la caracterizacion (NOMCAR).

Eechade siembra (FE_SIE) = fecha.
Dia-mes-afio. Se tomara aquella en que a partir de la siembra el terreno redna las condiciones adecuadas de
humedad para la germinacién de las semillas.

Eaja, (FAJAL

N° de la faja en que fue sembrada la muestra en el campo.

Testigo (T).
Muestra testigo, sefialada con una “T”. Si hay dos testigos por faja se indica “T1” 0 “T2"Seguln su posicion
al principio o final de la faja

Habito de crecimiento (HA_ CRE). Evaluado durante el ahijamiento (4-6 hijuelos aproximadamente 60
dias tras la nascencia).

3- postrado
5- intermedio
7- erecto

HA_CRE 3 HA_CRE5 HA CRE 7

Dias hasta espigado (DI_ESP). Desde la fecha de siembra hasta que media espiga emerja de la vaina en el 50%
de las plantas de la parcela.

Dias hasta la maduraciéon (DI_MAD). Desde fecha de siembra hasta que estdn maduras el 50% de plantas de la
parcela.
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Altura de la planta (cm) (AL_PLA). Tomada en la madurez desde el suelo a la parte final de la Ultima espiga sin
incluir las aristas. Valor medio de cinco plantas.

Rugosidad de las barbas (RU_BAR). Medida en laboratorio en madurez. Este caracter se toma por tacto, no es
necesario usar lupa.

1- asperas
2- lisas

Color de las barbas (CO_BAR). Medida en laboratorio en madurez.

1- blancas

2- negras en la base

3- negras (gris/negras para ssp. spelta)
4- rojas a marrones
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Longitud de las barbas (LO_BAR). Medida en el tercio central de la espiga en laboratorio y madurez. Valor
medio de 5 espigas.

1- ausencia. C si son caducas
2- semiaristadas: 1-3 cm

3- aristadas: 3-8 cm

4-aristas largas: >8 cm

LO_BAR 1

Densidad de la espiga (DE_ESP). Medida en el tercio central de la espiga en laboratorio y madurez. Valor medio
de 5 espigas:

3- laxa (D<20)

5- media (20-25)

7- densa (25-31)

9- muy densa (D>31)

D= ((n-1)* 100)/L

n: n° de espiguillas
L: longitud del raquis (mm) [desde el inicio, incluidas las estériles, hasta la
base de la espiguilla apical].

DE_ESP 9
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Vellosidad de la gluma (VE_GLU). Medida en el tercio central de la espiga en laboratorio y madurez. Se toma de
la gluma inferior del tercio central de la espiga.

1- lampifia : 1.1 brillante (s6lo T. monococcum)
1.2 opaca (s6lo en T. monococcum)

2- pubescente

3- vellosa (pelos muy largos)

VE GLU 3 | EGLUL
Color de lagluma (CO_GLU). Medida en el tercio central de la espiga en laboratorio y madurez.
1, blanco

2, rojo/marrén
3, purpura a gris/negro
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Color de la semilla (CO_SEM). Medida en el tercio central de la espiga en laboratorio y madurez.

1, blanco

2, rojo (rojo/marrén para ssp. spelta)
3, purpura

4, gris (s6lo ssp. spelta)

CO_SEM: 1 CO_SEM: 2 CO_SEM: 3 CO_SEM: 4

Si es dificil decidir, se puede usar la prueba del NaOH. Colocar los granos en una placa Petri+25 ml. de
NaOH 5% durante 60-90 min. Los granos rojos se ponen marrén anaranjado oscuro, los blancos viran a amarillos.

(LO_ESP). Medida en el tercio central de la espiga en laboratorio y madurez,
desde la base (sin incluir las espiguillas estériles), hasta el extremo de la espiguilla apical (sin incluir aristas). Valor
medio de 5 espigas.

8.7 8 9 01

<
«©




Numero de espiguillas por espiga (NU_ES ESP). Medida en el tercio central de la espiga en laboratorio y

madurez. N° total de espiguillas excluyendo las basales estériles, si las hay. Valor medio de 5 espigas.

OBSERV: Observaciones.
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