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1. Resumen y Abstract

Resumen

La conservacion de colecciones vegetales en los bancos de germoplasma, es una labor
importante para asegurar el mantenimiento de la diversidad genética. En el presente
trabajo, se ha realizado el genotipado de 90 accesiones de la coleccién de melocotonero
del banco de germoplasma de Zaragoza. Estas accesiones corresponden a material
autéctono cuyas caracteristicas pueden resultar Gtiles para la mejora genética de la
especie. El genotipado de estas accesiones, también ha permitido encontrar errores en el
etiguetado de las muestras y distinguir individuos duplicados, optimizando dicha coleccion
y facilitando el trabajo del mejorador. Otro de los objetivos de este trabajo es validar el
funcionamiento de la nueva versién del chip de genotipado de melocotonero lllumina
Infinium BeadChip 18K (de 18000 SNPs). Esta nueva version del chip de melocotonero, no
ha sido utilizada en otros trabajos de investigacion, lo que recalca la novedad de los
resultados obtenidos. La utilizacion de este chip, no solo ha servido para establecer las
relaciones de parentesco de las diferentes accesiones, sino también para el andlisis de la
diversidad genética. Esto ha permitido conocer la estructura poblacional, destacando las
variedades murcianas, cuyo fondo genético parece diferente al resto de accesiones
utilizadas. Esto sugiere un posible intercambio de material genético solamente entre las
zonas del norte de Espafia. La informacion obtenida en este trabajo sera de utilidad para
para la obtencion de nuevas variedades de melocotonero resistentes a enfermedades
emergentes cada afio mas problematicas como Corky Spot.

Palabras clave: melocoton, banco de germoplasma, chip de genotipado, SNP,
diversidad genética, fisiopatias, lllumina Infinium BeadChip 18K, material autéctono.

Abstract

Conservation of plant collections in germplasm banks is important to ensure the
maintenance of genetic diversity. In this work, the genotyping of 90 accessions of the peach
collection of the germplasm bank of Zaragoza has been carried out. These accessions
correspond to native material containing important characteristics that can be use to breed
this species. The genotyping of these accessions has also made it possible to find errors in
the labelling of samples and to discover duplicate individuals, optimizing the collection and
simplifying the work of the breeder. Another objective of this work is to validate the
effectiveness of the lllumina Infinium BeadChip 18K array (18000 SNPs). This new version
of the lllumina peach array (9000 SNPs) hasn’t been used until now, which highlights the
novelty of the results obtained. The use of this tool has not only served to establish the
genetic relationships of the different accessions, but also the analysis of genetic diversity.
This fact, has also allowed us to know the population structure, highlighting that varieties
from Murcia, whose genetic background seems different from the rest of accessions. This
suggest a possible exchange of genetic material between the north areas of Spain. The
information obtained in this work will be useful to develop new cultivars with resistance to
new and emerging diseases such as Corky Spot, which are more problematic each year.

Key words: peach, germplasm bank, SNP array, SNP,genetic diversity,
physiopathy, lllumina Infinium BeadChip 18K, native material.
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2. Objetivos

El objetivo principal del presente proyecto fue ampliar y clarificar la base documental del
banco nacional de germoplasma de melocotonero para la obtencion de nuevas variedades
resistentes a dafios en la conservacion postcosecha.
Se han dividido en 4 las fases llevadas a cabo para la consecucion del objetivo expuesto:
- Fase 1. Extraccibn de ADN de las muestras de los individuos con el genotipo
seleccionado y la medicién de la calidad de dichas muestras, asegurando que
cumplen los estandares establecidos para su posterior utilizacion en genotipado
masivo.
- Fase 2. Utilizacién del chip de genotipado comercial de lllumina para la realizacién
del genotipado.
- Fase 3. Clasificacion y filtrado de los datos de genotipado obtenidos con el chip y
determinacion final del genotipo de los individuos.
- Fase 4. Andlisis de la diversidad genética y estructura poblacional.

Este trabajo ha integrado una gran diversidad de métodos modernos y analisis genéticos
para la generacion de nuevo conocimiento para el melocotonero. La informacién obtenida
durante el desarrollo del presente trabajo, facilitara un manejo mas eficiente de las
variedades de melocotonero del banco nacional de germoplasma. Asi, los resultados finales
ayudaran a conocer qué individuos aportan valor y cuales no, ahorrando costes de
mantenimiento y espacio. A su vez, dicha informacién proporcionara a los mejoradores una
descripcion genética detallada a la hora de seleccionar los materiales mas idéneos para
sus programas de mejora.






3. Introduccidén

El género Prunus es uno de los principales exponentes de la familia Rosaceae, incluso
dentro de las Angiospermas. Esto se debe al gran nimero de especies que lo componen,
asi como a la importancia comercial de estas (Pérez-Zabala, 2007). En particular el
melocotonero (Prunus Persica (L.) Batsch), es un frutal de gran importancia en nuestro pais.
Sin embargo, la produccion y la calidad de este frutal se esta viendo afectada por la
aparicion de nuevas enfermedades, patdgenos y fisiopatias, cada vez mas emergentes
como consecuencia de los efectos derivados del cambio climético. En este sentido, los
objetivos de la mejora del melocotonero se centran en la resistencia a estas enfermedades
y fisiopatias y en la adaptabilidad a inviernos con temperaturas medias mas altas y
resistencia a la sequia (IVIA, 2018).

Las variedades modernas de melocotonero, resultado de la mejora de esta especie, son en
general mas productivas que las variedades tradicionales, sin embargo, estas nuevas
variedades pueden tener una rigueza genética mas reducida que las hace mas vulnerables
a los nuevos estreses bhidticos y abitticos. Para evitar la pérdida de la variabilidad
intraespecifica debido a la sustituciébn de las variedades tradicionales es necesario
investigar la variacion genética en las colecciones nacionales presentes en los bancos de
germoplasma, cuya misién consiste en la conservacion de los recursos genéticos con el
objetivo de evitar esta pérdida (CITA, 2020). De esta manera, el conocimiento de la
diversidad genética disponible en los bancos de germoplasma para su uso en los
programas de mejora, permitird enfrentar los estreses derivados del cambio climatico. Sin
embargo, actualmente no existe una caracterizacion genética exhaustiva de las colecciones
de melocotonero del banco de germoplasma nacional localizado en Zaragoza (CITA y
EEAD-CSIC).

3.1. Importancia del cultivo del melocotonero

3.1.1. Origen y expansion del cultivo de melocotonero

El melocotén (Prunus persica) cuyo origen se sitda en China (Wang y Zhuang, 2001), con
indicios de su cultivo que datan del Neolitico (Chen, 1994) se empez06 a domesticar a partir
de ejemplares silvestres.

Mediante las antiguas rutas comerciales de la seda, el melocoton llegd a Persia, tomando
la denominacion de fruta pérsica, por lo que a menudo se ha pensado, de manera errénea,
que era originario de dicho pais. El melocotdn llega a Grecia en el siglo IV a.C en torno al
afo 330, expandiéndose al resto de Europa hasta la Edad Media (Hancock y col., 2008).
En el siglo XVI, variedades de melocoton procedentes de Espafia y Portugal llegaron a
América, desde donde se extendieron al norte del continente (Skorza y Okie, 1990).



Finalmente, en el siglo XX se desarrolla la hibridacion y algunos métodos de propagacion
de semillas de variedades seleccionadas (Iglesias y Alegre, 2014).

3.1.2. Usos del melocotén

Con respecto a los usos del melocotén, en Espafa, el 86% de la produccion total de
melocoton se destina a las ventas para el mercado fresco y el 14% restante a la venta de
este producto para su transformacién en conservas, zumos y secado (MAPA, 2018). Este
porcentaje apenas ha variado en los Ultimos 10 afos, pues, aunque los gustos del
consumidor fluctian, la transformacién de esta fruta, ofrece un amplio abanico de
productos. El consumo propio, tanto para alimentacion animal como humana, aunque esta
contabilizado, no representa ni un 1% del total de destino de la produccion de melocotén
(MAPA, 2018). En la siguiente tabla se presentan la produccién de melocotdn destinada a
cada uso:

Tabla 1: Destino y produccion del Melocoton en Espafia

Destino de la produccién Produccion (Tn)
Consumo en fresco 1234705
Ventas
Transformacion 197281
Alimentacion animal 1117
Consumo propio
Alimentacion humana 4441

Nota. Fuente: Elaboracién propia a partir de los datos del MAPA (2018).

Si bien actualmente los usos del melocotdn se centran en su consumo, Sse estan
comenzando a abrir nuevas vias de aprovechamiento del melocotén y los subproductos que
este fruto genera. Una propuesta interesante, es el proyecto de Agropack, que plantea el
aprovechamiento de los subproductos del melocotén y otros frutales de hueso para el
desarrollo de bioenvases y otros envoltorios de uso agricola. El desarrollo del proyecto se
centra en la Regién de Murcia, proponiendo una solucion a los residuos producidos en el
destrio de la fruta de hueso, que se aprovechan para obtener un valor afiadido. Las
repercusiones sociales, ambientales y econémicas de este proyecto son notables, ya que



estos residuos suponen entre un 10% y un 28% de la produccion total de frutales de hueso
(Agropack, 2020).

3.2. Superficie y produccién en Espafa

Espafa es el tercer productor a nivel mundial de melocotdn, situandose detras de China e
Italia (FAO, 2018). Segun la FAO, la produccion de melocoton en Espafia en 2018 fue de
903809 toneladas anuales con una superficie que abarcaba 49868 hectareas de cultivo.
Respecto a la produccion, que se puede observar en la Figura 1, en los ultimos 10 afios
habia experimentado un crecimiento mas o menos progresivo, pero en 2018 presenta un
gran descenso. Los motivos de esta caida, se deben a varios factores, entre los que se
encuentran las condiciones meteorolégicas adversas que afectaron a practicamente todas
las zonas productoras de melocoton (MAPA, 2018). Las previsiones para 2020 han ido
disminuyendo conforme ha avanzado el afio. En la actualizacion del Boletin de fruta de
hueso del MAPA, a principios de septiembre de 2020, se plantean valores de produccion
muy inferiores a los de los Ultimos 7 afios. Una de las razones que se atribuyen a esta caida,
son las tormentas que se dieron en Aragén y Cataluiia (MAPA, 2020).
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Figura 1: Produccion de Melocotén y Nectarina en Espafia (2008-2018)
Nota. Fuente: Elaboracion propia a partir de datos recogidos de la FAO (2018).
La superficie dedicada a este cultivo, representada en la Figura 2, presentaba un
crecimiento progresivo hasta el 2015, pero comenzé a decaer en 2016 y en 2018 alcanz6

el valor méas bajo de los ultimos 10 afios. La superficie s6lo aument6 unas 32 hectéreas en
Castilla-La Mancha, mientras que las Comunidades Autonomas con mayor reduccion de
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superficie fueron Catalufia con 825 hectareas menos, Andalucia, que perdié 579 hectareas
y Aragén, reduciendo su superficie unas 388 hectareas (MAPA, 2019). Las razones por las
que se ha producido la disminucién en la superficie de cultivo, no son necesariamente
negativas; en los ultimos afios, se han estado desarrollando variedades mucho més
productivas que permiten intensificar el sistema de cultivo obteniendo la misma produccion
e incluso mayor en una superficie mas pequefia. No obstante, una de las razones mas
importantes era la de equilibrar la oferta y la demanda del sector (MAPA, 2019).
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Figura 2: Superficie de Melocoton y Nectarina en Espafia (2008-2018)

Nota. Fuente: Elaboracion propia a partir de datos recogidos de la FAO (2018).

3.3. Mejora genética del melocotonero

3.3.1. Grupos pomoldgicos

El melocotonero, es un frutal diploide y su nimero de cromosomas es 2n=2x=16 (Hancock
y col., 2008).

Debido a la gran variabilidad de caracteres que presenta este fruto, existen clasificaciones
en grupos pomoldgicos en funcion de sus caracteres morfolégicos que nos permiten
identificarlos facilmente. No hay un consenso establecido respecto a estas clasificaciones,
asi en ocasiones no se establece una diferencia clara entre el melocoton y el durazno. Otras
fuentes agrupan la nectarina y el brufion en diferentes grupos, al igual que ocurre con los
paraguayos Yy las platerinas. A continuacion, se encuentran los cuatro grupos pomologicos
que Rafael Cambra describié en 1984 para “Denominaciones de Melocotén”:



1. Durazno: La denominacion de durazno se aplica al conjunto de frutos de epidermis
vellosa y pulpa dura adherida al hueso. Las variedades tradicionales espafiolas son
duraznos (Cambra, 1984).

2. Melocoton: Son de pulpa mas blanda, tanto de color amarillo como blanco y poseen
el hueso libre o semi-libre. Su epidermis también es vellosa (Cambra, 1984).

3. Nectarina: Son frutos de piel lisa, no pubescente y pulpa fibrosa (Cambra, 1984).

4. Paraguayos: Caracterizados por su forma achatada, pueden ser de piel vellosa o
lisa, conociendo a estos ultimos como platerinas (Cambra, 1984).

3.3.2. Programas de mejora genética del melocotonero

El melocotonero, es una de las especies frutales que mayor dinamismo varietal presenta,
por lo que cada afio aumenta el nimero de variedades comercializadas. En los afios 70, se
registraron cerca de 200 variedades nuevas, Y la cifra fue aumentando, pues en la década
de los 90 ya se registraban mas de 1000 variedades nuevas de este fruto (Llacer y col.,
2009).

Actualmente, en el mundo se encuentran activos 59 programas de mejora genética de
melocotonero, de los cuales 12 se desarrollan en Espafa. Estos programas de mejora
pueden tener financiacion privada, publica o ambas, y proceden tanto de obtentores
privados, como de Universidades e Institutos de Investigacion (Cos-Terrer, s.f). En el Anexo
A, se exponen en una tabla todos los programas de mejora de melocotén activos, asi como
el tipo de financiaciéon de estos.

3.4. Principales problemas postcosecha

Existen una serie de factores que influyen en la postcosecha del melocotén y que es
importante tener en cuenta si se busca la calidad éptima del fruto. Estos factores, son los
siguientes:

° El grado de madurez en el que se recolecta el fruto, que condiciona tanto el sabor
como la calidad y vida util del fruto. Los melocotones que se recolectan inmaduros suelen
ablandarse de manera irregular y desarrollan una textura anémala. Por el contrario, los
melocotones que se recolectan demasiado maduros, tienen una vida postcosecha mucho
mas corta ya que se ablandan muy rapido volviéndose més sensibles a dafios mecéanicos
e infecciones (Crisosto y Costa, 2008).

° Concentracion de etileno en el almacén, una hormona vegetal que juega un papel
crucial en la maduracién del fruto. EI melocotén es una fruta climatérica ya que su
respiracion aumenta durante la maduracion. La exposicion a altos niveles de etileno acelera
la maduracién del fruto, por lo que es necesario controlar dichos niveles (Oria-Almudi,
2001).



° Problemas de deterioro, que se centran principalmente en los dafios internos y los
dafios por frio. Ambos fenbmenos estan ligados a la temperatura de almacenamiento. Los
dafios internos vuelven la carne seca y harinosa, mientras que, en los dafos por frio, es
frecuente la pérdida de sabor antes de que se manifiesten sus efectos (Crisosto y Labavitch,
2002).
° Si las temperaturas son demasiado bajas, la fruta se expone a dafios por frio y otras
deficiencias. Estos dafios incluyen incapacidad para madurar correctamente cuando la fruta
vuelve a temperatura ambiente, pardeamiento de la carne y lo que se conoce como
sangrado (Raminay col., 2008).
° El riego, ya que algunos de los efectos negativos que produce el estrés hidrico son
el aumento de defectos en la fruta, como suturas profundas y la formacién de frutos dobles.
Ademas, la produccién final también se ve reducida (Crisosto y Costa, 2008).
° Nutricion mineral, un importante factor en la calidad y en la vida til del fruto. Los
principales nutrientes minerales a tener en cuenta por su influencia son (Crisosto y Costa,
2008):
> EI Nitrdgeno en exceso causa un excesivo crecimiento vegetativo, produciendo
sombreado y muerte de las fructificaciones inferiores, ademas de retrasar la
madurez del fruto. También hace al fruto mas susceptible a lesiones y podredumbre.
Por el contrario, la deficiencia de este nutriente da lugar a arboles poco productivos,
de frutos pequefios y de poco sabor (Crisosto y Costa, 2008).
> El Calcio esta involucrado en numerosos procesos bioquimicos y morfolégicos. A
este nutriente, aunque no esta del todo claro, se le atribuyen fisiopatias como la
mancha vitrescente, que se relaciona con el metabolismo del calcio y el desarrollo
del fruto (Crisosto y Costa, 2008). Otra fisiopatia que actualmente ocasiona
importantes problemas en los cultivos es Corky Spot, una alteracion caracterizada
por grandes areas de piel marrén. Los dafios comienzan siendo externos y
evolucionan hacia el interior del fruto. En las primeras etapas se produce russeting
en la piel y el fruto se va deshidratando, la pulpa se vuelve oscura y con una textura
corchosa, que da nombre a la fisiopatia (Val-Falcon, 2017). La campafia de 2019-
2020 en la Region de Murcia, ha contado con la presencia de esta fisiopatia a niveles
preocupantes, provocando pérdidas, segun la informacion aportada por la empresa
Frutas Esther de Abardn. Su presencia se detectd hace unos 12-14 afios en
variedades de media estacion, sobre todo en afios de primaveras lluviosas y frias.
La mayor incidencia se observa sobre arboles jévenes y los sintomas se detectan
en camara tras la recoleccion cuando el dafio es mas leve, o en el campo antes de
la recoleccion si los dafios son mas graves. En los Ultimos dos afios se ha observado
gue el problema es méas acusado en Murcia y Extremadura que en otras zonas como
Lérida. Controlar el vigor, aportar Boro/Calcio, hacer podas de verano parecen ser
acciones efectivas para su control. Otras propuestas son el uso de sondas de
succion, analiticas, control de riego con camara de presion y sondas de humedad
entre otras (J. Gémez, Director Técnico Frutas Esther, comunicacion personal) se
estan desarrollando para acabar con este problema. El control genético de esta



enfermedad y las posibles fuentes de resistencia no se han determinado todavia en
melocotonero. Siendo este uno de los objetivos principales del proyecto nacional
(RTI12018-094176-R-C32) en el cual se ha enmarcado este trabajo.
> El Potasio es el nutriente mineral mas abundante en el melocotén, y su presencia
en niveles éptimos da lugar a un alto nivel fotosintético y una mejora de la calidad
de la fruta por reasignacion de azucares y acidos organicos (Crisosto y Costa, 2008).
> EIl Hierro absorbido por la fruta, cuando existe deficiencia de este, afecta a los
rendimientos y a la calidad del fruto. Ademas, el color del fruto también puede verse
afectado (Crisosto y Costa, 2008).
° Patogenos flngicos, los cuales generalmente penetran en el fruto mediante esporas
o conidios que se introducen a través de heridas extendiendo la infeccion. Suele producirse
por altas temperaturas de almacenamiento. Destacan los siguientes (Adaskaveg y col.,
2008):
> Podredumbre marrén (M. fructicola, M. laxa y M. fructigena) y podredumbre gris (B.
cynerea): la podredumbre marrén y la gris son las enfermedades postcosecha mas
comunes de los frutales de hueso. La causada por B. cinerea, suele presentar un
micelio algodonoso, mientras que Monilia spp. a menudo aparece en tonos muy
oscuros y sin esporulacion (Adaskaveg y col., 2008).
> Pudricién por Rhizopus, Gilbertella y Mucor: las frutas infectadas por Rhizopus
desarrollan un micelio algodonoso con diminutos esporangios negros. En las
infecciones por Gilbertella también se desarrolla un micelio algodonoso, pero mas
pequefio que el de Rhizopus y con esporangios oscuros y terminales. En la infeccion
por Mucor los esporangiéforos son mas largos y los esporangios son de color marrén
(Adaskaveg y col., 2008).
> Pudricion éacida (Geotrichum candidum): sus sintomas son liquido en
descomposicién, micelio blanco y descomposicién que llega a consumir el fruto por
completo. Provoca un olor caracteristico (Adaskaveg y col., 2008).

3.5. Importanciay conservaciéon de la diversidad genética

Los programas de mejora genética, como los comentados anteriormente, se ven afectados
por la baja diversidad genética intraespecifica presente en melocotonero. Esto se debe
principalmente a la auto-compatibilidad de esta especie homocig6tica y al bajo numero de
genotipos introducidos y usados en los programas de mejora genética (Badenes y col.,
2015).

Es evidente, que la diversidad genética proporciona la base fundamental para la resistencia
de los frutales a nuevas enfermedades o plagas y a la adaptacién a cambios en el clima.
Por tanto, la principal herramienta para los programas de mejora son los recursos
fitogenéticos. Estos recursos fitogenéticos se han conservado generalmente en los bancos
de germoplasma de cada pais, como en Espafia. Este tipo de conservacion fuera del habitat



natural de una especie se conoce como conservacion ex situ y puede desempeiiar un papel
importante en la proteccion contra la pérdida de la biodiversidad.

Claramente, los programas de conservacion “ex situ” complementan la conservacion “in
situ” (proteccidén y gestion de ecosistemas), ya que preservan a largo plazo el material
genético de accesiones locales o especies olvidadas. El objeto principal es conservar la
mayor cantidad de variabilidad genética en el menor nimero de individuos posible. Esto
nos permite tener un mayor conocimiento de las caracteristicas fenotipicas, fisiolégicas y
bioquimicas del material que se almacena en el banco de germoplasma y, ademas,
proporciona material vegetal para la utilizacion en programas de mejora genética de
especies cultivadas y en planes de reforzamiento, reintroduccion o introduccion (McNeely
y col., 1990).

La gestion de los recursos fitogenéticos comprende los siguientes pasos principales: su
conservacion, que consiste en la adquisicion de material vegetal (mediante la recoleccion
0 proteccion de reservas in situ, o mediante el intercambio de material ex situ), su
mantenimiento (como almacenamiento y propagacién), su caracterizacion (basada tanto en
el genotipo como en el fenotipo) y su utilizacion para la investigacion, los programas de
reproduccion o la produccion (Bretting y Widrlechner,1995).

Con respecto a su caracterizacion, los distintos genotipos de las especies frutales
tradicionalmente se han clasificado mediante descriptores bien definidos para cada una de
las especies. Se entiende como descriptor a una caracteristica cuya expresion (fenotipo) se
puede medir, registrar y evaluar de manera sencilla. Algunos ejemplos en frutales son: el
color del fruto, su tamarno, la fecha de maduracion, la fecha de floracién, o la resistencia a
los diferentes problemas postcosecha sefialados en el apartado anterior.

Sin embargo, esta caracterizacion fenotipica no siempre captura la diversidad y estructura
genética de una poblacion, ya que la formay la apariencia de un individuo no solo dependen
de una variable, sino que son bastantes las variables que influyen, como las
medioambientales y geogréficas entre muchas otras.

Asi, en ciertas ocasiones la documentacion y la informacion sobre las colecciones, son
escasas o imprecisas y la caracterizacion a nivel genético inexistente. En la actualidad, las
herramientas moleculares contribuyen a la gestion de los recursos fitogenéticos (Wambugu
y col., 2018).

3.5.1. Herramientas para estudiar la diversidad genética: Marcadores
moleculares

Como se ha comentado anteriormente, los marcadores moleculares nos estan ayudando a
conocer y conservar mejor la variabilidad genética de las especies cultivadas y las silvestres
afines (Bretting y Widrlechner, 1995; Lavi y col., 1994; Lee, 1995).
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Al genotipar, los marcadores moleculares, nos muestran las diferencias que hay en el
genotipo de diferentes individuos utilizando ensayos biol6gicos, normalmente su ADN
(InnoVine, 2016). Entre los usos de los marcadores genéticos se encuentran:

Conocimiento y uso del sistema reproductivos.
Seleccién asistida en mejora

Desarrollo de plantas transgénicas
Identificacion varietal

Uso en la agroindustria

Conservacion y uso de los recursos genéticos.

ok wbhPE

El ultimo de los mencionados “Conservacion y uso de los recursos genéticos”, es el que
claramente nos atafie en este trabajo. Los marcadores de ADN han sido utilizados en este
trabajo con el fin de documentar y describir la coleccién del banco de germoplasma de
Zaragoza, asi los analisis de genotipado masivo han ocupado gran parte de este trabajo.

3.5.1.1. Clasificacion de los marcadores moleculares

Segun Nuez y col. (2002), los marcadores de ADN, pueden clasificarse en dos grandes
grupos: los de restriccion/hibridacion y los basados en la reacciébn en cadena de la
polimerasa (PCR), tal y como vemos en la Figura 3:

Marcadores
moleculares de
ADN
1
1

Easados en Basados en
Restriccion- amplificacion
Hibridacion por PCR

|_ 1
I 1

AFLP

Figura 3: Clasificaciéon de los Marcadores Moleculares

Nota: Fuente: Nuez y col. (2002).

Los marcadores basados en la PCR, fueron una nueva generacién con una elaboracion
mas sencilla. Dentro de este tipo de marcadores, se clasifican en base a si la amplificacion
es con cebadores, con secuencias especificas (SSR, CAPS, SNPs, etc.) o con no
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especificas (aleatorios) (AFLP y RAPD) (Nuez y col., 2002). Los marcadores moleculares
amplificados por PCR con cebadores especificos, se clasifican a su vez en marcadores de
copia multiple y en marcadores de copia Unica. Dentro del grupo de marcadores de copia
Unica se encuentran los CAPS, los SCARs y los SNPs (polimorfismos de nucleétido unico,
en inglés Single Nucleotide Polimorphisms), que han sido descritos a continuacion de
manera mas detallada al ser los marcadores utilizados en este trabajo.

3.5.1.2. Marcadores SNPs

Los avances en la secuenciacion de alto rendimiento (del inglés Next Generation
Sequencing o NGS) del ADN, los programas informéaticos y la bioinformatica han hecho que
se haya extendido el uso de los SNPs (Heaton y col., 2002). Los SNPs son mutaciones
resultantes de la sustitucién de un solo nucleétido. Algunos autores so6lo consideran como
SNP una sustitucién de base, mientras que otros también consideran SNP a la insercion o
deleccién de una base (Martinez y col., 2010).

CACTTATTCAATATTAAT TATGATAAT GAAAT AAAGGT TAAGGTGGAT GGAACT
CACTTATTCAATAT TABT TATGATAAT GAAAT AAAGGT TAAGGTGGAT GGAACT

Figura 4: Ejemplo de SNP en 2 cadenas de Nucledtidos

Nota: Fuente: Martinez y col. (2010).

Los SNPs son por tanto de naturaleza bialélica, siendo cada alelo una pareja de nucleétidos;
es decir, un alelo puede ser Adenina-Timina o puede ser Citosina-Guanina. Las ventajas
de los SNPs son una mayor abundancia (Heaton y col., 2005), la estabilidad genética
(Markovtsova y col., 2000), una nomenclatura mas simple e idoneidad para el analisis
automatizado y la interpretacion de datos (Wang y col., 1998). Todo ello unido a un menor
coste, permite un genotipado de cientos o miles de SNPs que de forma combinada
proporcionan una capacidad de asignacion de parentesco superior a los paneles de menos
de 20 microsatélites utilizados habitualmente (Fernandez y col., 2013).

3.5.1.3. Genotipado masivo

Las técnicas de genotipado masivo son aquellas que permiten genotipar un gran nimero
de marcadores en una gran cantidad de muestras de manera automatizada. Habitualmente,
estos sistemas requieren un alto coste en infraestructuras, por lo que los ensayos suelen
realizarse en servicios centralizados (Bafiuls, 2019). Existen diversos tipos de sistemas de
genotipado masivo, como los sistemas fijos de arrays, los sistemas flexibles (Tagman,
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KASP) o los sistemas basado en NGS como Genotyping by Sequencing (GBS) (Bafiuls,
2019), siendo los sistemas fijos de arrays o chips de genotipado los que han sido utilizados
en este trabajo.

El chip se disefia utilizando la tecnologia de hibridacién, basandose en el principio
bioquimico de que un nucleétido se une con su complementario formando parejas de bases.
El chip contiene cientos de miles de sondas (oligonucledétidos fijos) con secuencias Unicas,
por lo que cada sonda esta disefiada con el objetivo que se le una secuencia de ADN
especifica, tal y como se muestra en la Figura 5:

Figura 5: Deteccion de los SNPs mediante Fluorescencia

Nota. Fuente: LaFramboise (2009).

Los SNPs se detectan porque los oligonucleétidos disefiados para cada locus no coinciden
entre si en un sitio especifico, que seria en el del SNP (nucledtidos individuales). Al hibridar
con los fragmentos de ADN genomico, los oligonuclettidos se unen solo con sus
complementarios, y los que no complementan se lavan. El resultado de esa union puede
tomarse como sistema de deteccion, marcando con distintos tipos de fluorescencia los
nucleétidos (Martinez y col., 2010).

Los chips de genotipado, se disefian secuenciando muchos individuos, para obtener una
gran variabilidad y por tanto muchos SNPs. Una vez obtenido el chip se realiza el
genotipado de los individuos a estudiar, lo que nos permite saber qué alelos tiene ese SNP
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en cada individuo. Asi, podemos conocer cuantos SNPs tiene cada individuo y si son
homocigéticos o heterocigoticos para un alelo u otro.

Posteriormente se debe realizar un procesamiento informatico de los datos generados con
los chips de genotipado, para poder interpretarlos y poder exportarlos para su uso en
diferentes andlisis a posteriori. Este proceso conlleva desechar aquellos marcadores SNPs
gque nos pudieran llevar a una interpretacion errénea del genotipo de un individuo para dicho
marcador. Para llevar a cabo esta importante tarea existen multiples programas, entre ellos:

GenomeStudio

Es un programa con el que se pueden visualizar y analizar los datos generados por los
sistemas de Illumina, como iScan. Admite el analisis de genotipado de datos de chips de
ADN, también conocidos como “microarrays”. Las herramientas, de rendimiento éptimo y la
interfaz gréafica de comodo manejo, permiten convertir los datos en resultados significativos
de una forma facil y sencilla (lllumina, 2020).

La funcion principal de GenomeStudio en este trabajo, es la transformacion de la lectura
del chip (lectura de la fluorescencia para cada SNP e individuo), en informacién genotipica
que nos diga qué alelos tiene cada individuo para cada SNP.

El nivel de intensidad de fluorescencia de cada sonda, representa la solidez de la sefal
para cada alelo. Tras medir los niveles de fluorescencia de las 2 sondas, procedentes de
muchos individuos, GenomeStudio aplica un algoritmo segun los niveles de fluorescencia,
que permite distinguir a los individuos en cllsteres o grupos segun su clase genotipica AA,
AB y BB (Zhao y col., 2018). GenomeStudio denomina alelo A, a la pareja Adenina-Timina,
y el alelo B a la pareja Citosina-Guanina (Vanderzande y col., 2018). Estos clusteres, se
pueden ver representados graficamente en Figura 6 obtenida de GenomeStudio:
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Peach _AQ 0074115

| BN |
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21 37 32

Morm Theta
Figura 6: Grafica de GenomeStudio para un determinado SNP

Nota: Fuente: GenomeStudio.
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En la Figura 6, podemos ver la grafica obtenida para un SNP. El eje Y, Norm R, representa
la totalidad de la fluorescencia, y el eje X, Norm Theta, representa el ratio de la intensidad
alélica, correspondiente al alelo B. Cada punto representa un individuo: el cluster rojo,
representa el genotipo AA, el clister morado representa el genotipo AB y el clister azul
representa el genotipo BB (Staaf y col., 2008; Zhao y col., 2018). Los numeros que aparecen
bajo la gréafica (21,37 y 32 en este caso), nos indican el nimero de individuos que se ha
asignado a cada clase genotipica.

Assist

ASSIST (de su definicién en inglés Automatic SNP Scorlng Tool) es una herramienta que
permite asignar, filtrar y clasificar los SNP del chip de lllumina Infinium de manera mas
rapida y eficiente que GenomeStudio. Este programa esta especificamente disefiado para
chips de genotipado masivo. Segun se describe en el manual, ASSIST requiere las
siguientes matrices de datos exportadas de GenomeStudio, como:
1. Final Report de GenomeStudio: incluyendo los valores de Theta, R y GenTrain
Score para cada SNP e individuo.
2. DNA Report de GenomeStudio: incluyendo valores de Call Rate, No Calls,
Frecuencias de alelos Ay B, para cada individuo.
3. Pedigri: consiste en una hoja de célculo en el que se indica los parentales de cada
individuo. En este caso, al no conocer los parentales, se dejé en blanco.
4. Mapa fisico: consiste en una hoja de calculo en la que se indica el cromosoma y
posicion fisica de cada SNP.
Se puede emplear en el analisis de diferentes tipos de poblacion (F2, germoplasma o F1).
El resultado final se puede exportar en diferentes formatos segun el analisis posterior, como
el mapeo genético o la asociacién de caracteres y marcadores (Di guardo y col., 2015). Es
necesario como etapa final del genotipado, incorporar esta nueva informacioén generada por
ASSIST al programa GenomeStudio para una visualizacion final y mas detallada de cada
SNP.

3.5.2. Herramientas para estudiar la diversidad genética: Programas
estadisticos

Los avances en las tecnologias de genotipado masivo como los comentados anteriormente
y la produccion de gran cantidad de datos a un ritmo sin precedentes, ha requerido el
desarrollo y el uso de nuevos programas informaticos. Estos programas permiten manejar
y extraer toda la informacion incorporada mediante andlisis clasicos y més sofisticados en
el estudio de la diversidad genética dentro de las especies. Una descripcion completa de
algunos de estos programas como Genepop, Fstat, Arlequin, o MEGA, entre otros, ha sido
recogida en el trabajo de Excoffier y Heckel (2016). Ademas, en los ultimos afios se han
desarrollado gran cantidad de paquetes estadisticos dentro del entorno de R como
PopGenReport, hierfstat, poppr, SpadeR, StrataG. Algunos de los programas mas
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destacados (y utilizados en este trabajo) en el andlisis de la diversidad han sido descritos a
continuacion.

DiveRsity

Esta herramienta nos da la informacion necesaria para realizar un buen analisis de
diversidad genética y poder describir la diversidad presente en cada especie. DiveRsity es
un paquete con multiples funciones y entorno de programaciéon R, que fue creado para
calcular medidas de diversidad genética en poblaciones por diversos investigadores
(Keenany col., 2013). Esta infraestructura de trabajo que nos provee DiveRsity nos permite
obtener estadisticas de diferenciacion genética, asignacion de ascendencias, subdivisiéon
entre poblaciones, asi como parametros de poblacion basicos como frecuencias alélicas,
heterocigosidad observada/esperada y pruebas de Hardy-Weinberg.

Plink

Este programa permite analizar grandes bases de datos, como gran cantidad de
marcadores moleculares usados en muchos individuos, lo que permite manipularlos y
analizarlos en su totalidad (Pizarro, 2018). Es un programa de cddigo abierto y gratuito que
se ha disefiado para realizar estos analisis a gran escala de manera muy eficiente. Esta
enfocado puramente en el analisis de datos genotipo/fenotipo (Brigham & Women's
Hospital, 2017). Uno de los analisis que nos permite PLINK 1.07 es el estudio de las
relaciones de parentesco. Para ello se calcula la identidad por descendencia (en inglés
Identity-By-Descent (IBD)).

Structure

El software Structure es un programa que sirve para investigar la estructura de una
poblaciéon con informacion genotipica obtenida con marcadores comunes como SSR o
SNPs, basandose en algoritmos iterativos Bayesianos. Su uso incluye la deduccién de
distintas poblaciones dentro de la muestra, asighando individuos a poblaciones y
estudiando zonas hibridas (Pritchard y col., 2000).

La nueva version de Structure, denominada fastStructure, ha mejorado el modelo de
inferencia de este utilizando un marco bayesiano variacional, lo que le convierte en una
version mas eficiente ante un elevado nimero de datos de genotipicos (como los generados
en este trabajo), estando escrito en Python 2.

Con estos programas podemos situar varios escenarios, marcando un numero K, de
poblaciones o cluster, viendo que poblacién asigna a cada individuo, o si lo asigna a dos o
mas poblaciones. Estas poblaciones se diferencian entre si, por un conjunto de frecuencias
alélicas para cada locus (Pritchard y col., 2010).

Cada individuo, por tanto, tiene un coeficiente estimado de afiliacién (o coeficiente de
mezcla) a cada poblacién definido como g, con un valor maximo de 1, de forma que ese
valor para cada individuo puede repartirse en una o varias poblaciones, segin su genotipo
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y el analisis llevado a cabo por Structure (Pritchard y col., 2010). Cada escenario con un
namero K de cllsteres, se puede ver representado en una gréfica, de forma que en el gje
Y tenemos el valor de g, y en el eje X, nos encontramos a cada individuo representado por
una barra vertical. Esta barra vertical, estara coloreada con un color representativo de cada
claster, en proporcion al valor de q de cada individuo para cada cluster (Pritchard y col.,
2010). En la Figura 7 podemos ver un ejemplo:

4
=4

:j882&2:?E::’ESZS:SPZK?:R:ZSS?:12!29?35:8R15;E3725:8?5728$5!23GSQﬂESELﬂSErﬁisﬁGfifiaaiifﬁﬁiﬁ

Figura 7: Representacion Grafica de un Cluster (K=3)

Nota. Fuente: Structure.
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4. Material y Métodos

Todas estas metodologias empleadas y los diferentes materiales usados en este trabajo se
describen a continuacion. En el Anexo B se observa una descripcion esquematizada de
todos los métodos y herramientas utilizadas en este trabajo.

4.1. Material Vegetal

Para la elaboracion de este trabajo, se ha contado con 90 accesiones (84 nacionales y 6
extranjeras) de melocotonero procedentes de la coleccién nacional de frutales del Centro
de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragéon (CITA) y de la Estaciéon
Experimental de Aula Dei (EEAD-CSIC). En la seleccion, encontramos variedades
representativas tanto de melocoton de carne dura amarilla como de melocotén de carne
dura blanca y en menor medida de paraguayo y nectarina. En cuanto al origen de las
variedades de durazno, predominan las variedades espafiolas y americanas.

Las accesiones de variedades espafiolas, provienen principalmente de la Regién de Murcia,
de Aragon, tanto de Huesca, como de Zaragoza y Teruel, también de Lérida, de Navarra, y
algunas accesiones que proceden de La Rioja y Valencia (Figura 8). Debemaos recordar que
el fenotipo concreto de cada accesién no ha sido objeto de estudio y evaluacion en este
trabajo. Toda la informacién ha sido recabada de diferentes fuentes como diversos trabajos
de investigacion publicados.
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Figura 8: Origenes de las Variedades Espafiolas presentes en el Trabajo

Nota: Elaboracion propia.
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No todas las variedades presentes en este trabajo son variedades comerciales o
tradicionales, de las que se conocen ampliamente sus caracteres morfoldgicos. Algunas de
estas variedades estan apenas documentadas, por lo que sera la informacién genética, que
es el fundamento de este trabajo, la que nos proporcionara dichos datos para ampliar la
informacién de estas variedades en el banco de germoplasma.

Antes de proceder a la descripcion de las variedades documentadas, es necesario aclarar
una serie de términos en relacion con las caracteristicas de estas variedades. Es frecuente
encontrar el fruto designado como “melting” o “non-melting”. Este término indica la textura
del fruto, que puede ser fundente y no fundente. La textura fundente o “melting” indica que
el fruto pierde firmeza durante la etapa postcosecha, mientras que una textura no fundente
0 “non-melting” sefala un mejor mantenimiento de la firmeza durante dicha etapa. Los “non
melting” son los tipicos melocotones de Calanda, o melocotones aptos para conserva.
También es frecuente sefalar la adherencia del hueso a la carne como un caracter de
interés, siendo “freestone” frutos de hueso libre y “clingstone” frutos de hueso adherido. Por
ultimo, el color de la pulpa va a ser otro de los datos a tener en cuenta. Aungue en la guia
descriptiva de la Unién Internacional para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales
(UPOV) son 7 los colores descritos, las variedades presentes en este trabajo se clasifican
Unicamente como variedades de pulpa blanca o de pulpa amarilla.

A continuacién, podemos dividir en 2 grandes grupos las variedades tratadas en el presente
trabajo, cuya clasificacion por origenes se puede consultar en el Anexo C:

1. Variedades con origen y caracteristicas conocidas

Entre las accesiones de variedades documentadas de melocotdn procedentes de Aragon,
encontramos sobre todo variedades de frutos gruesos o medio gruesos (Campillo Rocho) y
redondeados, que presentan colores de piel que van desde el rojo intenso (Zaragozano y
San Lorenzo), al amarillo con chapa rojiza (Maluenda 2375) (Ayala Delgado, 1984). Entre
estas accesiones, encontramos variedades tipo “melting” o de textura fundente, como
Blanco Tardio y las variedades de paraguayo Villamayor y San Mateo, todas procedentes
de Zaragoza. Estas variedades ademas coinciden en el color de la pulpa, que es blanca.
Paraguayo Jota también es una variedad de paraguayo de pulpa blanca procedente de
Zaragoza, sin embargo, no se dispone de informacion acerca del tipo de textura que
presenta. No obstante, es mas frecuente que las variedades tengan una textura no
fundente, como Gallur, Miraflores, Miraflores Serapio, Escolapio, Borracho de Jarque, L2-B
y Montamar en Zaragoza y Pigat, Fulla, Comodin, Moret y San Lorenzo en Huesca. Todas
estas variedades poseen ademas la pulpa amarilla. También son variedades aragonesas
de pulpa amarilla y textura no fundente Amarillo Temprano (Ebro), Duraznillo 42B, Sunmel
1, Sunmel 2 y Risol. Sin embargo, no todas las variedades de pulpa amarilla son de textura
no fundente ni todas las de pulpa blanca de textura fundente. La mayoria de las variedades
de Huesca de las que se posee informacién, son de pulpa blanca y textura no fundente
como Binaced, Fraga B.D., Pigat Susagna y Pomar. Las variedades zaragozanas Sudanell
3099 B.D., Montafiana y Villamayor B.D. también poseen la pulpa blanca y una textura no
fundente. Ademas, una de las variedades de Teruel, Valdeltormo B.D., también es de pulpa
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blanca y textura no fundente. Calanda Sonrosado, la otra accesion de Teruel, es también
de textura no fundente, pero tiene la pulpa amarilla (Bouhadida y col., 2011; Font i Forcada
y col., 2014; Badenes y Zuriaga, 2016).

La Unica accesion procedente de Valencia, Utiel B.D., es una variedad de pulpa blanca y
textura no fundente (Badenes y Zuriaga, 2016).

Las accesiones de las variedades de melocotén documentadas y originarias de Navarra,
son 9 variedades de textura no fundente, 6 de pulpa blanca, Tambarria B.D, Deja-1, Deja-
2, Deja-3, Montes de Cierzo y Valentin B.D, y 3 variedades de pulpa amarilla, Campiel
Montes de Cierzo, Rojo de Azagra y Rojo de Tudela (Bouhadida y col., 2011; Font i Forcada
y col., 2014; Badenes y Zuriaga, 2016).

Las accesiones de variedades de melocotén que proceden de Catalufia, y en concreto de
Lérida son muy variadas. Entre estas se halla el grupo de las Sudanell (S), S. 1y S. 2, de
textura no fundente y pulpa amarilla. Este grupo, de gran importancia, se caracteriza por
ser de frutos gruesos y redondeados, con piel amarilla y una pequefia chapa roja. La
diferencia principal entre estas variedades se debe a su etapa de maduracién (Ayala
Delgado, 1984). Ademas, se sabe que la variedad S. 2 es de un vigor algo superior a S.1,
y que S.1 presenta una produccién algo menor respecto a esa variedad (Navarro, 1995).
También son variedades de pulpa amarilla y “non-melting” procedentes de Lérida las
accesiones Rojo del Rito, Tipo Rojo del Rito, Rojo-Amarillo Septiembre, Amarillo Oct., Roig
de Aitona, La Escola y San Jaime, destacando esta ultima por su forma ligeramente
alargada. Una de las variedades de Lérida, Buisan, es de pulpa blanca y textura fundente
(Bouhadida y col., 2011; Font i Forcada y col., 2014; Badenes y Zuriaga, 2016).

La Unica variedad procedente de La Rioja, la variedad Generoso, es de textura no fundente
y de pulpa amarilla (Badenes y Zuriaga, 2016).

Dentro de las accesiones de variedades descritas procedentes de Murcia, encontramos
principalmente variedades tradicionales. En un grupo tenemos los distintos Calabaceros
(C), C. Deleite, C. Soto, C. Rincén C. Rancho y C. Candelo. Estos en general presentan
una forma redondeada, aunque a veces presentan formas poco asimétricas (C. Soto) o
irregulares (C. Deleite). La epidermis de los calabaceros varia desde una epidermis amarilla
anaranjada y una leve chapa roja (C.Deleite), una epidermis con bastante vellosidad y color
amarillo anaranjado con una leve chapa rojiza (C. Soto) o una epidermis con algunos tonos
rojos (C. Rincon). El calibre de los calabaceros varia desde medio (C. Rincon y C. Soto) a
buen tamario (C. Deleite). Otro grupo son los Jeronimos (J), J. Copia, J. Ortiz, J. Prasio, J.
Espuiia y J. Balate. Tienen un calibre generalmente mediano, aunque alguna de las
variedades presenta un menor tamafo (J. Copia). Suelen ser de forma redondeada, sin
embargo, alguna variedad presenta una forma mas achatada y asimétrica (J. Prasio). Son
variedades de piel vellosa con tonalidades desde el amarillo al naranja pélido (J. Copia 'y J.
Prasio). Por lo general presentan una chapa de color rojo intenso o algo mas leve en otros
casos (J. Prasio). Por ultimo, el grupo de las Marujas (M), M. Tradicion, M. Alquibla, M.
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Perfeccion, M. Tejar y M. Argos. Este grupo presenta variedades de piel muy vellosa, con
una coloracién desde el amarillo mas dorado (M. Tradicion y M. Alquibla) al amarillo-
anaranjado (M. Perfeccion y M. Tejar) y usualmente con chapa rojiza. El calibre de los frutos
va desde mediano (M. Alquibla y M. Perfeccion) a algo mas pequefio (M. Tradicion) y tienen
formas muy variadas, hay variedades de frutos mas ovalados y &pice bastante marcado (M.
Tradicion y M. Alquibla), variedades de fruto mas redondeado (M. Tejar) o de forma esférica-
aplanada (M. Perfeccion) (Duran, 1993). Otra de las variedades de procedencia murciana,
pulpa amarilla y textura no fundente es Brasilefio Elipe (Badenes y Zuriaga, 2016).

Por dltimo, no todas las variedades presentes en este trabajo son variedades de
procedencia espafiola. Dos de las accesiones de variedades de melocotén de las que se
tienen datos, son variedades tradicionales, de pulpa amarilla y textura no fundente,
procedentes de Estados Unidos. Entre ellas encontramos Andora, una variedad tradicional
poco vigorosa y de forma redonda, tipo pavia, al igual que Vivian, de tamafio medio y algo
mas achatada, con piel amarilla y de tonos rojizos (Ayala Delgado, 1984). Otra de las
accesiones americanas documentada, es Aniversario, variedad de nectarina de pulpa
amarilla, con piel de tono rojo y un calibre de medio a grande. Esta variedad es originaria
de Argentina (Valentini y Daorden, 2011).

El color y la forma de los frutos de algunas de las variedades descritas en este apartado
puede verse en el Anexo D.

2. Variedades con origen conocido, pero caracteristicas desconocidas

Algunas de las accesiones de este trabajo no presentan una descripcion evidente y
establecida en la literatura. Asi, las variedades de las que no se posee informacion y que
proceden de Aragon son: CD-RCH, Paraguayo Almudi, Paraguayo Almunia, Paraguayo
Niqui, Pavia Amarilla de Tolosa y Pavia Blanca y Rincal. Igualmente, en el caso de la
accesion Paraguayo T. Robert, con origen de Lérida, no presenta una clara descripcion
fenotipica (aun sin documentar). Entre las accesiones de variedades americanas que se
encuentran sin documentar, encontramos Aurelio, procedente de Estados Unidos y Pepita,
que es una variedad brasilefia.

4.2. Extraccion de ADN

Para conocer la diversidad genética y realizar cualquier estudio molecular, es necesaria la
extraccion del ADN de las especies a estudiar. En el presente trabajo, para la extracciéon de
ADN se utilizé el método clasico de extraccion de ADN gendmico. Este método fue
publicado por Doyle y Doyle en 1987 y se conoce como “CTAB miniprep”. El material
necesario y el procedimiento para esta metodologia estan descritos en el Anexo E.
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4.3. Medidas de calidad del ADN

Para realizar las medidas de calidad del ADN y realizar la cuantificacion de este, se han
utilizado dos métodos distintos con tecnologias diferentes: Nanodrop y Qubit.

La primera medida se realiza con NanoDrop. El modelo de instrumento utilizado es Thermo
Scientific™ NanoDrop One™, fabricado por Thermo Fisher Scientific. Es un
espectrofotobmetro UV-Visible compacto y auténomo que se utliza para analizar
microvoliumenes de 4cidos nucleicos y una gran cantidad de proteinas purificados. Para la
medida de &cidos nucleicos, se debe calibrar el aparato con un blanco, que es una solucion
que evita que el tampdn donde estéa resuspendido el analito contribuya a la absorbancia de
la muestra. Es importante medir el blanco antes de cada serie de muestras. El blanco puede
ser agua, pero también TE, como en este caso, en el cual este compuesto fue el utilizado.
Una vez calibrado, se pipetea 1-2 pl de la soluciéon de muestra en el pedestal, se baja el
brazo y al finalizar la medicion, la pantalla ofrece el espectro de medicién y los valores
correspondientes. El espectro tipico de medicién de los acidos nucleicos es de 260 nm, y
entre 230 y 280 nm se realiza una estimacién de pureza de la muestra, midiendo la
absorbancia a esas longitudes de onda para detectar la presencia de proteinas u otros
compuestos (Thermo Fisher Scientific, 2016).

Cuando las muestras alcanzan los estandares exigidos en los ratios de NanoDrop (un ratio
A260/230 entre 1,7 y 2,2 y un ratio A260/280 entre 1,7 y 1,9), y se encuentran dentro del
espectro tipico de los acidos nucleicos, se realiza la medicién con Qubit, que proporciona
unas medidas mas precisas de concentracion de ADN. El modelo de instrumento utilizado
es Qubit® 3.0 de Thermo Fisher Scientific. Es un espectrofotometro que usa fluorocromos
especificos para medir acidos nucleicos y proteinas. Se diferencia del Nanodrop porque
puede cuantificar cadenas simples o dobles de ADN, lo que ofrece una medida mas precisa
(SCT UAB, 2020). Para comenzar a utilizarlo, se deben usar una serie de reactivos que
vienen con el instrumento, preparando en primer lugar una solucion stock de trabajo para
las muestras y una para los estandares. Una vez preparado todo, se etiquetan los tubos
para las muestras y para cada estandar. Antes de la medicion se calibra el instrumento con
los estandares y la solucién de trabajo. A cada tubo que contiene la solucién stock se le
afade 1-2 ul de la muestra y se homogeneiza en el vortex. Con el equipo ya calibrado y los
estandares leidos, se coloca el tubo con la muestra en la cavidad correspondiente para ser
leido (RAI, 2016).

4.4. Chip de genotipado y procesamiento de datos

A continuacion, se describe el chip de genotipado utilizado en el proyecto y los dos
programas complementarios de genotipado que se han usado en este trabajo y que nos
permiten un andlisis detallado de cada SNP: GenomeStudio y ASSIST.
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4.4.1. Chip de genotipado

El chip que se ha utilizado para el genotipado de las muestras, es la segunda version del
chip comercial de genotipado de melocotonero Illumina Infinium BeadChip 18K (18000
SNPs). Esta segunda version presenta una mayor densidad de marcadores que el primer
chip, lllumina Infinium BeadChip 9K (9000 SNPs) (Verde y col., 2012). Tanto las muestras
de ADN de cada accesién como el chip de genotipado de lllumina, fueron enviados al
servicio de genotipado del Centro de Investigacion en Agrigenémica (CRAG) de Barcelona.
Las caracteristicas exigidas por el servicio de genotipado respecto a la calidad de las
muestras de ADN fueron las siguientes:

No contener inhibidores de PCR.

Un ratio A260/230 entre 1,7 y 2,2.

Un ratio A260/280 entre 1,7 y 1,9.

Intacto segun lo visualizado por electroforesis en gel.

Que no haya estado expuesto a temperaturas de mas de 60°C, ya que por encima
de estas se puede producir degradacion.

a s wbdE

Este servicio cuenta con una gran experiencia en genotipado masivo, y diferentes sistemas
para dicha tarea, como el Sistema iScan (innovador lector de matrices que permite adquirir
de forma rapida, sensible y precisa imagenes de BeadChips de lllumina para obtener unos
resultados de analisis genéticos excepcionales) que fue utilizado para el analisis de
nuestras muestras. Una vez concluido dicho genotipado, los datos en bruto (sin limpiar)
fueron devueltos a nuestro grupo de investigacion. Seguidamente se procedié al
procesamiento de los datos mediante el software GenomeStudio y los estudios posteriores.

4.4.2. Procesamiento de datos

El genotipo de cada marcador para cada individuo se determiné a través del software
GenomeStudio, transformando la informaciéon en bruto recibida desde el servicio de
genotipado en la representacién de los genotipos AA, AB y BB para cada marcador. Se
determin6 un umbral minimo de GenCall de 0,15. El genotipo de los SNPs que tienen un
valor de GenCall menor a 0,15, se determina como ausente, dado que se considera que no
es fiable la informacién que dan, como se describe en lllumina, 2014.

GenomeStudio calcula gran cantidad de parametros para facilitar y ayudar al procesamiento
y visualizacion de la informacion genotipica, asi como a su interpretacion. Algunos de ellos
son (lllumina, 2014):

- GenCall: Este parametro es una medida para cada marcador en cada individuo, que
toma valores entre 0 y 1, indicandonos la distancia que hay en la grafica obtenida
para cada SNP, entre el punto de un SNP de un individuo y el centro del cluster al
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cual este punto esta asociado. El valor de GenCall decrece cuanto mas lejos esté el
punto del centro del clister. GenomeStudio establece un umbral minimo estandar
en el proyecto de 0,15 para que el SNP de dicho individuo sea un dato fiable para
establecer un genotipo.

- Calls: namero total de individuos para un SNP que tienen un GenCall superior al
valor establecido en el proyecto como umbral minimo de GencCall.

- No Calls: namero total de individuos para un SNP que tienen un GenCall inferior al
valor establecido en el proyecto como umbral minimo de GencCall.

- Call Rate: es calculado para cada individuo en relacion a todos los SNP
muestreados como:

Calls/(No Calls+Calls)

- Call Freq: es calculado para cada SNP en relacibn a todos los individuos
muestreados como:

Calls/(No Calls+Calls)

- AA, AB, BB Freq: para cada SNP, la proporcion de cada genotipo entre el total de
calls:

AA Genotype Calls/Calls
AB Genotype Calls/Calls
BB Genotype Calls/Calls

- GenTrain Score: es un parametro que se calcula para cada SNP. Toma valores de
0 a 1y depende de la forma de los cllsteres y la distancia relativa entre ellos. Este
pardmetro esta disefiado para imitar las evaluaciones visuales hechas por expertos.
También tiene en cuenta penalizaciones al aparecer hechos como baja intensidad
de fluorescencia (lllumina, 2005).

A través de GenomesStudio se realizaron exportaciones de informes para su posterior uso
en ASSIsT. Posteriormente, se realizé un filtrado de los SNPs con el software ASSIST.
Las diferentes categorias y subcategorias de ASSisT son:

Aprobados
1. Robustos: todos los SNP genotipados con éxito, en los cuales la segregacién sigue
los principios mendelianos y el porcentaje de individuos en que ese SNP no esta

presente o no ha funcionado la prueba (NoCall) es menor al maximo permitido (se
establece un 5%) (Di Guardo y col., 2015).
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2.

OneHomozygRare HWE: son los SNPs cuya frecuencia de un cllster
homocigético, es menor del umbral situado de frecuencias alelo raro (5%) pero las
proporciones de las 3 clases genotipicas respetan el equilibrio de Hardy-Weinberg
(Di Guardo y col., 2015).

OneHomozygRare_NotHWE: son los SNPs cuya frecuencia de un cllster
homocigético, es menor del umbral situado de frecuencias alelo raro (5%) pero las
proporciones de las 3 clases genotipicas no respetan el equilibrio de Hardy-
Weinberg (Di Guardo y col., 2015).

DistorsionadoYNoesperaSegre: cuando la segregacion en familias enteras muestra
una severa inclinacion hacia una clase genotipica, cuando una clase genotipica no
aparece en una poblacion de germoplasma o cuando una clase genotipica no seria
posible segun el genotipo parental (por ejemplo, porque no se ha determinado un
alelo en un parental) (Di Guardo y col., 2015).

Descartados

1.

4.

Monomorficos: son aquellos que solo presentan una clase genotipica, es decir no
son polimérficos, y su frecuencia es mayor que el umbral de alelos raros situado en
5% (Di Guardo y col., 2015).

Fallos: aquellos SNPs en los que el porcentaje de individuos en que ese SNP no
esta presente o no haya funcionado la prueba (NoCall) es muy alto, los que tienen
una sefial de intensidad muy baja o los que no se pueden clasificar correctamente
debido a que no forman clisteres por clase genotipica (Di Guardo y col., 2015).
Cambiado-Homo: en una poblacién, ocurre cuando una de las 2 clases
homocigoticas no esta presente (Di Guardo y col., 2015).

AleloNulo-Fallo: son los SNP cuya frecuencia de HomozygousNull (cuando la
intensidad de la sefal luminosa para dicho SNP es menor que el umbral establecido
para declarar como nulo el SNP) es mayor que el umbral de frecuencia de alelos
raros situado por defecto en 5% (Di Guardo y col., 2015).

Siendo lo mas restrictivos posibles, se usaran para los analisis de diversidad y estructura
genética, aquellos SNPs clasificados dentro de la categoria Aprobados. Es posible realizar
un andlisis mas profundo de estos SNPs con el software GenomeStudio y recuperar
algunos de los SNPs, por ejemplo, los de la categoria Cambiado-Homo, pero no se ha
realizado para este trabajo.
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4.4.3. Analisis de diversidad genética

Para una descripcion detallada del panel de accesiones estudiado en este trabajo se
estimaron las siguientes medidas de diversidad genética a través del software DiveRsity.

Riqueza alélica (en inglés Allelic richness) (A)): es una medida de diversidad genética
indicativa del potencial para persistir y adaptarse a largo plazo de una poblacién. Se define
como el nimero medio de alelos por locus en una poblacion. Una reduccion de la riqueza
alélica, podria provocar una reduccion del potencial de la poblaciébn para adaptarse a
cambios ambientales, ya que la diversidad es el material de partida de la evolucién para la
seleccion natural (Greenbaum y col., 2014).

Heterocigosidad Observada (en inglés Observed heterozygosity) (Ho): proporcion
dentro de un conjunto de individuos que son heterocig6ticos para un locus determinado (de
Vicente y col., 2003; Peakall y Smouse, 2009). Haciendo la media para todos los locus,
podemos obtener el valor medio para la subpoblacion. Cuanto mayor sea, mas
heterocigéticos habra en la poblacion.

_ N de Heterocigoticos
® " N2de Individuos

Heterocigosidad esperada (en inglés Expected heterozygosity) (He): es la proporcién de
heterocigosidad esperada bajo cruzamientos al azar y p es la frecuencia de cada alelo en
la subpoblacion (de Vicente y col., 2003; Peakall y Smouse, 2009). El valor de He sera
maximo para un locus cuando los alelos se encuentren en las mismas proporciones en la
poblacion y cuanto mayor sea el nimero de alelos disponibles.

- p: frecuencia de i alelos en la subpoblacion S.
- h: N.° de alelos en la poblacion.
- s: subpoblacion.

indice de Fijacion Fsr: esta medida nos proporciona una medida de diferenciacion genética
entre subpoblaciones, pero no en un sentido absoluto, si no relativo. Es decir, nos indica la
fijacidbn que hay en relacién a la fijacién total posible (Jost y col., 2018). En DiveRsity R
package, lo calculan segun Weir and Cockerham’s fixation index estimator (May col., 2015;
Keenan, 2017).
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3
9=02+02+02
p T O; G

Donde 0}2) , €s la suma de los componentes de la varianza para las poblaciones, 012, esla

suma de los componentes de la varianza para individuos dentro de las poblaciones y Gé ,
es la suma de los componentes de la varianza para los alelos de los individuos.

Nei’s gst(gsr): Es una medida analoga a Fsr, hos proporciona una medida de diferenciacion
genética entre subpoblaciones, pero no en un sentido absoluto, sino relativo, nos indica la
fijacion que hay en relacion a la fijacion total posible. Explica la cercania a la homocigosis
o fijacion de los alelos (Jost y col., 2018; Ma y col., 2015; Keenan, 2017).

_ Dgr _ Ht — Hg
8sT Hy Hy

- Dst es la media de la diversidad genética entre subpoblaciones.
- Hr se define como la Total heterozygosity, la probabilidad de tener un genotipo con la
unién de dos diferentes formas alélicas del total de la poblacion.

Hr=1-]p
-Hrtambién se puede descomponer linealmente en Hr= Hs+Dsr.

-Jr es la probabilidad de tener un genotipo con la unién de dos formas alélicas idénticas
(homocigosis), donde p es la frecuencia alélica en la poblacion.

]T=Zpi2

Hs es la media de las diversidades genéticas dentro de cada subpoblacion, también puede
ser expresada en una subpoblacion como:

Hs =1-]s
Js se expresaria como (Nei, 1973):

Y ip!
Js = K

27



Djost: Jost cred esta medida para evitar algunos inconvenientes de las anteriores Gsr,
basando su medida en el nimero efectivo de alelos, tratando de seguir una linealidad y que
la estimacion de la diversidad fuera mas intuitiva. Una desventaja de este método es que
depende del tamafio de la muestra por lo que se necesita aplicar un factor de correccion
para estandarizar el tamafio de las muestras. Ademas, esta medida mide la diferenciacién
genética, absoluta, en el sentido de que su valor es 1 cuando los alelos de las poblaciones
no se comparten, son privados, y 0 cuando las poblaciones tienen los mismos alelos a las
mismas frecuencias. Es decir, D tomara su valor maximo valor, 1, si y sélo si, las
poblaciones no comparten alelos con el resto de poblaciones. En el caso de los marcadores
SNP, solo hay dos posibles alelos, por lo que cuando haya dos poblaciones, podra alcanzar
el valor maximo 1, pero cuando haya mas, el valor maximo posible a alcanzar sera menor
a 1, ya que no puede haber alelos privados para todas las poblaciones si solo hay 2 posibles
alelos. (Josty col., 2018; Meirmans y Hedrick, 2011).

k Ht — Hg
D= X
k—1 1-—Hg

- k: NUumero de poblaciones.

Jost y col. (2018), indican que en el caso de marcadores SNP, para las comparaciones por
parejas entre poblaciones, las medidas de diferenciacion relativa o de Fijacion, Fsty Gsr,
dan una respuesta similar a las de diferenciacién absoluta, como D.

En cambio, advierten, que al comparar con SNPs entre varias poblaciones, las medidas
relativas y absolutas, nos aportan informaciones diferentes, ya que las relativas nos dan
informacion acerca de la fijacion mientras que las absolutas nos informan sobre la no
comparticion de alelos.

4.4.4. Relaciones de parentesco

Las medidas realizadas con el chip de ADN, nos dicen el genotipo de numerosos loci, asi
podemos comparar los individuos entre si en términos de IBD por cada locus (SNP). En
estos loci los individuos pueden tener 0,1 o 2 alelos idénticos. Por lo que se realiz6 el calculo
por parejas de individuos de la proporcién de Identidad por descendencia (IBD) a través del
software PLINK, para detectar sinonimias o clones. Asi, a través del comando *“ - genome
“ PLINK nos proporciona el calculo de la IBD (parametro Pi_hat) entre todos los individuos
(por parejas). La proporcion IBD por tanto se puede calcular como (Purcell, 2012):

N.2 de marcadores con IBD = 2 + 0,5 X N. 2 de marcadores con IBD = 1
N. 2 de marcadores non — missing (sin pérdidas de informacién)

Proporcion IBD =
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Segun (Vanderzande y col., 2018) valores de Pi_hat superiores a 0,97 suponen que los
individuos son clones o individuos idénticos. Otros parametros como Z0, Z1 y Z2 también
se obtuvieron con dicho analisis. Son las proporciones de compartir O alelos, 1 alelo 0 2
alelos. Esto es util, ya que ademas de poder detectar sinonimias con PLINK, podemos
detectar relaciones de parentesco, de forma que se vera una relacion padre-hijo, cuando
los valores de Z0y Z2 sean 0, y el valor de Z1 sea 1. Cuando 2 individuos sean sindnimos,
los valores de Z0 y Z1 seran 0, y el valor de Z2 seria 1. Podemos ver un ejemplo de una
relacion padre-hijo entre dos individuos en la Tabla 2:

Tabla 2: Relacién de Parentesco Padre-Hijo segun los Parametros de PLINK

Individuo 1 Individuo 2 IBD
Locus 1 AA AB 1
Locus 2 AA AB 1
Locus 3 AA AB 1
Pi_hat 0.5
Z0 0
Z1 1
Z2 0

Nota. Elaboracion propia.
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5. Resultados y Discusion

Antes de comenzar los analisis de los datos en este trabajo, fue necesario determinar el
origen de algunas de las accesiones utilizadas en este trabajo. Para ello se mantuvieron
conversaciones con investigadores encargados del banco de germoplasma de Zaragoza y
se consultaron los libros de registro de este banco. Al tratarse de accesiones muy antiguas,
estos origenes, en algunos casos, eran desconocidos por los propios investigadores, como
en el caso de Buisan (C.M. Cantin, investigadora CITA, comunicacion personal). Asi, entre
las accesiones estudiadas, la regién de Aragon es la que mas accesiones aporta a nuestro
panel, con un total de 43 accesiones, siendo la localidad de Zaragoza la mas representada
con 29 accesiones en el estudio. Tras esta, la siguiente en representacion es Murcia con
un total de 18 accesiones. Por otro lado, tanto en el caso de La Rioja como Valencia
solamente una accesion de estas zonas ha sido utilizada en este estudio. La Tabla 3,
muestra cuantas variedades existen para cada origen.

Tabla 3: N.° de Variedades segun su Origen

Origen de las variedades N.©
Extranjeras 6
Huesca 12
La Rioja 1
Lérida 12
Murcia 18
Navarra 9
Teruel 2
Valencia 1
Zaragoza 29

Nota. Elaboracion propia.
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5.1. Resultados de la extraccion y medida de calidad del ADN

Para realizar el genotipado masivo y obtener buenos resultados, era necesario que las
muestras alcanzaran unos estandares de calidad. Para ello, se procedio a la cuantificacion
del ADN mediante la utilizacion de NanoDrop y Qubit. Los resultados de estas medidas
pueden consultarse en el Anexo F. En general todas las muestras alcanzaron los
estandares necesarios para su correcto genotipado por el servicio de genotipado del CRAG.
El promedio de concentracién de ADN medido por Qubit fue de 191,9 ng/uL y el promedio
del ratio A260/A280 de 2,088, siendo algo mayor que los estandares definidos, lo cual no
supuso un problema. El ratio A230/260, si se encontraba dentro del marco establecido, con
un valor promedio de 1,709. Se tuvieron que extraer de nuevo 13 de las muestras antes de
ser enviadas para su genotipado ya que no alcanzaban las concentraciones requeridas.
Las accesiones sometidas a una segunda extraccién fueron: Sudanell 3099 B.D. (5001),
Zaragozano (5004), Deja-2 (5051), Fulla (5073), Pigat Susagna (5147), Tambarria B.D.
(5186), Sudanell 1 (2211) (5175), Vivian (5266) (5206), Calabacero Deleite (5260),
Calabacero Rincon (5262),Jeronimo Balate (5314), Sudanell 2 (2349) (5176), Sunmel 2
(5504).

5.2. Resultados obtenidos con GenomeStudio

En el Anexo G, podemos observar el CallRate obtenido por GenomeStudio para los 90
individuos. Los valores de todos los individuos son muy préximos siendo el menor el de
Paraguayo Villamayor (0,9543584) y el mayor el del individuo San Lorenzo (0,9680758). La
media de todos los individuos es de 0,964531454. De acuerdo al servicio de genotipado,
un CallRate mayor de 0,95 para cada individuo demuestra una idoneidad de las muestras.
Esto fue comparado en nuestro experimento de genotipado, ya que se incluyeron seis
muestras de almendro (e hibridos de almendro) que presentaron unos CallRate menores
entre 0,84 y 0,93, lo que es evidente al tratarse de una especie diferente.

En cuanto al GenTrain Score, uno de los valores mas importante en el genotipado masivo
sino el mas importante, se obtienen valores para los SNPs desde 0,0725 hasta 0,9638. La
media de GenTrain Score para todos los SNPs es de 0,765445. En el grafico de la Figura
9 podemos ver la representacion de todos los SNPs con su respectivo valor de GenTrain
Score, siendo ordenados de menor a mayor valor. En nuestro caso un total de 15190 SNPs
tuvieron un GenTrain Score mayor de 0,5.
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Figura 9: CallRate de los SNPs

Nota: Fuente: GenomeStudio.

Martinez-Garcia y col. 2012, usaron la primera generacion de chip de genotipado de
lllumina, GoldenGate® Genotyping, con 1,536 SNPs, para el mapeo genético de 2
poblaciones de melocotonero. Estos autores establecieron como aceptables un total de
1400 SNPs, ya que tenian un GenTrain Score mayor de 0,5, un exceso de heterocigocidad
mayor o igual de 0,3 y una frecuencia de alelos menores mayor o igual a 0,08. En nuestro
caso, el nimero de SNPs aceptables usando estos parametros fue de 5404. Sin embargo,
este tipo de filtrado, aunque se ajusta a los criterios de lllumina, puede resultar demasiado
restrictivo y favorece la pérdida de informacion valiosa para analisis posteriores.
Recientemente se han desarrollado nuevos programas para el filtrado de los datos que
consiguen una clasificacién mas detallada y eficiente de estos SNPs. Uno de estos métodos
ha sido utilizado en este trabajo para mejorar nuestra eleccién de los SNPs como veremos
a continuacion.

5.3. Resultados obtenidos con ASSIST

El cribado de los datos con ASSIST da para un total de 16038 SNPs y 90 individuos, 8955
SNPs aprobados y 7083 SNPs descartados. Es decir, un 55,84% de los SNPs o lo que es
lo mismo, algo mas de la mitad, son Utiles y aportan informacion, y el porcentaje restante
queda descartado. De los SNPs aprobados, el 20,25% (3247) fueron clasificados como
robustos y el 18,26% (2928) fueron descritos como distorsionados y con una segregacion
inesperada.

32



De los SNPs descartados, un 16,98% (2724) han sido rechazados por ser monomorficos y
no presentar polimorfismo, un 6,33% (1016) se clasifican como fallidos, un 19,8% (3175)
no tiene una de las dos clases homocigoticas presentes (Cambiado-Homo). Los datos del
cribado de SNPs con ASSIST se exponen en la siguiente tabla:

Tabla 4: Clasificacion de los SNPs en PLINK

SNP Clasificacion N° %

Aprobados 8955 55.84%
Robustos 3247 20.25%
OneHomozygRare_ HWE 1406 8.77%
OneHomozygRare_NotHWE 1374 8.57%
DistorsinadoYNoesperaSegre 2928 18.26%
Descartados 7083 44.16%
Monomorficos 2724 16.98%
Fallos 1016 6.33%
Cambiado-Homo 3175 19.80%
AleloNulo-Fallo 168 1.05%

Nota: Fuente: ASSIsT.

5.4. Estudio de la diversidad genética

De acuerdo a los resultados de DiveRsity, el valor global de Fst fue de 0,0653, lo que indica
gue casi el 93% de la diversidad genética existente se produce dentro de las 6 (La Rioja 'y
Valencia fueron excluidas por tener un solo miembro, asi como las extranjeras) poblaciones
utilizadas en este trabajo. Valores similares fueron encontrados en nogal, donde el valor
global de Fst fue de 0,07, indicando que el 93% de la diversidad genética se produjo dentro
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de las 7 poblaciones iranies de nogal estudiadas (Arab y col., 2019). De acuerdo a estos
autores, estos resultados reflejan la dispersion mediada por humanos de especies, como el
nogal y posiblemente el melocoton, en el espacio y el tiempo, lo que resulta en un
reensamblaje y homogeneizacion de la diversidad genética de estos frutales.

En la Tabla 5, podemos ver las medidas de diversidad genética que nos describen las
subpoblaciones segun el origen de los individuos.

Tabla 5: Medidas de Diversidad Genética segin el Origen de los Individuos

Subpoblacién A N° Individuos Ho He

Zaragoza 1.524 29 0.195 0.341
Murcia 1.386 18 0.258 0.204
Huesca 1.503 12 0.235 0.306
Lérida 1.5 12 0.254 0.284
Navarra 1.318 9 0.098 0.236
Teruel 1.391 2 0.235 0.218

Nota. Fuente: DiveRsity.

Respecto a A,, Zaragoza obtiene el valor mas alto con 1,524, seguido de cerca por Lérida
y Huesca, mientras que Navarra tiene el menor valor con 1,318. Esto nos indica que en los
individuos de Zaragoza podemos encontrar ambos alelos en un mayor nidmero de loci
respecto a otras subpoblaciones como Navarra. Un aspecto a tener en cuenta, es el nimero
de individuos, ya que, por ejemplo, Teruel solo cuenta con 2 individuos, por lo que su
diversidad alélica puede encontrarse influenciada y por tanto reducida por este hecho.

En cuanto a la Ho, Murcia obtiene el mayor valor (0,258), seguido de cerca por Lérida con
0,254. En dltimo lugar, vuelve a aparecer Navarra, con 0,098. Esto nos indica que el
porcentaje de heterocig6ticos para los distintos loci en esta poblacion, es inferior respecto
al resto. En general estos valores son inferiores a los obtenidos por Badenes y col. (2015)
y por Chavez y col.,, (2014), con una media de H,=0,38 y H,=0,4 respectivamente.
Micheletti y col., (2015) por su parte, genotiparon 1240 accesiones de melocotonero con
4271 marcadores SNPs , obteniendo una H, de 0,286, superior a nuestros valores pero
algo mas cercana. Una posible explicacion es el mayor nimero de alelos por locus de los
SSRs con respecto a los SNPs (Micheletti y col., 2015). Es preciso tener en cuenta la
naturaleza y caracteristicas de los marcadores SNP y SSR a la hora de comparar los
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resultados de diversidad genética. Las tasas de mutacion de los SSRs son varias érdenes
de magnitud superiores a las de los SNPs, y mucho mas variables debido a su fundamento
como marcador. Con los marcadores SSRs se muestrean pequefas fracciones del genoma,
en cambio al utilizar grandes cantidades de SNPs, se suele cubrir una mayor parte del
genoma y los resultados suelen ser mejores segun algunos autores (Fischer y col., 2017).
Sin embargo, también hay que tener en cuenta, que puede producirse un sesgo con los
SNPs, como consecuencia de una sobrerrepresentacion de SNPs comunes (Fischer y col.,
2017).

La medida He obtiene su valor mas alto en la poblacion de Zaragoza (0,341), y Huesca
(0,306), siendo Murcia con 0,204, la poblaciéon gue menor valor tiene para esta medida. En
general estos valores son inferiores a los obtenidos por Micheletti y col, (2015) (He =0.39) y
a los que obtuvieron Chavez y col., (2014) (He =0.49).

En la Tabla 6, estan los datos obtenidos de Fsr, que nos indican la diferenciacién entre las
distintas subpoblaciones. Los mayores valores de diferenciaciéon entre todas las
subpoblaciones se dan entre Murcia con Teruel (0,2365), con Navarra (0,1956) y con
Huesca (0,1624). También encontramos entre las subpoblaciones de Lérida-Navarra
(0,0799) y Huesca-Navarra (0,0655), diferencias moderadas. Los valores inferiores, se
observan entre Zaragoza con Teruel (-0,0577), Lérida (-0,0041) y Huesca (-0,0028).

Tabla 6: Datos Obtenidos de Fst en funcién del Origen

Fsr Zaragoza Murcia Huesca Lérida Navarra Teruel
Murcia 0.1085

Huesca -0.0028 0.1624

Lérida -0.0041 0.093 0.023

Navarra 0.0438 0.1956 0.0655 0.0799

Teruel -0.0577 0.2365 -0.0027 0.0103 0.0085

Nota. Fuente: DiveRsity.

En la Tabla 7, podemos ver los resultados obtenidos con las medidas de diferenciacion
genética relativa de subpoblaciones Nei's gst. comparadas por parejas segun su origen.
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Tabla 7: Datos Obtenidos de Gst en funcion del Origen

OsT Zaragoza Murcia Huesca Lérida Navarra Teruel
Murcia 0.0639

Huesca 0.005 0.0848

Lérida 0.0037 0.0463 0.016

Navarra 0.0353 0.1069 0.0453 0.0507

Teruel 0.0074 0.103 0.0226 0.0177 0.0449

Nota. Fuente: DiveRsity.

Los mayores valores de diferenciacion genética gsr, se observan en la subpoblacion de
Murcia con Navarra (0,1069), Teruel (0,103), Huesca (0,0848) y Zaragoza (0,0639).
También encontramos un valor alto en la diferenciacion entre las poblaciones de Lérida y
Navarra (0,0507). Zaragoza, en cambio, es la que mas parecido genético guarda con el
resto de subpoblaciones, con Lérida, con 0,0037, Huesca con 0,005 y con Teruel 0,0074.
En la Tabla 8, observamos la medida de diferenciacién absoluta D, las mayores
diferenciaciones son con la subpoblacién de Murcia, que tiene de diferenciacion con Huesca
(0,017), con Zaragoza (0,0168) y Navarra (0,16). Los menores valores son entre Zaragoza-
Teruel (0), Zaragoza-Lérida (0), Huesca-Teruel (0.0001) y Teruel-Lérida (0,0001).

Tabla 8: Medidas de Diferenciacion Absoluta en funcién del Origen

D Zaragoza Murcia Huesca Lérida Navarra Teruel
Murcia 0.0168

Huesca 0.0002 0.017

Lérida 0 0.0063 0.0011

Navarra 0.0063 0.016 0.0062 0.0068

Teruel 0 0.0081 0.0001 0.0001 0.0011

Nota. Fuente: DiveRsity.
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Las 3 estimaciones Fsr,gst y D, parecen indicar que Murcia tiene un fondo genético
diferente al resto de origenes, mientras que Zaragoza tiene un fondo genético compartido
con el resto de provincias del norte.

5.5. Relaciones de parentesco identificadas

Tras el filtrado de los datos, se ha realizado el estudio de las relaciones de parentesco en
este panel. Como se ha comentado en el apartado de material y métodos, PLINK nos ofrece
informacion sobre los individuos que son iguales o clones (sinonimias) mediante el
parametro Pi_Hat (Pi_Hat=1). Como resultado del comando “--indep-pairwise” de PLINK, el
namero total de SNPs usados en el analisis de parentesco fue de 257. Este paso es
necesario (y recomendado en el manual de PLINK) para quitar los SNPs que estén en
desequilibrio de ligamiento, seleccionando solo SNPs que estén en equilibrio de ligamiento
(es decir que segregan al azar). En nogal, estos métodos han ayudado a conocer las
relaciones de parentesco en un panel de 95 genotipos representando gran parte de la
diversidad genética en poblaciones de nogal de Iran, el centro de origen de esta especie
frutal (Arab y col., 2019). En este trabajo se han identificado 15 grupos de duplicados o
clones que se han dispuesto en el Anexo H.

El Grupo 1, nos muestra que las accesiones denominadas como Calabacero originarias de
Murcia, son individuos idénticos o clones. Recientemente, Pérez y col. (2020) usando 10
microsatélites genotiparon 89 accesiones de melocotonero, establecieron como individuos
sinbnimos a Calabacero Rancho y Calabacero Soto, pero no al resto. Ademas, afirman una
relacibn de sinonimia entre Jeronimo Espufia, Calabacero Rincon, Jeronimo Balate,
Jeronimo Prasio, Maruja y Maruja Argos. Los resultados del presente trabajo junto a las
descripciones documentadas, indican que podria tratarse de clones de la misma variedad
de Calabacero.

El Grupo 2, establece que las accesiones procedentes de Navarra Deja-1 (5050) y Deja-2
(5051) son duplicados o clones, pero no presentan esta semejanza con Deja-3.
Contrariamente, Pérez y col. (2020) por su parte, no las establece como clones, pero si
sitia a Deja-3 como variedad genéticamente lejana, al igual que en nuestro caso. Segun
los resultados que hemos obtenido y la informacion recabada sobre su morfologia, es
posible que Deja-1 y Deja-2 sean clones de la misma variedad Deja.

En el Grupo 3, dos variedades de Zaragoza, Miraflores Serapio (5122) y Miraflores (5213),
se establecen como individuos sinGnimos. Ambas variedades se encuentran descritas con
las mismas caracteristicas morfoldgicas, lo que lleva a pensar que estas 2 accesiones son
una Unica accesion.

En el Grupo 4, Jeronimo Ortiz (1) (5265), Maruja Perfeccion (5269), Jeronimo Prasio (5266)
y Jeronimo Copia (5263), 4 variedades procedentes de Murcia, son sinonimias. Los
resultados de Pérez y col. (2020) también difieren, estableciendo que Maruja Perfeccion,
Jeronimo Copia y Jeronimo Ortiz no presentan relaciones de sinonimia y como ya hemos
comentado anteriormente Jeronimo Prasio es sindnimo de varios individuos. Segun los
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resultados establecidos en nuestro proyecto y la informacion bibliografica sobre sus
caracteristicas morfoldgicas, podria tratarse de clones de Jeronimo.

El Grupo 5 nos indica que Tipo Rojo de Rito (5233) y Rojo del Rito (5162), con origen en
Lérida, son dos variedades que presentan sinonimia. Su denominacion, unida a una idéntica
descripcidén segun la informacién recabada, sugieren que ambas son una Unica accesion.
El Grupo 6, incluye las cuatro variedades murcianas Maruja Alquibla (5268), Maruja
Tradicion (5267), Maruja Argos (5311) y Maruja Tejar (5270) y una variedad de Lérida, San
Jaime (5006), siendo estas cinco variedades individuos sinénimos. Contrariamente a estos
resultados, Pérez y col., (2020) observa que Maruja Argos presenta sinonimia con las
variedades citadas en otros parrafos (Jeronimo Espufia, Calabacero Rincon, etc.) y
establece que Maruja Tradicion y Maruja Tejar no presenta sinonimias. Sin embargo, si que
establece como individuos sinénimos a Maruja Alquibla y San Jaime. Segun las
descripciones consultadas y los resultados de este trabajo, es probable que todas las
accesiones sean clones de la variedad Maruja. El clon de San Jaime es posible que se
etiquetara con una denominacién diferente en la zona en la que fue obtenido.

En el Grupo 7, tres variedades de paraguayo procedentes de Zaragoza, Paraguayo Almudi
(5138), Paraguayo San Mateo (5143) y Paraguayo Villamayor (5259), son sinonimias.
Segun Pérez y col., (2020), aunque estas 3 variedades de paraguayo son genéticamente
muy cercanas, no son completamente idénticas en términos genéticos. La informacion
obtenida de fuentes bibliograficas sobre su fenotipo y los clones establecidos en este
trabajo, sefialan que podria tratarse de clones de la misma variedad de paraguayo
etiquetados con denominaciones distintas.

El Grupo 8, indica que las tres variedades denominadas Pomar, Pomar 1 (5149), Pomar 2
(5150) y Pomar 3 (5151), originarias de Huesca, son sinonimias. Al contrario de lo expuesto
en este trabajo, Pérez y col., (2020) no las identifican como clones. Sin embargo, segun
nuestros resultados y la informacién consultada respecto a su morfologia, es posible que
se trate de 3 clones de la misma variedad Pomar.

En el Grupo 9, las variedades de Zaragoza Sunmel 1 (5503) y Sunmel 2 (5504) son
individuos sin6bnimos. Ambas poseen las mismas caracteristicas morfolégicas segun lo
especificado en fuentes bibliograficas. Esto unido a los resultados obtenidos, sugieren que
se trata de clones de la misma variedad Sunmel.

El Grupo 10, muestra las variedades Escolapio (5231) y Zaragozano (5004), ambas
procedentes de Zaragoza, como sinonimias. Pérez y col. (2020) no establece esta relacion
de sinonimia, sin embargo, indica que Zaragozano y Borracho de Jarque son clones, algo
gue no ha sido confirmado en este trabajo. Tanto Escolapio como Zaragozano son descritos
con textura no fundente y pulpa amarilla, por lo que es probable que se trate de clones de
la misma variedad etiquetados con una denominacion distinta.

En el Grupo 11, tenemos 3 variedades, Sudanell 3099 B.D. (5001) de Zaragoza, La Escola
(5340) y Sudanell 2 (2349) (5176), de Lérida, establecidos como clones. Sin embargo, la
variedad Sudanell 3099 B.D. es de pulpa blanca mientras que las otras 2 variedades son
de pulpa amarilla. Estos resultados complican la identificacion de la verdadera
denominacion de los clones. Es importante destacar, que el programa PLINK no detecta
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las 2 accesiones denominadas La Escola como clones o individuos idénticos. El valor de
Pi_hat entre estas dos accesiones es igual a 0, por lo que no se trata de la misma variedad.
El Grupo 12, presenta 3 variedades con sinonimia, 2 de ellas originarias de Huesca, Fulla
(5073) y Pigat (5146) y una de ellas procedente de Lérida, Rojo-Amarillo Septiembre (5159).
Por su parte, Pérez y col., (2020) no afirman una relacion de sinonimia entre Fulla y Rojo-
Amarillo Septiembre. Segun sus caracteristicas, las 3 accesiones son variedades de pulpa
amarilla y de textura no fundente, esto resultados podrian confirmar que se trata de una
Unica accesion con diferentes nombres segun la zona de origen.

En el Grupo 13, 2 variedades de paraguayo, se indican como individuos sinénimos,
Paraguayo Jota (5141) procedente de Zaragoza y Paraguayo Niqui (5359), que es originaria
de Huesca. Estos resultados son contrarios a los encontrados por Pérez y col., (2020), ya
que segun estos autores ambas accesiones no son clones. Sabemos que Paraguayo Jota
es una variedad de pulpa blanca, y aunque no disponemos de informacion acerca de la
morfologia de Paraguayo Niqui, es probable que se trate de clones de la misma variedad
de paraguayo gue han sido etiquetados con nombres distintos.

El Grupo 14, incluye dos variedades navarras, Tambarria B.D (5186) y Rojo de Tudela
(5161) como sinonimias. Esto supone un problema al banco de germoplasma, ya que las
dos variedades presentan caracteristicas morfolégicas diferentes. Asi, segun la informacién
consultada, ambas son de textura no fundente, pero Tambarria B.D. es una variedad de
pulpa blanca y Rojo de Azagra de pulpa amarilla.

El Grupo 15, por ultimo, establece que la variedad Borracho de Jarque (5421) que procede
de Zaragoza y las variedades Moret (5126) y Comodin (5044), originarias de Huesca, son
sinonimias. En el caso de Borracho de Jarque, Pérez y col., (2020) concluyen que es
sinonimia de Zaragozano, algo que como hemos dicho anteriormente, no ha sido
confirmado en este trabajo. Sin embargo, estos autores si que establecen que Moret y
Comaodin son clones. Los clones obtenidos en este proyecto junto con la bibliografia que
describe a las 3 variedades como variedades de pulpa amarilla y textura no fundente,
indican que es probable que se trate de clones de la misma variedad a los que se les han
atribuido distintos nombres.

Las diferencias observadas entre nuestro trabajo y los resultados obtenidos por Pérez y
col., (2020) podrian ser debidas al tipo de marcadores moleculares usados entre ambos
estudios. De acuerdo con Fernandez i Marti y col., (2012) la disponibilidad y estabilidad de
los SNPs en comparacion con los SSRs ofrecen mejores perspectivas para la identificacion
de variedades y la evaluacion de la diversidad genética. Es evidente que es necesario
corregir, clarificar y unificar estas diferencias que han sido el resultado de pequefios errores
durante la adquisicion o mantenimiento (o propagacion) de estos materiales. Como se ha
comentado anteriormente, los resultados de este trabajo seran presentados y estaran a
disposicion del personal investigador del banco de germoplasma.
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5.6. Resultados obtenidos con Structure

El analisis de la estructura poblacional se realiz6 con fastStructure, cuyos resultados
pueden consultarse en el Anexo |. De acuerdo con la mejor eleccion del algoritmo
(chooseK.py) de fastStructure, la K mas probable oscila entre 5y 7. La seleccién de un valor
de "K" puede ser facilitada por métodos estadisticos, sin embargo, estos ‘nunca’ tienen en
cuenta la cuestion biolégica de los datos (Durand y col., 2009). Asi en nuestro caso una vez
obtenidos los resultados de fastStructure vamos a seleccionar K=7, como numero de
subpoblaciones que mejor representan nuestro panel de accesiones. En el Anexo J,
también se puede consultar el grafico donde vemos representado para cada escenario de
K poblaciones/clusteres, a todos los individuos en barras verticales, que segun su color nos
indican su coeficiente de adhesibn o membresia a una poblacién/cllister, que se ve
representado enelejeyde Oal.

En el claster 1 (color azul), encontramos las accesiones Blanco Tardio y Buisan, variedades
de pulpa blanca y fundente. Atendiendo a esta informacion este grupo podria englobar a
las accesiones de textura fundente. Sin embargo, las variedades Aniversario (Argentina) y
Rojo de Azagra (Navarra), presentan pulpa amarilla y textura no fundente, por lo que es
complicado atribuir unas caracteristicas morfolégicas a Aurelio (0,92), Unica variedad de
este grupo sin descripcion previa. Tanto Aurelio como Aniversario comparten afiliacion con
el grupo 6. Por otra parte, Buisan (0,56), también presenta afinidad con el clister 5, 4 y 3.
De acuerdo a otros autores, un coeficiente de mezcla de 0,7 (en el caso de SNPs) es
suficiente para determinar que una accesion es considerada como una mezcla genética
(Bernard y col., 2020).

El claster 2 (color verde), alna las accesiones de textura no fundente, la mayoria de pulpa
amarilla. Asi encontramos, a Miraflores Serapio y su clon Miraflores, Sudanell 3099 B.D. de
pulpa blanca (y sus sinonimias Sudanell 2 y La Escola), Sudanell 1 y Generoso (La Rioja)
con un alto coeficiente de mezcla (0,99). Otras variedades con coeficientes de afiliacion
mas bajos como Pigat Susagna (0,60) y Fraga (0,45), de pulpa blanca, presentan sobre
todo afinidad por el grupo 6, grupo muy extenso y variado donde se encuentran una gran
cantidad de variedades de Aragdén y Navarra, y se encuentran la mayoria de variedades de
pulpa blanca, dando sentido a ese porcentaje. Destaca la presencia de La Escola (nUmero
de accesion 5340), que no aparece en el mismo cluster que su duplicada. Ademas, PLINK
afirma una relacién de sinonimia entre esta variedad, Sudanell 3099 y Sudanell 2, como se
ha indicado anteriormente, por lo que esta accesion podria ser en realidad Sudanell. En
este cluster existen variedades tanto de pulpa blanca como amarilla, pero todas son de
textura no fundente, por lo que es muy probable que la variedad Rincal, presente en este
cluster y una de las variedades sin documentar, sea de textura no fundente también.

En el cluster 3 (color naranja), se agrupan variedades tradicionales murcianas del grupo de
los calabaceros (C). Son las accesiones Calabacero, C. Rincon, C. Deleite, C. Soto, C.
Rancho y C. Candelo, consideradas clones segun los resultados de PLINK. En este cluster
también encontramos la variedad de Zaragoza Campillo Rocho, la cual también presenta
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bastante afinidad (0,37) por el cluster 7, donde también se encuentran variedades
murcianas del grupo de Marujas y Jeronimos, y alguna otra variedad aragonesa. Esto
resulta interesante, ya que Campillo Rocho parece estar genéticamente mas cerca de las
variedades murcianas que de las aragonesas.

El cluster 4 (color morado), se caracteriza por agrupar todas las variedades de paraguayo
presentes en este trabajo. Ademas, son casi en su totalidad variedades aragonesas. La
Unica que no procede de Aragén, es el Paraguayo T Robert, de Lérida, con un coeficiente
de mezcla mas bajo (0,53). Sin embargo, muestra afinidad destacable por el clister 6, lo
cual es légico, ya que en ese cluster se agrupan la mayoria de variedades catalanas.
Existen accesiones de textura fundente y no fundente y de pulpa amarilla y blanca, por lo
gue lo destacable en este cluster seria la presencia predominante de paraguayos, lo que
podria indicar que se represente la forma plana (en inglés flat shape) del fruto en este
clister. En este cluster se encuentran las accesiones Paraguayo Almudi y Paraguayo
Almunia, de las que no tenemos descripcién morfolégica. Sin embargo, es probable que
presenten caracteristicas morfolégicas parecidas a las de las variedades de paraguayo
documentadas.

En el cluster 5 (color azul grisaceo), se agrupan variedades de origenes variados,
destacando la variedad brasilefia Pepita, de la que no hay descripcion previa. Sin embargo,
todas las variedades documentadas de este clister, son de pulpa amarilla y textura no
fundente, lo que puede significar que Pepita también presenta estas caracteristicas
morfol6gicas. La Unica accesion que presenta un coeficiente de afiliacién por debajo de 0,9
es Brasilefio Elipe, variedad murciana. Muestra también una afinidad notable (0,39) por el
claster 6, donde solo se encuentra una variedad murciana, Jerébnimo Espufia, la cual, a su
vez, muestra algo de afinidad por este clister. En este grupo se incluye la que parece ser
la accesion verdadera de la variedad La Escola (con nimero de accesion 5093).

El cluster 6 (color amarillo), es el mas extenso y diverso encontrado en este trabajo. Todas
las variedades documentadas incluidas en él son no fundentes, la mayoria aragonesas,
pero en este grupo encontramos la totalidad de variedades de Navarra en el presente
trabajo, y la mayor parte de las variedades catalanas de este proyecto. La mayoria de las
variedades de pulpa blanca documentadas y presentes en este trabajo, pertenecen a este
cluster. En general, las variedades que presentan mayor coeficiente de afiliaciéon en este
grupo, son las variedades de pulpa blanca y no fundente, como Valentin B.D., los clones
de Pomar o Tambarria B.D. entre otras. En este clUster también se encuentran 2 variedades
americanas, Andora (0,65) y Vivian (0,46), que presentan una afinidad destacable por el
cluster 7 (0,25 y 0,37, respectivamente), donde se agrupan variedades tradicionales
murcianas. El porcentaje de mezcla es diferente entre las variedades de Zaragoza, asi
tenemos variedades con coeficientes de afiliacion muy altos (Escolapio, Risol y Maluenda)
y otras variedades con coeficientes menores y con afinidad notable con el clister 2 (mas
de 0,3) como Gallur, Villamayor B.D. o CD-RCH, entre otras, siendo el cluster 2 donde se
agrupan la mayoria de variedades de esa zona. Dos de las variedades, Pavia Blanca y CD-
RCH, se encuentran sin documentar, sin embargo, las caracteristicas que reunen las
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variedades de este cluster, indican que podria tratarse de variedades de textura no
fundente.

El cluster 7 (color rosa), se caracteriza por agrupar variedades tradicionales murcianas del
grupo de los Jeronimos (J.) y las Marujas (M.). En este clUster encontramos accesiones
como M. Argos y sus clones (M. Alquibla, San Jaime, M. Tradicion y M. Tejar) y J. Ortiz y
sus clones (J. Copia, J. Prasio y M. Perfeccion). Estas accesiones de origen murciano,
presentan un coeficiente de afiliacion muy alto a este cluster, lo que pone de manifiesto una
diferencia genética notable con el grupo de los Calabaceros, que también presentan un
coeficiente de afiliacion alto para su cluster. Destaca sin embargo J. AD, que si que presenta
afinidad destacable (0,37) por el cluster 3, donde se agrupan los Calabaceros. Por ultimo,
llama la atencion la presencia de las variedades Roig de Aitona (Lérida) y Pavia Amarilla
de Tolosa (Zaragoza), las cuales, aunque muestran un coeficiente de afiliacién para este
clister méas bajo que las variedades murcianas, parecen estar genéticamente mas cerca de
estas que de las de sus lugares de origen. Pavia Amarilla de Tolosa muestra bastante
afinidad (0,47) por el claster 6, algo normal, ya que alli se agrupan gran parte de las
variedades de Zaragoza. Ademas, es la Unica variedad sin documentar de este grupo, por
lo que es muy probable que también sea una variedad de pulpa amarilla y de textura no
fundente. Roig de Aitona por su parte, muestra algo de afinidad por el cluster 5, donde
encontramos solo otra variedad de Lérida (La Escola).

Los resultados obtenidos en el andlisis de la estructura poblacional, manifiestan ciertas
diferencias con los origenes geograficos considerados al inicio de este trabajo. En el trabajo
de Pérez y col., (2020) los grupos iniciales se mantuvieron casi iguales tras los analisis de
estructura de la poblacién. Por su parte, Aranzana y col., (2010), estudiaron la estructura
poblacional de 224 variedades de melocotonero genotipadas con microsatélites vy
encontraron tres grupos principales basados principalmente en las caracteristicas del fruto
de estas variedades. Posteriormente, Font i Forcada y col., (2012) utilizando 94 variedades
de melocotonero de la EEAD (algunas de ellas utilizadas en este trabajo) y 40 marcadores
SSR encontraron solamente 2 subpoblaciones, variedades locales y variedades modernas,
con mezcla genética dentro de ambos grupos. En otro trabajo mas reciente, esas 2
subpoblaciones fueron observadas usando el mismo set de muestras y una gran cantidad
(4.558) de SNPs (Font i Forcada y col., 2019). Las diferencias con nuestros resultados se
deben principalmente a las diferentes accesiones utilizadas y, probablemente, al mayor
namero de SNPs proporcionados por la version segunda del chip de melocotonero.
Finalmente, la informacion obtenida en este trabajo servira para la diseccion de caracteres
importantes como la resistencia a enfermedades en estudios de asociacion de genoma
completo (en inglés Genome-Wide Association Studies (GWAS)). La presencia de
estructura poblacional en la poblacibn de mapeo en los estudios de asociacién puede
conducir a falsos positivos en las asociaciones entre marcadores y caracteres (Eltaher y
col., 2018). Por lo tanto, probar la estructura de la poblacion subyacente es el primer paso
para realizar GWAS para identificar una verdadera asociacion entre los marcadores y
caracteres y los genes subyacentes que controlan estos caracteres.
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6. Conclusiones
6.1. Conclusiones Generales

Tras los andlisis realizados sobre la diversidad genética y la estructura poblacional de
nuestro conjunto de accesiones se pueden sacar varias conclusiones.

1. La nueva versién del chip de genotipado de melotocontero es una herramienta
eficiente, en términos de coste por muestra e informacion obtenida, para los estudios
genéticos en esta especie. Asi el 55.84% de los SNPs del Illumina Infinium
BeadChip 18K se han mostrado como Utiles en este proyecto.

2. Se ha obtenido una descripcion detallada de la diversidad genética presente en
nuestro panel de accesiones, que no se habian estudiado anteriormente con este
nuevo chip.

3. Todo parece indicar que existen gran cantidad de individuos idénticos o clones en
el banco de germoplasma nacional lo que representa un gran coste de
mantenimiento y una mala gestion del espacio disponible. Se han detectado 44
individuos que se podrian condensar en 15 individuos al ser clones entre muchos
de ellos.

4. Los errores en el registro de algunas accesiones parecen evidentes, habiendo
accesiones con nombres duplicados. Se han detectado 3 errores de registro, viendo
que individuos que se consideraban duplicados, no lo son en realidad (La Escola),
y que individuos de variedades con distintas caracteristicas morfologicas segun la
informacion bibliografica (estas caracteristicas deben ser comprobadas en el banco
de germomplasma), han resultado ser clones (Tambarria B.D. y Rojo de Azagra).

5. Los resultados han mostrado un mayor intercambio de materiales entre las zonas
del norte del pais, y un menor con la zona de Murcia, que mantiene un fondo
genético diferente al resto, e incluso con las accesiones extranjeras.

6. La estructura genética de la poblacion parece indicar unas diferencias basadas en
las caracteristicas del fruto, no estando correlacionada con los origenes geogréficos
de las accesiones.

6.2. Futuros pasos y posibles lineas de investigacion

1. El 19,80% de los SNPs del lllumina Infinium BeadChip 18K clasificados como
Cambiado-Homo pueden ser de utilidad realizando un analisis mas profundo de
ellos.

2. Reorganizar la base de datos del banco de germoplasma y el mismo banco, con la
nueva informacién de clones y errores de registro detectados.

3. Laestructura de la poblacién obtenida y descrita, sirve como base para la realizacion
de estudios de asociacion de caracteres de interés agronémico, como resistencia a
enfermedades como Corky Spot.

4. Profundizar mas en el origen de las accesiones debido al parecido genético entre
accesiones del norte y las extranjeras y determinar que accesiones seria eficiente
adquirir para aumentar la variabilidad del banco de germoplasma.
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Anexo A. Programas de Mejora Genética en Esparfa

Tabla 9: Programas de Mejora Genética en Espafia

Pais Financiacion Programa

ALM Frutaria
Planasia
PSB Produccién Vegetal
Proseplan
Provedo
SPS
Royal
Primor
Gravilorenzo
La Tiesa

Privada

Espafia

Estacién Experimental de Aula
Dei (EEAD-CSIC)
Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias (IVIA)

Publica

IMIDA-Novamed

Privada y Publica .
vada y Fubll IRTA-ASF (Fruit Future)

A&L Maillard-ASF
Europépinieres
Star Fruits-AC
Monteux-Caillet

Privada
Francia

Publica INRA
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Italia

Privada

A. Minguzzi
CAV
Civ
Vivai G. Batisttini
V. Ossani
CRA: FRU Roma + FRU Forli
Neri

Publica

DCA-Universidad de Bolonia
Universidad de Florencia
Universidad de Pisa

Privada y Publica

Universidad de Milan-New
Plant

Australia

Publica

Universidad de Western
Sidney

Brasil

Publica

EMBRAPA Instituto
Agronomico

China

Publica

Agricultural Research Institute
Beijing Institute of Pomology
Forestry and Fruit Research

Institute
Zhengzou Fruit Research
Institute
Horticultural Research Institute
(HRI)

50



Estados Unidos

Privada

Burchell Nursery
G. Merrill
Bradford Farm & B Q Genetics
P.J. Friday
Sun World International, Inc.
Zaiger’s Genetics Inc.

Publica

Arkansas University
Clemson University
Florida University
Michigan University
North Carolina University
Rutgers University USDA-ARS
Texas A & M University

Hungria

Publica

Universidad de Budapest.
Facultad Agraria de Corvinus

México

Publica

Centro de Fruticultura, Colegio
de Universidad Autonoma de
Queretaro

Nueva Zelanda

Publica

Plant Food Research

Polonia

Publica

Research Institute os
Pomology and Floriculture

Rumania

Publica

SCPP Fruit Research Station

Sudafrica

Publica

ARC-Infrutec
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Tailandia

Publica

Royal Project Fundation
Royal Agricultural Station

Taiwan

Publica

Taiwan Agricultural Research
Institute

Nota. Fuente: Cos-Terrer, (s.f).
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Anexo B. Workflow de las diferentes Tareas realizadas en
este Trabajo

Banco de
Germoplasma

Extraccion de
ADN

lllumina Infinium Lectura de lllumina Infinium BeadChip 18K
BeadChip 18K (CRAG-Barcelona)

Procesamiento de datos con Filtrado de datos con
GenomeStudio Assist

Datos filtrados

Andlisis de
Diversidad Genética con
DiveRsity

Anélisis de Relaciones de Andlisis de Estructura
Parentesco con Plink Poblacional con fastStructure

Figura 10: Workflow de las Tareas realizadas en este Trabajo

Nota. Fuente: Elaboracién propia.
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Anexo C. Clasificacion de las Variedades segun su
Origen

Tabla 10: Clasificacién de las Variedades segun su Cdodigo y Origen

Nombre Cédigo Pais Origen
Sudanell 3099 B.D. 5001 Espafa Zaragoza
Zaragozano 5004 Espafia Zaragoza
San Jaime 5006 Espafia Lérida
Jeronimo 5009 Espafia Murcia
Amarillo Octubre 5017 Espafia Lérida
Binaced 5032 Espafia Huesca
Buisan 5034 Espafia Lérida
CD-RCH 5041 Espafia Zaragoza
Comaodin 5044 Espafia Huesca
Deja-1 5050 Espafia Navarra
Deja-2 5051 Espafia Navarra
Deja-3 5052 Espafia Navarra
Fraga B.D. 5072 Espafia Huesca
Fulla 5073 Espafia Huesca
Gallur 5075 Espafia Zaragoza
Generoso 5079 Espafia La Rioja
La Escola 5093 Espafia Lérida
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La Escola

L2-B

Maluenda (2375)

Miraflores Serapio

Montafana

Montes de Cierzo

Moret

Paraguayo Almudi

Paraguayo Almunia

Paraguayo Jota

Paraguayo San Mateo

Paraguayo T. Robert

Pigat

Pigat Susagna

Pomar 1

Pomar 2

Pomar 3

Roig de Aitona

Rojo-Amarillo Septiembre

Rojo de Azagra

Rojo de Tudela

Rojo del Rito

5340

5101

5104

5122

5123

5124

5126

5138

5139

5141

5143

5144

5146

5147

5149

5150

5151

5158

5159

5160

5161

5162
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Espafa

Espaia

Espaia

Espafa

Espaia

Espafa

Espaina

Espafa

Espafa

Espaina

Espafa

Espafna

Espafia

Espafna

Espafna

Espafia

Espafia

Espaiia

Espafia

Espaiia

Espaiia

Espafia

Lérida

Zaragoza

Zaragoza

Zaragoza

Zaragoza

Navarra

Huesca

Zaragoza

Zaragoza

Zaragoza

Zaragoza

Lérida

Huesca

Huesca

Huesca

Huesca

Huesca

Lérida

Lérida

Navarra

Navarra

Lérida



San Lorenzo

Sudanell 1 (2211)

Sudanell 2 (2349)

Tambarria B.D.

Utiel BD

Valdeltormo B.D.

Valentin B.D.

Miraflores

Escolapio

Tipo Rojo del Rito

Montamar

Campiel M.de Cierzo

Villamayor B.D.

Paraguayo Villamayor

Calabacero Deleite

Calabacero Soto

Calabacero Rincén

Jeronimo Copia

Jeronimo Ortiz (1)

Jeronimo Prasio

Maruja Tradicion

Maruja Alquibla

5168

5175

5176

5186

5191

5192

5193

5213

5231

5233

5234

5243

5258

5259

5260

5261

5262

5263

5265

5266

5267

5268
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Espafa

Espaia

Espaia

Espafa

Espaia

Espafa

Espaina

Espafa

Espafa

Espaina

Espafa

Espafna

Espafia

Espafna

Espafna

Espafia

Espafia

Espaiia

Espafia

Espaiia

Espaiia

Espafia

Huesca

Lérida

Lérida

Navarra

Valencia

Teruel

Navarra

Zaragoza

Zaragoza

Lérida

Zaragoza

Navarra

Zaragoza

Zaragoza

Murcia

Murcia

Murcia

Murcia

Murcia

Murcia

Murcia

Murcia



Maruja Perfeccion
Maruja Tejar
Brasilefio Elipe
Calabacero
Maruja Argos
Jeronimo Espufia
Jeronimo Balate
Campillo Rocho
Paraguayo Niqui
Blanco Tardio

Blanco Tardio

Amarillo Temprano (Ebro)/Maria
Serena

Calanda Sonrosado
Borracho de Jarque
Duraznillo 42B
Sunmel 1

Sunmel 2

Risol

Pavia Blanca
Calabacero Rancho
Calabacero Candelo

Pavia Amarilla de Tolosa

5269

5270

5271

5306

5311

5312

5314

5326

5359

5373

5373

5407

5410

5421

5491

5503

5504

5550

5582

5648

5649

5653
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Espafa

Espaia

Espaia

Espafa

Espaia

Espafa

Espaina

Espafa

Espafa

Espaina

Espafa

Espafna

Espafia

Espafna

Espafia

Espafna

Espafia

Espaiia

Espafia

Espaiia

Espafia

Espaia

Murcia

Murcia

Murcia

Murcia

Murcia

Murcia

Murcia

Zaragoza

Huesca

Zaragoza

Zaragoza

Zaragoza

Teruel

Zaragoza

Zaragoza

Zaragoza

Zaragoza

Zaragoza

Zaragoza

Murcia

Murcia

Zaragoza



Rincal 5664  Espafia Zaragoza

Andora 5018 ESt.adOS -
Unidos

Andora 501 Estados
Unidos

Aurelio 5023 Estados
Unidos

Pepita 5145  Brasil -
. Estados
Vivian (5266) 5206 Unidos

Aniversario 5369 Argentina -

Nota. Fuente: C. M. Cantin, investigadora CITA, comunicacion personal.
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Anexo D. Frutos de algunas de las variedades presentes
en este trabajo

Figura 11: Variedad La Escola

Nota. Fuente: Morales (2001).

Figura 12: Variedad Maluenda 2375

Nota. Fuente: Morales (2001).
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Figura 13: Variedad Rojo del Rito

Nota. Fuente: Morales (2001).

Figura 14: Variedad Paraguayo Jota

Nota. Fuente: Morales (2001).
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Figura 15: Variedad Sudanell 2

Nota. Fuente: Morales (2001).

Figura 16: Variedad Miraflores

Nota. Fuente: Morales (2001).
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Anexo E. Procedimiento y Material necesario para la
Extraccion de ADN

Procedimiento

Para realizar la extraccion se ha utilizado el método publicado por Doyle y Doyle (1987).
Comienza por sumergir el micromortero en nitrogeno liquido para enfriar y proceder a la
trituracion de la muestra de hoja. Cuando se efectla el triturado, se afiade una pequefia
cantidad de muestra en tubos eppendorf de 2 ml estériles, obteniendo tres eppendorf por
cada muestra de hoja triturada. La extraccion de tres copias por cada muestra es importante
porque nos permite continuar con la metodologia en el caso en el que una de las muestras
se pierda o se contamine durante el proceso. Ademas, es recomendable la conservacion
de todas y cada una de ellas pues, aunque la muestra no esté contaminada, puede no
cumplir los estandares de calidad exigidos posteriormente en las mediciones realizadas con
Nanodrop y Qubit, en cuyo caso se procederia a medir la calidad de otro de los eppendorf
con el ADN extraido de la misma muestra.

Cuando todas las muestras estan trituradas, se afiaden a cada tubo 750 ul del tampdn de
extraccién de CTAB con -mercaptoetanol, que antes ha sido precalentado a 65°C en el
bafo termostéatico. Una vez incubado en el bano termostatico a 65°C, se afiaden los 750 pl
de cloroformo:isoamilalcohol (24:1) y se mezcla bien por inversion durante 2-3 minutos.
Tras centrifugarlo, el sobrenadante es transferido a un tubo limpio con ayuda de una
micropipeta. Al sobrenadante transferido, se le anaden 450 ul de isopropanol frio para
precipitar el ADN. Se mezcla de nuevo por inversion haciendo visible el ADN, como una
masa algodonosa o pellet que flota en el interior del tubo. Se centrifuga, se elimina el
sobrenadante y se lava el pellet de ADN anadiendo 500 ul de etanol al 70% frio, invirtiendo
con cuidado el tubo una o dos veces, permitiendo que el pellet flote en la solucién. Se
centrifuga por ultima vez y se elimina el sobrenadante con una pipeta con cuidado para no
perder el pellet.

Tras dejar evaporar los restos de Etanol y secar el pellet, se resuspenden en 50 pl de
tampén TE de pH 8 (10 mM Tris HCI pH 8 + 1 mM EDTA) y se conservan a -4°C hasta su
cuantificacion. Finalizadas las extracciones, las muestras medidas con NanoDrop seran
conservadas a -20°C vy clasificadas en cajas para medirlas posteriormente en Qubit, que
proporciona unas medidas mas precisas.

Material
Para realizar la extraccion de ADN segun este método se necesita el siguiente material:
a) Micromorteros de polipropileno autoclavados

b) Tubos eppendorf 2 ml estériles, Tubos eppendorf 1,5 ml estériles y puntas de pipeta
estériles.

La instrumentacion utilizada consta de:
a) Micropipetas
b) Centrifuga de sobremesa
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c) Bafio termostatico a 65°C

d) Campana de extraccion de gases.

Para preparar el tampdn de extraccion CTAB se utilizan estos reactivos:
a) Agua estéril filtrada (SIGMA)

b) CTAB (Cetyltrimethylammonium Bromide) (SIGMA)
c) Cloruro sodico

d) EDTA (SIGMA)

e) PVP40 (SIGMA)

f) Tris (Trizma Base) (SIGMA)

El tampdn esta compuesto por:

a) 2% CTAB

b) 1,4 M NaCl

c) 20 mM EDTA

d) 100mM Tris pH 5

e) 2% PVP 40 (opcional segun Doyle y Doyle).

Posteriormente, se debe autoclavar y conservar a temperatura ambiente. Para su uso en la
extraccion, se aflade un 1% de (B-mercaptoetanol (0,2% segun Doyle y Doyle) y una vez
afadido este, el tampdn debe ser utilizado el mismo dia.

Los reactivos a utilizar en la extraccion son:
a) Nitrégeno liquido

b) Cloroformo:lsoamilalcohol (24:1) (SIGMA)
c) Isopropanol (SIGMA)

j) Etanol 70%
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Anexo F. Resultados obtenidos en NanoDrop y Qubit

Tabla 11: Resultados de las Medidas tomadas con Qubit y Nanodrop

Placa Eppendorf Qubit Unidad A260/A280 A260/A230
Al 1 57 95,6 ng/uL 1,868 0,941
A2 2 61r 176 ng/uL 2,117 1,936
A3 3 120 158 ng/uL 2,13 2,14
A4 4 53 175 ng/pL 2,05 1,43
A5 5 96 244  ng/pL 2,057 1,492
A6 6 6-2 140 ng/pL 2,15 1,86
A7 7 50-2 95,4 ng/pL 2,044 1,265
A8 8 104.3 580  ng/pL 2,17 2,16
A9 9 114 220 ng/pL 2,154 1,879
A10 10 64r 320 ng/uL 2,107 1,694
All 11 123 83,8 ng/pL 2,082 1,719
Al12 12 130 163  ng/uL 2,12 1,99
B1 13 33-1 136  ng/uL 2,112 1,764
B2 14 10.2 173 ng/pL 2,11 1,71
B3 15 110.2 278  ng/uL 2,08 1,47
B4 16 63r 654 ng/pL 2,131 1,951
B5 17 99-2 200  ng/pL 1,997 1,357
B6 18 82 75,2 ng/pL 2,05 1,635
B7 19 19-2 197 ng/pL 2,09 1,575
B8 20 23 147  ngluL 2,06 1,34
B9 21 105.3 292 ng/pL 2,08 1,57
B10 22 58.3 102 ng/uL 2,05 1,47
B11 23 13 184 ng/pL 2,13 1,85



B12

C1

C2

C3

C4

C5

C6

C7

C8

C9

C10

C11

C12

D1

D2

D3

E8

D5

D6

D7

D8

D9

D10

D11

D12

El

E2

E3

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

56
113-2
126
136
5.1
134
35-3
18-2
112-2
75T
93
127
107
109
74
36r
27r
133,3
60-2
65T
97-2
16
85-2
11-2
117
66 r
101.2

89.2

196
144
175
111
202
114
290
87
51,2
190
127
142
276
173
106
164
272
165
98,4
110
396
228
134
310
204
212
410

114

ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/pL
ng/pL
ng/uL
ng/pL
ng/uL
ng/pL

ng/uL

2,17
2,09
2,099
2,141
2,13
2,09
2,061
2,091
1,846
2,121
2,08
2,15
2,04
2,08
1,967
2,14
2,119
2,105
2,097
2,118
2,017
2,07
2,113
2,124
2,15
2,104
2,115

2,117

1,83
1,764
1,905
1,805

1,77

1,95
1,678
1,654
1,625
1,765

1,58

1,96

1,63

1,64
1,396

2,09
1,684
1,798
1,598
1,735
1,742

1,35
1,519
1,918

1,99
1,751
1,973

1,349



E4

ES

E6

E7

E8

E9

E10

Ell

E12

F1

F2

F3

F4

F5

F6

F7

F8

F9

F10

F11

F12

G1

G2

G3

G4

G5

G6

G7

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

67-3
87-3
119
37-3
42-1
4571
24
69r
81.2
129
106,2
80r
128
102-2
59.1
131-3
21
132
83r
71r
95.2
9r

17

38
115-3
122

118-3

123
134
150
193
174
290
202
167
165
156
161
200
121

404

140
174
126
197
177
360
152
230
139
80,2
185
192

304
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ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/pL
ng/pL
ng/uL
ng/pL
ng/uL
ng/pL

ng/uL

2,101
2,081
2,12
2,139
2,021
2,157
2,084
2,079
2,111
2,13
2,05
2,092
2,1
2,045
2,059
2,07
2,083
2,06
2,07
2,175
2,083
2,101
2,09
2,02
2,091
2,085
2,15

2,034

1,904
1,471
1,95
1,863
1,477
1,918
1,627
1,446
1,83
2,09
1,87
1,874
1,74
2,054
1,527
1,511
1,682
1,58
1,76
1,941
1,749
1,56
1,58
1,33
1,683
1,897
1,92

1,447



G8

G9

G10

G1l1

G12

H1

H2

H3

H4

H8

H9

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

30-2

20r

92.2

54

124-2

7-2

44

116-3

6-2

38

197
226
308
344
396
150
177
276
258
140

80,2

ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL
ng/uL

ng/uL

2,132
2,16
2,15

2,062
2,07

2,116

2,039
2,09

2,108

2,153

2,091

1,846
2,07
1,89

1,776
1,54

1,918

1,356

1,6

1,744

1,857

1,683

Nota. Fuente: Datos obtenidos de Qubit y NanoDrop.
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Anexo G. Call Rate obtenido en GenomeStudio

Tabla 12: CallRate obtenido en GenomeStudio

Individuos Call Rate
Paraguayo Villamallor 0.9543584
Paraguayo Almudi 0.9545454
Paraguayo San Mateo 0.9548572
Pepita 0.9557301
Montaced (Binaced) 0.9578501
Rojo de Azagra 0.9584113
Buisan 0.9589725
La Escola 0.9589725
Aurelio 0.9590348
Amarillo Temprano (Ebro) 0.9594089
Moret 0.9594713
Paraguayo Almunia 0.9604065
Borracho de Jarque 0.9604689
Comodin 0.9605936
Brasilefio Elipe 0.9606559
Montes de Cierzo 0.9609677
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Paraguayo T. Robert

Blanco Tardio

Aniversario

Paraguayo Niqui

Blanco Tardio Rep 1

Paraguayo Jota

Valdeltormo B.D.

Roig de Aitona

Pavia Blanca

Utiel BD

Pavia Amarilla de Tolosa

L2-B

Gallur

Fraga B.D.

Campiel M.de Cierzo

Rojo del Rito

Deja-1

Tipo Rojo del Rito

Pomar 3
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0.9610301

0.9612171

0.9617159

0.9627135

0.9627759

0.9628382

0.9629006

0.9632747

0.9637112

0.9637735

0.9641476

0.96421

0.96421

0.9644594

0.9645841

0.9645841

0.9646465

0.9646465

0.9647712



Pomar 2

Deja-2

Pomar 1

Valentin B.D.

Calanda Sonrosado

Zaragozano

Escolapio

Deja-3

Pigat Susagna

Montamar

Jeronimo

Maluenda (2375)

Villamallor B.D.

Duraznillo 42B

Rincal

Tambarria B.D.

Maruja Tradicion

Campillo Rocho

Rojo de Tudela
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0.9650829

0.9652076

0.96527

0.9653323

0.9653947

0.9653947

0.9653947

0.9655194

0.9655817

0.9655817

0.9657688

0.9658312

0.9659559

0.9660805

0.9661429

0.9662676

0.96633

0.96633

0.9663923



Jeronimo Balate

Risol

Maruja Tejar

Montafiana

San Jaime

Maruja Alquibla

Jeronimo Copia

Jeronimo Ortiz (1)

Vivian (5266)

Calabacero Rancho

Maruja Perfeccion

Amarillo Oct.

Jeronimo Prasio C-15

CD-RCH

Maruja Argos

Sudanell 1 (2211)

Jeronimo Espufia

Calabacero Deleite

Generoso
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0.9663923

0.9664547

0.966517

0.9665794

0.9665794

0.9665794

0.9665794

0.9666417

0.9666417

0.9667041

0.9667664

0.9668288

0.9668288

0.9668288

0.9668911

0.9668911

0.9669535

0.9671406

0.9672652



Sunmel 1

Andora

Andora_Copia

Samel 2

Calabacero Candelo

Calabacero Rincén

Calabacero Soto

La Escola Rep 1

Calabacero

Miraflores

Miraflores Serapio

Rojo-Amarillo Septiembre

Pigat

Fulla

Sudanell 2 (2349)

Sudanell 3099 B.D.

San Lorenzo

Promedio

0.9672652

0.9672652

0.9672652

0.9673276

0.9673899

0.9674523

0.9675146

0.9675146

0.9677017

0.9677017

0.9677017

0.9678888

0.9679511

0.9679511

0.9679511

0.9680758

0.9680758

0.964531454

Nota. Fuente: GenomeStudio.
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Anexo H. Resultados obtenidos en PLINK

Este Anexo incluye la tabla obtenida en PLINK con los resultados de las sinonimias y la
tabla elaborada a partir de estos resultados con los grupos de individuos que se han
establecido como clones.

Tabla 13: Sinonimias obtenidas en PLINK

Cédigo Nombre Cédigo Nombre RT EZ Z0Z12Z2 Pl_HAT

5004 Zaragozano 5231 Escolapio OT 0 001 1

Paraguayo San

5138 Paraguayo Almudi 5143 Mateo OT 0 001 1
5138 Paraguayo Almudi 5259 Paraguayo o 5 g g 1 1
Villamayor
5233 Tipo Rojo del Rito 5162 Rojo del Rito OT 0 001 1
5311 Maruja Argos 5270 Maruja Tejar OT 0 001 1
5311 Maruja Argos 5006 San Jaime OT 0 0 0 1 1
5311 Maruja Argos 5268 Maruja Alquibla OT 0 0 0 1 1
5311 Maruja Argos 5267 Maruja Tradicion OT 0 0 0 1 1
5050 Deja-1 5051 Deja-2 OT 0 00 1 1
5143 Paraguayo San Mateo 5259 Paraguayo  r 5 g o9 1 1
Villamayor
5262 Calabacero Rincén 5261 CalabaceroSoto OT 0 0 0 1 1
5262 Calabacero Rincén 5306 Calabacero OT 0 001 1
5262 Calabacero Rincén 5648 Calabacero OT 0 0 0 1 1
Rancho
5262 Calabacero Rincon 5260 ~ Caabacero  p g g o 1 g
Deleite
S Calabacero
5262 Calabacero Rincén 5649 OT 0 001 1
Candelo
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5149

5149

5261

5261

5261

5261

5306

5306

5306

5503

5270

5270

5270

5122

5006

5006

5150

5268

5265

5265

Pomar 1

Pomar 1

Calabacero Soto

Calabacero Soto

Calabacero Soto

Calabacero Soto

Calabacero

Calabacero

Calabacero

Sunmel 1

Maruja Tejar

Maruja Tejar

Maruja Tejar

Miraflores Serapio

San Jaime

San Jaime

Pomar 2

Maruja Alquibla

Jeronimo Ortiz (1)

Jeronimo Ortiz (1)

5150

5151

5306

5648

5260

5649

5648

5260

5649

5504

5006

5268

5267

5213

5268

5267

5151

5267

5269

5266

Pomar 2
Pomar 3
Calabacero

Calabacero
Rancho

Calabacero
Deleite

Calabacero
Candelo

Calabacero
Rancho

Calabacero
Deleite

Calabacero
Candelo

Sunmel 2
San Jaime
Maruja Alquibla
Maruja Tradicion
Miraflores
Maruja Alquibla
Maruja Tradicion
Pomar 3
Maruja Tradicién
Maruja Perfeccién

Jeronimo Prasio
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oT

oT

oT

oT

oT

oT

oT

oT

oT

oT

oT

oT

oT

oT

oT

oT

oT

oT

oT

oT



5265 Jeronimo Ortiz (1) 5263 JeronimoCopia OT O 0 O

5001 Sudanell 3099 B.D. 5176 Sudanell 2 (2349) OT 0 0 O
5001 Sudanell 3099 B.D. 5093 La Escola OT 0 0O
5648 Calabacero Rancho 5260 ~ C2aPacero qp o g g
Deleite
5648 Calabacero Rancho 5649 ~ C2aPacero qp o g g
Candelo
5176 Sudanell 2 (2349) 5093 La Escola OT 0 0O
5269 Maruja Perfeccion 5266  Jeronimo Prasio OT O 0 O
5269 Maruja Perfeccion 5263  JeronimoCopia OT O 0 O
5266 Jeronimo Prasio 5263 Jeronimo Copia OT 0 0 O
5018 Andora 5018 Andora OoT 0 0O
5373 Blanco Tardio 5373 Blanco Tardio OT O 0 O
5073 Fulla 5146 Pigat OT 0 0O
5073 Fulla 5159 ~ Rolo-Amarillo oy g
Septiembre
5141 Paraguayo Jota 5359 Paraguayo Niqui OT 0 0 O
5260 Calabacero Deleite 5649 ~ Caapaceroop o 4 g
Candelo
5146 Pigat 5159 Rsoé‘;'tggirrigo OT 0 00
5186 Tambarria B.D. 5161 Rojode Tudela OT 0 O O
5421 Borracho de Jarque 5126 Moret OT 0 0O
5421 Borracho de Jarque 5044 Comodin OT 0 0O
5126 Moret 5044 Comodin OT 0 0O

Nota. Cada fila incluye dos variedades que presentan sinonimia. Fuente: PLINK.
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Tabla 14: Grupos de Sinonimias

Grupo Sinonimia Individuo Origen
Calabacero Murcia
Calabacero Rancho Murcia
Calabacero Deleite Murcia
Grupo Sin 1
Calabacero Candelo Murcia
Calabacero Rincén Murcia
Calabacero Soto Murcia
Deja-1 Navarra
Grupo Sin 2
Deja-2 Navarra
Miraflores Serapio Zaragoza
Grupo Sin 3
Miraflores Zaragoza
Jeronimo Ortiz (1) Murcia
Maruja Perfeccion Murcia
Grupo Sin 4
Jeronimo Prasio Murcia
Jeronimo Copia Murcia
Tipo Rojo del Rito Lérida
Grupo Sin 5 Rojo del Rito Lérida
Grupo Sin 6 Maruja Alquibla Murcia
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Maruja Tradicion Murcia
Maruja Argos Murcia
Maruja Tejar Murcia
San Jaime Lérida
Paraguayo Almudi Zaragoza
Grupo Sin 7 Paraguayo San Mateo Zaragoza
Paraguayo Villamayor Zaragoza
Pomar 1 Huesca
Grupo Sin 8 Pomar 2 Huesca
Pomar 3 Huesca
Sunmel 1 Zaragoza
Grupo Sin 9
Sunmel 2 Zaragoza
Zaragozano Zaragoza
Grupo Sin 10
Escolapio Zaragoza
Sudanell 3099 B.D. Zaragoza
Grupo Sin 11 La Escola Lérida
Sudanell 2 (2349) Lérida
Fulla Huesca
Grupo Sin 12
Pigat Huesca
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Rojo-Amarillo Septiembre Lérida
Paraguayo Jota Zaragoza
Grupo Sin 13
Paraguayo Niqui Huesca
Tambarria B.D. Navarra
Grupo Sin 14
Rojo de Tudela Navarra
Borracho de Jarque Zaragoza
Grupo Sin 15 Moret Huesca
Comodin Huesca

Nota. Elaboracién propia a partir de los datos obtenidos con PLINK.
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Anexo |. Resultados de fastStructure

En este Anexo se exponen los resultados del gréfico de probabilidad marginal y sus valores.
Segun el grafico de probabilidad marginal, el nUmero mas probable de subgrupos en
nuestro panel es K5. Determinar el nimero de clisteres en los datos genéticos de
poblaciones es un tema muy dificil. Realmente, no existe ningin método que pueda hacer
esto de manera perfecta. Existen algunos trabajos como el de Guillot y col. (2009) como
ejemplo de que el uso incorrecto de un criterio estadistico puede producir resultados
erroneos y llevar a conclusiones engafiosas, independientemente del programa utilizado.
Por este motivo, creemos que nuestra eleccion de K=7 tiene en cuenta tanto el resultado
estadistico como el sentido biolodgico de nuestro trabajo.

-0.85

Marginal Likelihood

-0.95

Figura 17: Gréfico de Probabilidad Marginal

Nota. Fuente: fastStructure.
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Tabla 15: Probabilidad Marginal de cada Cluster

K Probabilidad Marginal
1 -0.9935238047
2 -0.8433998401
3 -0.8184170103
4 -0.8199132350
5 -0.7905320264
6 -0.8060804662
7 -0.7977184489
8 -0.7930450285
9 -0.7961011195
10 -0.7986992079

Nota. Elaboracién propia a partir de los datos obtenidos en
fastStructure.
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Anexo J. Resultados obtenidos en Structure

Este Anexo incluye una tabla con cada variedad asociada a su numero en Structure y su
cluster, y la representacion gréafica de los clusteres.

Tabla 16: Claster y N.° Asociado en Structure para cada Variedad

N° en Structure Variedad Grupo
15 Aniversario G1
17 Aurelio G1
33 Rojo de Azagra Gl
36 Buisan G1
51 Blanco Tardio G1
61 Blanco Tardio G1
16 Amarillo Octubre G2
18 Miraflores Serapio G2
26 Rincal G2
28 Sudanell Blanco Duro G2
31 Miraflores G2
37 Sudanell 2 (2349) G2
38 Generoso G2
41 Fraga B.D. G2
49 Duraznillo 42B G2
54 Sudanell 1 (2211) G2
58 Pigat Susagna G2
69 La Escola G2
90 Montamar G2
8 Calabacero Rincon G3
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10

11

44

45

76

21

32

42

67

70

73

77

87

47

79

80

83

12

13

14

Calabacero Deleite
Calabacero Soto
Calabacero
Calabacero Rancho
Campillo Rocho
Calabacero Candelo
Paraguayo Almudi
Paraguayo Almunia
Paraguayo San Mateo
Comodin
Borracho de Jarque
Binaced
Paraguayo Niqui
Paraguayo Jota
Paraguayo Villamayor
Paraguayo T Robert
Moret
La Escola
Pepita
Brasilefio Elipe

Amarillo Temprano
(Ebro)/Maria Serena

Tipo Rojo del Rito
Deja-1
L-2-B

Sunmel 1

Escolapio
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G3

G3

G3

G3

G3

G3

G4

G4

G4

G4

G4

G4

G4

G4

G4

G4

G4

G5

G5

G5

G5

G6

G6

G6

G6

G6



20

22

23

27

29

34

35

39

48

50

52

55

56

59

60

62

63

65

66

68

71

72

74

75

81

82

Calanda Sonrosado
Deja-2
Pomar 2
Pavia Blanca
Montes de Cierzo
Maluenda (2375)

Gallur

Campiel M.de Cierzo

Andora
Pomar 3
Fulla
Risol
Valdeltormo B.D.
Rojo del Rito
Villamayor B.D.
Pomar 1
Pigat
CD-RCH
Montafiana
Tambarria B.D.
Rojo de Tudela
Andora
Deja-3
Jeronimo Espufia
Sunmel 2

Vivian (5266)
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G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6

G6



85 San Lorenzo G6

86 Rojo-Amarillo Septiembre G6
88 Valentin B.D. G6
89 Utiel BD G6
4 Maruja Argos G7
19 San Jaime G7
24 Maruja Alquibla G7
25 Jerénimo Ortiz (1) G7
30 Jer6nimo AD G7
40 Maruja Perfeccién G7
43 Jerénimo Prasio G7
46 Roig de Aitona G7
53 Maruja Tradicion G7
57 Maruja Tejar G7
64 Jeronimo Balate G7
78 Pavia Amarilla de Tolosa G7
84 Jerénimo Copia G7

Nota. Elaboracién propia a partir de los datos obtenidos con Structure.

84



K=5 6 K=7 K=8 K=9 K=10

8288 813888 8KK388 38388 88888 KBS
-0 o oo : o oo g o -0 o oo -0 0 oo -0 0o oo

Figura 18: Representacion Gréfica de cada Cluster

Nota. Fuente: Structure.
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Figura 19: Representacion Gréafica de cada Cluster con Origenes

Nota. Fuente: Structure.
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