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Caracterizacion genética y molecular de una coleccion internacional de
germoplasma de veza comun (Vicia sativa)

L. de la Rosa?, M. T. Marcos?, L. M. Guasch?, R. A. Arroyo' y E. Ramirez-Parra!
1 Centro Biotecnologia y Gendémica de Plantas (CBGP), INIA-UPM
2 Centro Nacional de Recursos Fitogenéticos (CRF), INIA
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Resumen

La veza comun (Vicia sativa L.) es una leguminosa con alto contenido proteico,
aprovechandose su grano y forraje, cuyo cultivo es muy adecuado en el marco de una
agricultura sostenible debido a su gran capacidad de fijacion de nitrégeno. La
coleccion espafiola de veza, conservada en el Centro Nacional de Recursos
Fitogeneticos del INIA (CRF), es una de las mas grandes del mundo e incluye
mayoritariamente variedades tradicionales mantenidas por los agricultores,
poblaciones silvestres y variedades comerciales, algunas obsoletas. En cuanto a su
origen, incluye vezas tanto de origen espafiol como de procedencia internacional.
Todos estos materiales son potenciales fuentes de resistencia al estrés abidtico y bidtico
de indudable interés frente al cambio climatico. El analisis de la estructura de la
diversidad genética de esta coleccion es esencial para desarrollar nuevos métodos de
recoleccion, conservacion y para facilitar su uso. Con el objetivo de conocer esta
diversidad, se han seleccionado 541 accesiones de la coleccion del CRF que han sido
caracterizadas utilizando un conjunto de 11 marcadores moleculares de repeticion de
secuencia simple (SSR). El analisis genético revelé una amplia variacion genética
entre las accesiones, con un numero de 2-12 alelos por locus, un promedio de 7.0 y una
heterocigosidad observada de 0.10-0.27. El dendrograma generado utilizando los
valores de diversidad genética y variabilidad observada clasificaron la mayoria de los
genotipos segun su origen geografico, lo que indica una evolucion particular de los
diferentes ecotipos de veza. Los resultados de esta caracterizacion molecular a gran
escala son esenciales para la gestion y la conservacion de la coleccién de veza y
proporcionan informacion y orientacion para su uso racional a la comunidad de
investigacion y a las empresas de mejora de leguminosas.

INTRODUCCION

La veza comun (Vicia sativa L.) es una leguminosa de doble aptitud (forrajera o
grano), de alto contenido proteico y capacidad de fijacion bioldgica de nitrégeno por lo que
tiene un enorme potencial en sistemas de agricultura sostenible (www.fao.org). La enorme
dependencia de proteinas de origen vegetal para la alimentacion animal, y el interés de la
UE por la utilizacion de especies para siembra en superficies de interés ecoldgico sitla al
uso de veza como una alternativa agricola de gran importancia en Espafia. Los datos de los
ultimos afios muestran la relevancia en Espafia del cultivo de veza, tanto en produccion
como en superficie en el contexto de la produccién de leguminosas de grano, tanto en el
ambito nacional como internacional. Segun los datos disponibles en FAOSTAT
(http://www.fao.org/faostat/) Esparia es el primer productor europeo de veza, el cuarto del
mundo en cuanto a produccion total y el tercero en superficie cultivada (afio 2016). Segin
los datos provisionales del MAPAMA de 2016 en Esparfia se sembraron 94.001 ha de veza
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para uso como grano, con una produccién de 114.932 t, lo que da como resultado una
produccion media de 1,22 t/ha, y 116.796 ha para veza forrajera que produjeron 1.740.854
t, estos datos demuestran un interés creciente por el cultivo de esta especie, que no se
corresponde con la oferta varietal actual.

El catalogo de variedades comerciales y protegidas del MAPAMA Unicamente
incluye 34 variedades, por lo que los agricultores tradicionalmente han empleado
variedades locales o0 autdctonas . La mayor parte de estas variedades esta conservada en el
CRF e incluye un total de 969 entradas, 513 de ellas recolectadas en Espafia, 237
internacionales y el resto con datos de pasaporte incompletos (Figura 1). La principal
limitacion del uso de las colecciones de germoplasma, ya sea directamente por los
agricultores o para el desarrollo de nuevas variedades, es la escasez de datos de
caracterizacion que permitan su utilizacion para la obtencion de nuevos cultivares méas
productivos y mejor adaptados a distintas condiciones ambientales.

La reciente disponibilidad en las bases de datos GenBank de varios “expressed
sequence tags” (ESTs) de V. sativa ha permitido la identificacion de marcadores
moleculares tipo microsatélite con distinto grado de polimorfismo (Kim et al., 2015;
Raveendar et al., 2015).

En este trabajo analizamos la diversidad genética de 541 accesiones nacionales e
internacionales del CRF, utilizando un conjunto de 11 marcadores moleculares de
repeticion de secuencia simple (SSR).

MATERIAL Y METODOS

Las accesiones de V. sativa analizadas en este estudio estan conservadas en el CRF
(http://wwwx.inia.es/coleccionescrf/). Para los analisis genomicos las semillas fueron
germinadas en invernaderos (fotoperiodo: 16 h luz/8 h oscuridad, a 22 °C) y las muestras
de hojas jovenes de plantas de 4 semanas fueron almacenadas a -80°C hasta la extraccion
de ADN genomico. EI ADN genomico se extrajo empleando DNeasy® Plant Mini kit
(Qiagen) acorde a las instrucciones del fabricante. La cantidad y calidad del ADN extraido
fueron analizadas empleando NanoDrop ND1000 (Thermo Scientific). Las 11 parejas
seleccionadas de oligonucle6tidos conteniendo SSR fueron validados experimentalmente y
los oligos directos se sintetizaron con la adicion de distintas sondas fluorescentes (6-FAM,
HEX, NED, PET, LIZ). La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen de reaccion de
12uL con 20ng de DNA gendmico Yy la adicion simultanea de las 11 parejas de oligos,
empleando Multiplex PCR NZYTaqg 2x Colourless Master Mix (NZYTech Genes &
Enzymes, Portugal) segun las indicaciones del fabricante y un ciclo de 5 min a 94°C;10
ciclos: 30s a 94°C, 30s a 50°C, 45s a 72°C; 25 ciclos: 30s a 94°C, 30s a 54°C, 45s a 72°C
y una extension final de 5 min a 72°C. Los fragmentos de PCR que contenian los SSR se
analizaron en un equipo ABI 3130xlI Genetic Analyzer (Applied Biosystem) y la
determinacion del tamafio de fragmentos se realizé empleando el programa Peak Scanner
2.0 (Applied Biosystems) empleando un marcador interno (GeneScan 1200L1Z; Applied
Biosystems).

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de las 541 accesiones con los 11 SSRs seleccionados empleando PCR
multiplex y posterior andlisis de fragmentos ha permitido generar una matriz de datos por
tamano de fragmento y los distintos parametros de diversidad alélica, estructura poblacional
y variacion genética se calcularon con los programas GenAlEx (version 6.5). Los
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microsatélites con mayor polimorfismo han sido VsSSR138 con 11 alelos polimérficos,
seguido de SSR-184, SSR-073 y SSR-129 con 8 alelos. El andlisis genético revelo una
amplia variacion genética entre las accesiones, con un numero de alelos por locus 2-11, con
un promedio de 7 alelos por locus y una heterocigosidad observada 0.10-0.28. Aunque
varios loci presentan bajo valor de diversidad génica y parecen poco informativos, el uso
combinado de los datos de las diferentes parejas de primers aumenta considerablemente la
capacidad de discriminacion del set de microsatélites.

El programa STRUCTURE V2.3.1 fue empleado para establecer agrupamientos o
clusters de genotipos similares entre las distintas poblaciones. Los analisis de
agrupamientos filogenéticos y dendrogramas se realizaron con el programa DARWIN. El
andlisis de los dendrogramas generados indica una gran dispersion poblacional de las
variedades locales espafiolas de veza, situacion semejante a la establecida a traves del
estudio de proteinas de reserva (De la Rosa et al, 2010). En relacion a su origen geogréfico,
casi todas las poblaciones analizadas han presentado patrones de SSR especificos y
diferenciales, siendo las poblaciones més parecidas las parejas formadas por las entradas
BGE004349 y BGE004294 (ambas andaluzas), BGE000488 y BGEO000489 (ambas
griegas), y por otro lado las variedades BGE000392, BGE000609 y BGE000587, entre si,
asi como las BGE000397, BGE000415 y BGE000604, todas ellas de Iran.

En conjunto, nuestro trabajo proporciona un completo analisis molecular y
gendmico de la coleccion de veza conservada en el CRF y ha permitido generar y validar
un set de 11 SSRs cuyo uso se propone como nueva herramienta de estudio y
caracterizacion de nuevas variedades.
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Pasaporte accesiones coleccion veza CRF

B ESPANA

= INTERNACCIONAL

[0 Datos incompletos

Figura 1. Accesiones de V. sativa del banco del CRF, segun su origen.
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Figura 2. Dendrograma generado usando el software Darwin basado en la diversidad
genética de las 541 accesiones analizadas.
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