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Resumen

Es fundamental estudiar la diversidad genética en poblaciones para lograr

entender su estructura y dindmica. Herramientas como los microsatélites y los

SNPs son claves en estos estudios, ya que permiten identificar clones y corregir

errores de identificacion. El principal objetivo de este estudio es obtener

informacidn detallada sobre la estructura genética de la principal poblacion de

mejora de Pinus pinaster de Galicia. Para ello, se analizaron individuos

correspondientes a los 116 clones iniciales utilizando los dos tipos de marcadores

genéticos: 12 microsatélites y 62 SNPs. El uso de estos marcadores no solo

proporciond informacidn para la gestion y conservacion de la poblacién de mejora

gallega, sino que también permitié corregir errores de identificacién y determinar

la estructura genética de la poblacidon.

Palabras clave

Marcadores moleculares, nSSR, SNP, diversidad genética, estructura poblacional.
1. Introduccién

El estudio molecular en poblaciones de mejora nos permite identificar y
diferenciar de forma inequivoca los arboles superiores y su descendencia lo que, a
su vez, nos permitird gestionar las poblaciones de mejora y su aplicacién en sus
diferentes etapas (NEALE Y KREMER, 2011). En los programas de mejora es
necesario estimar la diversidad genética de las poblaciones por varias razones:
cuando la diversidad genética es baja, hay una mayor probabilidad de que
individuos genéticamente similares se apareen, aumentando asi las posibilidades
de endogamia; la diversidad genética contribuye a la resiliencia de una poblacion a
las enfermedades y al estrés ambiental, asegurando la supervivencia a largo plazo;
por otro lado, la identificacién inequivoca del material de un programa de mejora
es esencial ya que garantiza su trazabilidad.

Los marcadores moleculares son pequefios fragmentos de ADN (codificante o no)
que presentan un polimorfismo en funcion del individuo, lo que permite
caracterizar un genotipo. Los marcadores mads recientes y utilizados actualmente
son los microsatélites (también llamados nSSR: simple sequence repeat) y los SNPs
(single nucleotide polymorphism). Los nSSR se han utilizado durante mucho
tiempo para reconstruir pedigries porque son multialélicos, codominantes y
facilmente observables (JONES et al., 2010). Por otro lado, el SNP, es la variacién de
un solo par de bases del genoma y son mas abundantes dentro de este, mds
confiables, mdas simples y mds baratos de genotipar (TELFER, 2015).

El pino maritimo (Pinus pinaster Ait.) es una especie con gran diversidad
ecoldgica que se adapta muy bien a diversos tipos de climas y suelos. Es nativo de
Europa occidental y el norte de Africa y las mayores superficies de esta especie se
encuentran en Portugal, Francia, Italia y Espafia. En la Peninsula Ibérica, es
especialmente notable su presencia en el noroeste del pais, en Galicia, donde en
2022 cubria aproximadamente 200.000 hectareas segun los datos del Inventario
Forestal Continuo de Galicia IFCG, 2022). Se encuentra también en la meseta
castellana, en las montafias de la zona Soria-Burgos, en las Sierras de Cuenca y de
Segura-Alcaraz, y en pequefios puntos del interior y de la costa mediterranea
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espafiola.

El programa de mejora genética mas avanzado de esta especie comenzdé en 1960
en Aquitania, al suroeste de Francia. Este programa se inici6 con el fin de
aumentar el rendimiento y la productividad de las masas de P. pinaster, si bien
actualmente pretende también encontrar genotipos resistentes a las
enfermedades, a la sequia, y a otros estreses ambientales, utilizando para ello una
combinacion de métodos de mejora tradicionales con técnicas basadas en
marcadores moleculares, como nSSR y SNPs. El uso de microsatélites en el
programa de mejora genética de Pinus pinaster en Francia es una herramienta
esencial para estudiar la diversidad genética y la estructura poblacional, mientras
que los Arrays de SNP son claves para la seleccién asistida por marcadores (MAS),
la evaluacion de la diversidad genética y la mejora de caracteres de esta especie
forestal (RAFFIN et al., 2016).

El programa de mejora portugués es otro de los programas de mejora de P.
pinaster mas antiguos. El pino maritimo es una especie muy importante en
Portugal, ya que se utiliza ampliamente para la producciéon de madera, la
reforestacidn y la industria papelera (ICNF, 2023). El programa de mejora genética
en Portugal se inici6 en 1960 a partir de una seleccion de 80 arboles en Leiria en
colaboracion con Australia, a partir de los cuales se establecieron dos huertos
semilleros cualificados utilizando 60 clones injertados y de este mismo huerto, en
el afio 2000, un huerto semillero testado que contenia los 16 mejores clones en
rectitud y volumen (AGUIAR et al,, 2003). Recientemente se ha realizado una nueva
seleccidn de mds de 100 arboles, pero esta vez, en todo Portugal. En la ultima
década han incorporado cada vez mas marcadores moleculares (nSSR y SNPs) para
mejorar la precision y eficiencia de sus esfuerzos de mejora genética.

En Espafia, en los afios 80, se inicié un programa de mejora genética de P. pinaster
en Galicia mediante la seleccion fenotipica de drboles superiores de rodales
ubicados a lo largo de la costa atlantica gallega con el objetivo de aumentar la
produccién de madera para apoyar y promover el sector forestal gallego. Se
decidi6 realizar la seleccion en esta procedencia en base a resultados obtenidos a
partir del ensayo de procedencias instalado en los afios 50 por D. Fernando Molina
(MOLINA, 1965). El criterio de selecciéon se baso en la rectitud, el crecimiento en
volumen y el menor espesor de corteza. Se seleccionaron un total de 116 arboles y
se replicaron mediante injerto en un huerto semillero clonal de primera
generacion (Sergude, A Corufia), constituyendo la principal poblacién de mejora
del programa gallego. Este huerto fue incluido en 2001 en el Catdlogo Nacional de
Materiales de Base (CNMB) para la obtencidn de material forestal de reproduccion,
de categoria calificado. En 1998 se instal6 un nuevo huerto semillero en Monfero
(A Corufia) con el mismo material y disefio también incluido como material de
base calificado en el CNMB en 2007. Desde entonces, se establecieron varios
ensayos de campo e invernadero y, tras analizar los resultados de esos ensayos, se
establecio un huerto semillero de generacién 1,5 en A Braxe (A Corufia) con los
clones injertados de los 79 mejores genotipos. Entre 2016 y 2020 se dieron de alta
en el CNMB otros tres huertos semilleros, en este caso de brinzales, asi como seis
progenitores de familia resistentes al nematodo de la madera del pino. Desde el
afio 2020 se han introducido al programa de mejora los estudios moleculares,
utilizando tanto nSSR como SNPs para poder determinar los diferentes parametros
de diversidad, asi como conocer la identidad y el origen de los arboles.

2. Objetivos
Los principales objetivos de este estudio fueron: 1) Genotipar la poblacién
principal de mejora, con un total de 452 individuos que pertenecen a 116 arboles
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superiores utilizando 12 microsatélites; 2) Genotipar mediante 62 SNP los distintos
genotipos determinados por nSSR para confirmar nuevamente la identidad de este
material y comparar los resultados obtenidos con los de los nSSR; 3) Corregir
errores de identificacion, determinar la estructura genética de la poblacion y
estudiar su diversidad.

3. Metodologia
Material vegetal

El material vegetal empleado fueron aciculas de 452 ramets procedentes de 116
arboles superiores seleccionados en Galicia en los afios 80 a partir material local, el
cual se habia demostrado presentaba mejores caracteristicas que otras poblaciones
del drea de distribucion natural de la especie (MOLINA, 1965). Estos se injertaron
en 1998 en un huerto semillero de primera generacién ubicado en Monfero, Galicia
(43°17°54.82” Ny 7°56” 14.84” W).

Estos arboles superiores se seleccionaron a lo largo de la costa atlantica de Galicia
(Figura 1) en base a sus caracteristicas fenotipicas superiores, lo que asegura que
estos arboles continden proporcionando semillas de alta calidad dentro del
programa de mejora genética de Galicia.

Se recogieron muestras de aciculas de un total de 452 individuos presentes en el
huerto semillero clonal (una media de 3,9 ramets/clon). Las muestras se colocaron
en bolsas de papel junto con gel de silice, un material desecante que ayuda a
mantenerlas secas, y, posteriormente, se almacenaron de manera segura hasta que
extrajo el ADN.

0
Altitude (m)

Figura 1. Distribucion de drboles superiores de Pinus pinaster en la zona
atldntica y situacion de los huertos semilleros clonales de Monfero
Genotipado
En primer lugar, se liofilizaron todas las muestras de aciculas y, posteriormente,
se molieron 40 mg de este material con Tissue Lyser (Qiagen, Venlo, Paises Bajos)
utilizando nitrégeno liquido. Para el estudio con nSSR, se extrajo el ADN con el kit
comercial NucleoSpin™ 96 Plant IT (Macherey — Nagel™, Alemania) siguiendo el
protocolo del fabricante, al que se afiadieron algunas modificaciones, y se
cuantificé por fluorometria con Qubit 4 (Thermo Fisher, EE. UU.). Ademas, se
comprobd la integridad y la calidad del ADN mediante un gel de agarosa. Se
almaceno a 4 °C hasta la reaccion de PCR.
Para el genotipado de las muestras se utilizaron 12 nSSR que ya se habian
seleccionado y utilizado previamente para otros estudios con esta misma especie:
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ctg275, NZPR544, RPtest11, ctg4363, NZPR418, NZPR1078 (CHAGNE et al., 2004),

C \) A6F03 (GUEVARA et al., 2005), FRPP94 (MARIETTE et al., 2001), epi3, epi5

VY (SEBASTIANI et al., 2012), gPp14 (PINZAUTI et al., 2012), pEST2669 (STEINITZ et al.,

FORESTAL ESPANOI 2011).
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GIJON | JUNIO Para la amplificaciéon mediante PCR, se utilizg el kit PCR Multiplex de Qiagen
(Qiagen, Venlo, Paises Bajos). Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen
final de 10 pl que contenian 3 ul de agua estéril, 5 pl de 2x Type-it Master Mix, 1 pl
de 2 pyM primer mix, y 1 ul de ADN a 10ng/ul. El procedimiento consistio en un
primer paso de desnaturalizacion del ADN durante 5 minutos a 95°C, seguido de 30
ciclos a 95°C durante 30 segundos, anillamiento a 57°C durante 90 segundos y
extension a 72°C durante 30 segundos. Por ultimo, se realizé una extension final de
30 minutos a 60°C y se realizé un gel de agarosa al 1% para verificar la
amplificacion. Los productos de PCR amplificados se analizaron en un
secuenciador ABI3500 utilizando LIZ500 como estdndar de tamafio y los tamafios
de los fragmentos se determinaron utilizando Geneious Prime 2021.1.1 (Dotmatics).

Para el genotipado mediante SNPs se hicieron 112 de las 116 muestras originales
de arboles superiores, ya que las otras 4 no tenian calidad suficiente para
estudiarse con estos marcadores, y se enviaron al INRAE (Burdeos, Francia). La
extraccion de ADN se realiz6 con el kit DNeasy® Plant Mini (Qiagen, Venlo, Paises
Bajos) y se cuantificé con técnicas espectrofotométricas y fluorométricas utilizando
Nanodrop y Picogreen, respectivamente. Se utilizaron un total de 61 SNPs con la
tecnologia Sequenom en PGTB (La Plateforme Génome Transcriptome de
Bordeaux) ya que uno de ellos no funciondé. Estos SNPs ya se habian probado
anteriormente genotipar la poblacion de mejora de pino maritimo francés. E1
genotipado mediante estos marcadores se llevd a cabo utilizando la tecnologia
iPLEX Gold en el MassARRAY (Agena Bioscience).

Analisis de datos

Para la identificacién de clones mediante nSSR, primero se comprob¢ si habia
alelos nulos con el software Cervus v.3.0.7 y se eliminaron aquellos marcadores
con F(null)>0,1 para el andlisis posterior. Para los datos de SNPs calculamos los
datos faltantes, la frecuencia de alelos menores (MAF) y el equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE). El genotipo mas frecuente de todos los arboles genotipados para
un clon se identificé como el genotipo de referencia del clon para estudios
posteriores.

En el caso de los SNPs, se calcul6 el Contenido de Informacion de Polimorfismo
(PIC) (BOTSTEIN et al., 1980) y los pardmetros calculados para los dos conjuntos de
marcadores fueron: numero de arboles superiores, niumero de genotipos unicos,
numero de individuos con genotipo diferente de los genotipos iniciales, arboles
superiores que comparten el mismo genotipo, numero de loci, probabilidad
combinada de no exclusion (primer progenitor), probabilidad combinada de no
exclusion (segundo progenitor), probabilidad combinada de no exclusion (par
progenitor), probabilidad combinada de no exclusién (identidad), probabilidad
combinada de no exclusién (identidad de hermanos).

El calculo de parametros de diversidad genética para ambos tipos de marcadores
se realizé con el software Genodive 3.0 y se calcul6: niimero de alelos (Na), nimero
de alelos efectivos (Ne), heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada
(He; NEIL 1987) e indice de consanguinidad (Fis). Este mismo software también se
utilizd para detectar muestras duplicadas y para confirmar la identidad de cada
individuo y un andlisis de identidad para SNPs con el programa Cervus v.3.0.7
(KALINOWSKI et al., 2007).

Se utiliz6 un método de agrupamiento bayesiano implementado en el software
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STRUCTURE v.2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000) para definir la estructura de la
poblacion. Se probaron diez ejecuciones independientes para K = 1-20. Se utiliz6 un
modelo de mezcla con un periodo de prueba de 10 000 interacciones seguido de
100 000 interacciones de Monte Carlo con cadena de Markov. Este andlisis se
realiz6 con frecuencias correlacionadas.
4. Resultados

Identificacion de clones, diversidad genética de la poblacidn y estructura

Se realizd un primer analisis genético de los marcadores utilizando el programa
Cervus 3.0.7. Este andlisis ha permitido identificar y excluir marcadores con alelos
nulos (Tabla 1). El criterio aplicado para identificar alelos nulos fue que la
frecuencia del alelo nulo F(null) debia ser mayor que 0,1. Mediante este criterio, se
identificaron tres marcadores que presentaron alelos nulos (NZPR544, NZPR418 y
gPp14) y se excluyeron de los andlisis posteriores, que se realizaron solamente con
9 nSSR (Tabla 2). Estos nSSR seleccionados fueron muy informativos ya que tenian
suficiente poder para diferenciar individuos.

Tabla 1. Alelos nulos obtenidos con el programa Cervus 3.0.7

ctg275 0,0032
NZPR544 0,2799
A6F03 0,0086
RPtest11 0,0427
FRPP94 0,0561
ctg4363 -0,0312
epi3 0,006
epi5 -0,0363
NZPR418 0,1441
gPpl4 0,1034
PEST2669 0,0754
NZPR1078 0,02

Tabla 2. Informacién de los 9 nSSR

ctg275-F ACGGAGATATATTGCTGGCG 116-138

ctg275-R AAAGAATAACGTGAAACAAACCC

A6F03 - F CCTGAAAATCGACGGATCG 240 - 252
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A6F03 -R ATGGTATTTTGCGGGTTGC
RPtestll-F AGGATGCCTATGATATGCGC 206 - 215
RPtest1l-R AACCATAACAAAAGCGGTCG
FRPPY4 - F GGCAAACCTCTTTTAGAGTGC 133-157
FRPP94 - R TTTGTCGATTTTTCTTGAAATCTAA
ctg4363 - F TAATAATTCAAGCCACCCCG 93-99
ctg4363 -R AGCAGGCTAATAACAACACGC
epi3-F AGCAACATTTCCCTGGACAC 223 -241
epi3-R GGAATAATTGCAGTTGCAGTAGC
epi5-F GGCGCGAACTACTTCATCTG 183-201
epi5-R CAATGCTGACAAACCCAGAA
PEST2669 - F ATTGCTTCTGAAAGGGCATC 144 - 160
PEST2669 - R TCCCTTGGCACCATGTTAAT
NZPR1078 -F TGGTGATCAAGCCTTTTTCC 328 -338
NZPR1078 -R GTTGATGAGTGATGGCATGG

Los andlisis realizados con GenAlex 6.5 han permitido identificar errores de
identificacién, obteniéndose un total de 98 MLG (Multilocus Genotype) que se
corresponden con drboles superiores seleccionados en Galicia en los afios 80, en
lugar de los 116 supuestamente seleccionados. Se obtuvieron los mismos
resultados para los 61 SNP en cuanto a identificacidn de clones. Por otra parte, se
encontrod un error de genotipado del 6,6%.

Por otro lado, los resultados del andlisis con el programa STRUCTURE, mostraron
que no existe una estructura genética definida dentro de la poblacién reproductora
de P. pinaster, 1o que implica que todos los individuos pueden considerarse parte
del mismo grupo genético.

Comparacion entre nSSR y SNP

Los 9 nSSRs utilizados para evaluar la variabilidad genética resultaron ser
polimoérficos, ya que presentaron entre 4 y 9 alelos. El nimero promedio de alelos
(Na) fue de 5,33, 1o que indica una diversidad alélica considerable en la poblacion.

Los valores de heterocigosidad observada y esperada son bastante similares
(H0=0,56; HE= 0,57), lo que sugiere un nivel alto de diversidad genética dentro de la
poblacion de mejora gallega de P. pinaster (Tabla 3). Ademas, los valores del indice
de fijacién (F) fueron cercanos a cero, lo cual indica que la reproduccién dentro de
la poblacion es aleatoria. Esto es un signo positivo de variabilidad genética, ya que
no hay indicios de endogamia significativa.

Tabla 3. Numero de alelos observado (Na) y efectivo (Ne), heterocigosidad
observada (Ho) y esperada (He) e indice de consanguinidad (Fis) estimados
para la principal poblacién reproductora gallega con 9 microsatélites.
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92 CONGRESO ctg275 9 3.523 0.714 0.72 0.008 e
FORESTAL ESPANOL
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GIION | JUNIO A6F03 6 2.748 0.622 0.639 0.026 "
RPtest11 4 2.04 0.469 0.513 0.084 ns
FRPP94 8 5.065 0.714 0.807 0.115*
ctg4363 4 2.349 0.612 0.577 -0.061 "
epi3 5 3.221 0.684 0.693 0.014 s
epi5 4 1.816 0.48 0.451 -0.062 R
PEST2669 4 1.345 0.224 0.258 0.129
NZPR1078 4 2.123 0.51 0.532 0.041 n
General 5.33 2.69 0.56 0.577 0.031 "

Los valores de Ho y He son mayores en el caso de los nSSR (Tabla 4), debido o su
mayor grado de polimorfismo, lo que muestra que estos marcadores son mas
discriminantes, suponiendo una mejor herramienta de identificacién.

Tabla 4. Comparacion de los valores obtenidos para los diferentes parametros

con nSSR y con SNPs
Pardmetro nSSR SNPs
Numero de individuos 98 112
Numero de loci 9 61
Numero medio de alelos por locus 5.33 2
Heterocigosidad media esperada 0.58 0.37
Contenido medio de informacién
polimérfica (PIC) 052 029
Probabilidad cor.nbmada de no exclusién 012 0.01
(primer padre)
Probabilidad combinada de no exclusién 0.02 6.61E-5
(segundo padre)
Probabilidad combinada de no exclusiéon 1.2E-3 1.3E-7
(par de padres)
Probabilidad combinada de no exclusién 1.19E-6 3.11E-20
(par de padres)
Probabilidad combinada de no exclusién 2. 62.E-3 0.48E-11

(identidad de hermanos)

5. Discusion
En tres de los 12 marcadores SSR empleados en el estudio de la poblacién
principal de mejora mediante microsatélites (nSSR) se identificé la presencia de
alelos nulos. Por ello, se optd por utilizar unicamente 9 de los marcadores nSSR
originales. En cuanto a la estructura poblacional, el programa STRUCTURE
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determind que estos arboles comparten un mismo origen genético, es decir, la
poblacién principal de mejora constituye una unica poblaciéon homogénea.
Ademads, todos los pardmetros de diversidad analizados (numero de alelos
observados (Na) y efectivos (Ne), heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He) e
indice de fijacién (F)) mostraron valores dentro de un rango aceptable (Ho y He >
5), por lo que se puede afirmar que la poblacién es lo suficientemente diversa. Por
lo tanto, en principio, no es necesaria la introduccion de nuevos genotipos.

El alto nivel de polimorfismo de los nSSR que indican los niveles de
heterocigosidad de la poblacién de mejora confirmé resultados de estudios previos
realizados en diferentes poblaciones de P. pinaster utilizando el mismo conjunto de
marcadores (JARAMILLO-CORREA et al., 2015).

Los errores de identificacion son comunes cuando no se hace la identificacién
molecular y, ademads, suelen ser valores altos. Por ejemplo, en el programa de
mejora francés, el error obtenido fue de un 17% cuando estudiaron 524 4drboles (5
ramets/arbol) con 80 nSSR (BOUFFIER, 2022). En el presente estudio, el error de
identificacion en el huerto semillero de Monfero fue muy aceptable (5,8%), ya que
solo se identificaron incorrectamente 26 individuos. Como resultado, el nimero de
genotipos que constituyen la poblacidn de mejora resulté ser 98 en lugar de los 116
clones seleccionados originalmente. La razén mas probable es que hubo errores en
el etiquetado o manejo de los arboles durante el establecimiento del huerto.
Ademads, se han encontrado algunos genotipos nuevos de fuentes desconocidas que
de momento no se van a afiadir a la poblacién de mejora ya que, sin sus datos
genéticos, su introduccidn podria resultar en la transmision de caracteres
indeseables que, a su vez, podrian afectar caracteristicas importantes como el
crecimiento, la resistencia a enfermedades, la calidad de la madera o la
adaptabilidad a las condiciones climaticas (FALCONER et al. 1996).

La eleccidn entre usar nSSR o SNPs dependera del acceso a cada uno de ellos o de
la preferencia hacia uno u otro ya que, los resultados obtenidos con las 112
submuestras estudiadas son los mismos con ambos marcadores, es decir, también
indican que hay menos genotipos de los considerados inicialmente y el porcentaje
de error es el mismo.

6. Conclusiones

Tanto los 9 nSSR empleados en este estudio como los 61 SNPs del array de baja
densidad desarrollado en Francia han demostrado ser efectivos para diferenciar e
identificar genotipos dentro de la poblacién principal de mejora gallega de P.
pinaster.

Se ha comprobado que la poblacién principal de mejora gallega constituye una
Unica unidad genética, dado que no se ha encontrado una estructura genética
definida. Ademas, los parametros de diversidad estudiados muestran que esta
poblacién es suficientemente diversa por lo que, en principio, no es necesario
introducir en ella nuevos genotipos. Hay que destacar que, de los 116 arboles
superiores que se seleccionaron inicialmente en el programa de mejora gallego, 98
genotipos han sido correctamente identificados y caracterizados molecularmente,
mientras que el resto (18) no han identificado aun con certeza.
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