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Introduccion

El correcto establecimiento de una plantacién frutal requiere de la
utilizaciéon de un material vegetal de partida que sea a la vez sano y esté
perfectamente caracterizado. Durante los dltimos afios el proceso de renovacidn del
material vegetal frutal en especies como el cerezo ha adquirido un ritmo creciente
multiplicdndose el nimero de nuevas obtenciones de variedades y patrones. Como
consecuencia, es necesario el desarrollo de nuevas tecnologias que permitan
acelerar y optimizar el proceso de identificacién del material frutal, para su
posterior transferencia al sector productivo. Este hecho es especialmente relevante
en un contexto de mercado europeo Unico que urge al sector productivo a ser cada
vez mds competitivo, lo que pasa inexcusablemente por el establecimiento de
sistemas mds rapidos y fiables de caracterizacién del material vegetal para su
posterior distribucién en condiciones 6ptimas.

Tradicionalmente la identificacion de variedades se ha basado en la
observaciéon de las caracteristicas fenotipicas, tanto fenolégicas como
morfoldgicas, del arbol. Algunas de estas caracteristicas, como las que definen el
fruto, solo son apreciables en un estado avanzado de desarrollo y su expresion esté
influenciada por el ambiente, lo cual implica que el proceso sea largo y no
completamente preciso. En los tltimos anos han aparecido nuevos métodos de
caracterizacion de variedades basados en técnicas de biologia molecular que
permiten la identificacidn inequivoca de distintos genotipos en una gran diversidad
de especies. Estos métodos se basan en el desarrollo de marcadores del genoma de
la planta, por lo que la identificacién no depende del estado de desarrollo, ni de las
condiciones ambientales, lo que permite una precisa caracterizacion en cualquier
momento del ciclo fenoldgico. El desarrollo de estos marcadores para su uso como
"huellas dactilares" de los cultivares y patrones frutales més interesantes permite
asegurar que las nuevas accesiones sean diferentes del material ya disponible,
permitiendo autentificar Ja pureza tanto del material entregado a los viveristas
como del material entregado por los viveristas al agricultor.
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Los estudios de desarrollo de marcadores moleculares en especies frutales
estan poco avanzados comparados con la mayoria de las especies horticolas de
interés econdmico. Asi, en el caso del cerezo, inicamente se han realizado estudios
de caracterizacion varietal con isoenzimas (Granger et al., 1993) y marcadores tipo
RAPD (Gerlach y Stosser, 1997). Debido a las ventajas que presenta la
caracterizacion molecular mediante microsatélites (Lit y Luly, 1989) respecto a
otros marcadores, fundamentalmente su mayor repetibilidad y su facilidad de
aplicacion, ésta es la tecnologfa que estamos utilizando para la identificacién de
material vegetal frutal tanto de variedades como de patrones en el Servicio de
Investigacion Agraria de la Diputacion General de Aragén en Zaragoza (Hormaza,
en prensa). Los microsatélites son repeticiones de 2, 3 6 4 nucleétidos presentes en
distintas regiones del genoma de todos los organismos. El niimero de repeticiones
puede variar entre genotipos de una especie y se puede detectar mediante la
Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR). En el caso del cerezo se ha realizado
la identificacién molecular de las variedades de la colecciéon del S.ILA. y se ha
explorado la posibilidad de identificar las variedades en diferentes momentos del
ciclo fenolégico de un 4drbol frutal.

Materiales y Métodos

Para la identificacién del material vegetal se recogieron muestras de 86
variedades de la coleccion de cerezo (Prunus avium L.) existente en el Servicio de
Investigacién Agroalimentaria de la Diputacion General de Aragén. Se procedid a
la extracciéon de ADN siguiendo el protocolo ya descrito previamente (Hormaza,
1999). Posteriormente se procedid a su amplificacién mediante PCR (Reaccién en
Cadena de la Polimerasa) en un termociclador (Hormaza, 1999), utilizando como
cebadores secuencias flanqueantes de ADN repetitivo, también llamados
microsatélites, desarrolladas por diferentes laboratorios (Downey y lezzoni, 2000;
Cipriani et al., 1999; A. Abbott y R. Testolini, comunicaciones personales). El
producto de la reaccién fue separado mediante electroforesis en geles de agarosa de
alta resolucién y visualizado mediante tincién con Bromuro de Etidio e
tluminacién con luz UV. Se utilizaron un total de 38 pares de cebadores de los
cuales 35 se habian desarrollado en melocotonero [P. persica L. (Batsch.)], 2 en
cerezo y | en guindo (Prunus cerasus L). De ellos, 15 pares de cebadores han
producido polimorfismos repetibles en las variedades de cerezo incluidas en este
estudio.

Para estudiar la posibilidad de identificar el material vegetal frutal en
cualquier momento del estado fenolégico del drbol se ha extraido ADN de hojas en
primavera y de yemas en invierno en estado de reposo vegetativo.
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Resultados y Discusion

Los resultados obtenidos permiten identificar, con un ntUmero
relativamente bajo de pares de cebadores, la mayoria de los cultivares estudiados,
con la excepcién de aquellas variedades desarrolladas a partir de otras mediante
mutaciones puntuales, lo que representa un avance significativo respecto a las
técnicas tradicionales de identificacion varietal en esta especie. Un ejemplo de los
resultados obtenidos se muestra en la Figura |.

Por otra parte, los patrones de amplificacién obtenidos con muestras de
hojas recogidas en primavera y de yemas en invierno son exactamente iguales, lo
que permite Ja caracterizacién molecular tanto durante la época de desarrollo
vegetativo como en estado de reposo invernal. La identificacién molecular de
material vegetal frutal mediante marcadores de ADN, es por lo tanto independiente
de la época del ano, de la etapa del crecimiento y del ambiente.

Ademas se ha comprobado que los marcadores tipo microsatélites pueden
ser utilizados en diferentes especies a partir de los mismos cebadores. En este caso,
los cebadores utilizados fueron desarrollados inicialmente en melocotonero y son
utiles para identificacion varietal no solamente en cerezo sino también en
albaricoquero (Hormaza, en prensa), lo que va a permitir el disponer de una bateria
mayor de pares de cebadores que pueden ser utilizados en diferentes especies
frutales facilitando la incorporacion de estas estrategias en los programas de
certificacién estableciéndose una serie de protocolos estandarizados que puedan ser
repetibles en diferentes laboratorios.

El establecimiento de un sistema de identificacion varietal en frutales
basado en marcadores moleculares de ADN que ademds sea facilmente
reproducible presenta indudables ventajas. Por un lado, permite facilitar el control
de identidad del material propagado tanto de una coleccién de plantas madres a los
viveristas como de éstos al agricultor, particularmente cuando este movimiento se
realiza mediante varetas en reposo de las cuales se utilizan las yemas para
injertarlas. Por otro lado, va a facilitar la gestion de las colecciones de
germoplasma al determinar la presencia de homonimias y sinonimias. Ademads, el
beneficio para los mejoradores es indudable ya que no solamente se pueden
proteger sus derechos de forma mds eficiente al poderse comparar las nuevas
variedades con las ya existentes sino que el estudio detallado de la similitud
genética de las distintas variedades va a permitir una mayor eficiencia a la hora de
disefiar cruzamientos en un programa de mejora.

-201 -



Figura 1: Microsatélites obtenidos con el cebador de melocotonero‘pchems5” (A. Abbot),
con 18 variedades de cerezo. De izqda. a dcha.: Vega, Precoce Bernard, Larian, Summit,
Marmotte, Gil Peck, Spalding, Ferrovia, Sommerset. Belge, Vittoria, Lapins, Corum,
Ramon Oliva, Star, Taleguera Brillante, Lambert y Tigre.
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