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RESUMEN

El cultivo del albaricoquero en Aragdn se ve altamente limitado por los problemas
que presentan los patrones actualmente disponibles para esta especie, y que se centran
fundamentalmente en su adaptacion a las condiciones del suelo y la frecuente incompa-
tibilidad al injerto con las variedades mds interesantes. Con el fin de seleccionar patro-
nes que cumplieran con las caracteristicas para el cultivo de una de las variedades mds
apreciadas, la variedad ‘Moniqui’, se realizé una prospeccion en una antigua plantacion
local de esta variedad. y se establecié mediante microsatélites en material cultivado in
vitro la identidad de ese material. La identificaciéon molecular ha permitido agrupar el
material prospectado en dos grupos con genotipos distintos, y asegurar que uno de ellos
pertenece a los ciruelos de crecimiento lento y el otro a los ciruelos de crecimiento rapi-
do. El hecho de haber seleccionado patrones pertenecientes a estos grupos, alguno de los
cuales desarrollan muchos problemas de compatibilidad localizada con la variedad
‘Moniqui’, y que, sin embargo, han desarrollado durante afios drboles de esta variedad
sin que haya aparecido ningtin sintoma de incompatibilidad, hace pensar en la posibili-
dad de haberse seleccionado naturalmente algin ciruelo procedente de semilla, con las
caracterfsticas idoneas para salvar estos problemas. Esto abre las puertas a la posibilidad
de recuperar un material vegetal local sobre el que ya se ha realizado una seleccion
empitica lo que puede permitir un relanzamiento en el cultivo de esta especie.

Palabras clave: Albaricoquero, Marcadores moleculares, Microsatélites, Prunus,
Patrones, Seleccion.

SUMMARY
SELECTION OF APRICOT ROOTSTOCKS FROM LOCAL ORCHARDS USING
MICROSATELLITES

Apricot cultivation in Aragén is seriously hampered by the different problems present
in the currently available rootstocks for this species. Those problems involve adaptation to
particular soil conditions and graft-incompatibility with the most attractive apricot culti-
vars. The objective of this work was to select appropriate rootstocks for one of the most
valued apricot cultivar, ‘Moniqui’. Thus, an old local orchard of ‘Moniqui’ was prospected
and selected rootstocks were propagated in vitro. Microsatellite analysis was carried out to
establish the identity of the rootstocks selected. Molecular fingerprinting has allowed the
erouping of the collected material into two main differentiated groups, slow- and fast- gro-
wing plums. Since some of the rootstocks pertaining to these two groups normally show
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many compatibility problems with ‘Moniqui’, the results obtained in this work indicate
that probably some plum seedlings with good qualities to become interesting rootstocks
for “Moniqui” have been selected. This opens the way to recover local rootstock genotypes
that have gone through an empirical selection process and, consequently, might allow an
increase in the extension of apricot cultivation under our environmental conditions.

Key words: Apricot, Molecular markers, Microsatellites, Prunus, Rootstocks, Selection.

Introduccion

El albaricoquero (Prunus armeniaca L.)
es actualmente uno de los frutales de climas
templados mas apreciados y sobre el que
existe un creciente interés por la importante
demanda de sus frutos por parte del merca-
do, tanto a nivel nacional como europeo. Sin
embargo su cultivo se ve limitado por una
serie de problemas que se han hecho ya tra-
dicionales en este cultivo y que todavia estdn
pendientes de encontrar solucién. Entre
ellos estd el de su dificil adaptacién ecologi-
ca en lo que afecta al sistema radicular, por
la excesiva sensibilidad a la asfixia radicular
y a la podredumbre de raices de los francos
de la especie (Layne et al., 1996) y los pro-
blemas de incompatibilidad al injerto que
presentan otros patrones con las variedades
de mayor interés agronémico y comercial
(Crossa —Raynaud y Audergon, 1987).

A pesar de estos problemas, los trabajos
disponibles referidos a la mejora de patro-
nes de albaricoquero son escasos (Layne et
al., 1996). Los factores indicados anterior-
mente, adaptacién a las condiciones de
suelo y solucién de los problemas de incom-
patibilidad al injerto han sido en los que
mads investigacion se ha realizado (South-
wick y Weis, 1998). En lo referente a su
adaptacion al suelo, los aspectos que mas se
han tenido en cuenta son, fundamentalmen-
te, la textura del terreno, el riesgo de asfixia,
la presencia de cal activa y riesgos de enfer-

medades (Audubert et al., 1994). Y en cuan-
to a su respuesta al injerto, el problema es la
incompatibilidad localizada que presenta
esta especie al injertarse sobre un gran
nimero de patrones, y que se produce sin
que tengan lugar sintomas externos que
manifiesten problemas en la unién. Al final
se produce la rotura del drbol por el punto
de injerto y esto puede tener lugar tras
varios afios de crecimiento normal, o cual
dificulta mucho la bisqueda de nuevos
patrones y las perspectivas de cultivo (Errea
y Felipe, 1993). Actualmente se estd proce-
diendo a una renovacién varietal de albari-
coquero centrada en la obtencion de varie-
dades autocompatibles y resistentes a la
sharka. Esta renovacion varietal y su adapta-
ci6n a una determinada zona de cultivo pasa
inevitablemente por la eleccion de un patrén
adecuado que, sobre todo, sea compatible
con las variedades elegidas.

Entre los patrones actualmente disponi-
bles para albaricoquero, es dificil encontrar
alguno que cumpla con todas las condicio-
nes ideales para ser un buen patrén. Los més
ampliamente utilizados son los francos de
albaricoquero y los ciruelos, fundamental-
mente Pollizo (P. insititia) y Mirobolan (P,
cerasifera). Sin embargo, ambos tipos de
patrones presentan problemas. Los francos
de la especie presentan muy buena compati-
bilidad con todas las variedades interesantes,
pero su adaptacién a determinados suelos, y
concretamente a suelos de regadio muy cali-
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z0s y poco profundos como los que se locali-
zan en Aragén, es muy restringida por la
excesiva sensibilidad a la asfixia radicular y
a la podredumbre de raices y cuello causadas
por Phytophtora y Armillaria (Felipe. 1989).
Y los ciruelos, tanto de crecimiento rdpido,
Marianas (P. cerasifera x P. munsoniana) y
Mirobolanes (P. cerasifera). como de creci-
miento lento (P domestica, P. insititia), que
presentan una buena adaptacion a diferentes
suelos y buena propagacion, presentan el
inconveniente de su mala compatibilidad
con gran nimero de variedades, entre ellas
las de mayor interés agronéomico y comercial
(Errea y Felipe, 1998, Pirazzini, 1997).

Entre estas variedades de gran interés
econdmico se encuentra la variedad ‘Moni-
qui’, de una calidad excepcional y muy esti-
mada por parte del consumidor. Su origen
estd en la regién de Murcia, pero se exten-
did a otras zonas, especialmente Aragén y
zonas limitrofes de Castilla Ta Mancha con
Murcia. Esta expansion ha permitido corre-
gir uno de sus principales problemas, que es
la satisfaccion de las necesidades de frio
que afectaban a su fructificacién (Egea,
1998). Sin embargo, la falta de adaptacion a
los diferentes tipos de suelos de los patrones
utilizados para esta especie y los problemas
de incompatibilidad que presenta con
muchos patrones ha hecho que su cultivo y
expansion se vea altamente restringido. En
Aragon, la frecuencia de suelos calizos, con
elevado pH, a menudo compactos y funda-
mentalmente de regadio, con los problemas
de asfixia y patogenos que esto conlleva,
hace que hoy en dia no se pueda contar con
un patrén apropiado para estas variedades
exigentes, y que ademds no presente proble-
mas de compatibilidad en la unién.

Sin embargo, la existencia de plantaciones
antiguas de albaricoquero en Aragén, muchas
de ellas con patrones francos tanto de albari-
coquero como de ciruelo. abre la posibilidad

de una eleccion basada en conocimientos
acumulados, ya que sobre dichos patrones se
ha producido ya una seleccién, tanto para
compatibilidad de injerto en los ciruelos,
como para asfixia en los francos de albarico-
quero en suelos con esta problematica.

Las nuevas herramientas que nos ofrece
la biotecnologia pueden ser extremadamente
ttiles en estos estudios de recuperacion de
patrones interesantes de plantaciones anti-
guas. Por un lado, la posibilidad de utilizar
marcadores moleculares para caracterizar e
identificar el material vegetal en especies
lefiosas permite actualmente la identifica-
cion objetiva e inequivoca del material vege-
tal (Hormaza, 1996; Hormaza ef al., 1998).
De los marcadores moleculares utilizados en
especies frutales, los microsatélites presen-
tan una serie de ventajas, fundamentalmente
en lo que respecta a su mayor repetibilidad y
su facilidad de aplicacion (Wiinsch y Hor-
maza, en prensa). Estos son repeticiones de
2, 3 6 4 nucledtidos presentes en distintas
regiones del genoma de todos los organis-
mos. El nimero de repeticiones puede variar
entre genotipos de una especie y se puede
detectar mediante la Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR).

Por otro lado, los métodos de cultivo in
vitro permiten propagar el material vegetal
recolectado y obtener planta en un tiempo
mds breve que si la propagacion se realizara
por métodos tradicionales. Combinando
ambas técnicas, es posible realizar la identi-
ficacidn de estos patrones en una fase tem-
prana de su desarrollo, lo que resulta de
gran interés para la seleccién e identifica-
cion de estos patrones a corto plazo.

Por lo tanto, con el fin de seleccionar
patrones que cumplieran con las caracteristi-
cas de buena adaptacién a suelos de regadio
y buena compatibilidad con la variedad
"Moniqui’, se realizé una prospeccion en
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una plantacion de esta variedad, se propagéd
el material vegetal recolectado mediante téc-
nicas in vitro y se comprob¢ mediante técni-
cas moleculares la identidad de ese material.

Material y métodos

Material vegetal

El material vegetal se obtuvo de una
plantacion de ‘Moniqui’ de mds de 20 afios,
situada en la zona de Garrapinillos en la
provincia de Zaragoza, donde se efectia un
riego a manta. Las muestras que se obtuvie-
ron, consistentes en brotes de la raiz de los
patrones, se establecieron en cajonera y se
propagaron vegetativamente, con el fin de
realizar sobre ellos un estudio de comporta-
miento en campo. El material fue testado
pata los virus ACLSV, PDV y PNRSYV, con
lo que se asegurd su estado sanitario para
futuros ensayos de comportamiento.
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Los genotipos de ciruelo que se utiliza-
ron como control para la comparacion con
las muestras problema fueron los siguientes:

Ciruelos de crecimiento lento:
— Puebla de Soto (P, insititia)
— Montizo (P, insititia)

Ciruelos de crecimiento rdpido:

— Mariana 2624 (P. cerasifera x P. mun-
soniana)

— Mariana GF 8-1 (P cerasifera x P.
MUNSONIana)

— Mirobolan B (P. cerasifera)

— Mirobolan 29 C (P. cerasifera)

Cultivo in vitro

De yemas procedentes de estos brotes. y
mediante técnicas de propagacion in vitro,
se obtuvieron plantas a partir de las cuales
se han tomado las muestras de hojas para la
identificacion molecular de estos patrones
(figura I).

Figura 1. Propagacion in vitro de los patrones seleccionados.
Figure 1. In vitro propagation of the selected rootstocks.
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Yemas de estas plantas en estado de repo-
SO vegetativo se sembraron en tubo con
medio MS (Murashige y Skoog, 1962)
suplementado con 0,7 mg/l de 6-benzilami-
no purina (BAP). Dos semanas después fue-
ron transferidas a medio MS suplementado
con 0,1 mg/l BAP y 0,04 mg/l 4cido indol-
butfrico (IBA) para su proliferacién. El pH
de los medios se ajusté a 5,7, y los cultivos
fueron mantenidos y desarrollados en una
cdmara de cultivo a una temperatura cons-
tante de 25 °C con un fotoperiodo de 16 h y
provisto de ldmparas fluorescentes de luz
blanca de 2500-3000 lux.

Caracterizacion molecular mediante
microsatélites

Para la identificacion molecular de los
patrones recolectados se procedid a la extrac-
cién de ADN a partir de hojas del material
previamente multiplicado in vitro.

La extraccién de ADN se realizd siguien-
do la metodologia descrita por Hormaza
(1999) en tubos Eppendorf de 1,5 ml. Ei

ADN purificado se cuantificé en un espec-
trofotémetro y se diluyé hasta 10 ng/ul para
realizar las reacciones de PCR.

Las reacciones de PCR se realizaron utili-
zando cebadores de microsatélites ya desa-
rrollados en melocotonero y que han produci-
do resultados positivos tanto en albaricoquero
(Hormaza, 2001; en prensa) como en cerezo
(Wiinsch y Hormaza, enviado) y en una serie
de diferentes patrones del género Prunus
(Serrano er al., en prep.). De dichos cebado-
res se utilizaron 6 en este andlisis (cuadro 1).
Las reacciones de amplificacién consistieron
en | ciclo de 2 min. a 94 °C seguidos de 35
ciclos de 45 sec. a 92 °C, | min.a55°Cy 2
min. a 72 °C. Tras el dltimo ciclo se realizé
una incubacién de 5 min. a 72 °C. Las reac-
ciones se llevaron a cabo en volimenes de 20
ul que incluyen 20 mM Tris HCI, pH 8,4, 50
mM KCI, 4 mM MgCl,, 100 uM de cada
dNTP, 0.2 uM de cada cebador, 0.45 unida-
des de Polimerasa Taq y 40 ng de ADN
gendmico cubiertos con una gota de aceite
mineral. Los fragmentos amplificados se
resolvieron mediante electroforesis en geles
con 3% de agarosa tipo Metaphor en tampén

Cuadro |. Lista de microsatélites utilizados en este estudio. La columna de Jongitud original
representa el rango de tamano de los fragmentos obtenido inicialmente en melocotonero
y la columna de tamano amplificado representa el rango de tamaiio de los fragmentos
obtenidos en este estudio
Tuble 1. SSRs used in this study. The column of longitud original represents the size range
of the fragments initially obtained in peach and the column of tamaiio amplificado
represents the size range obtained in this study

Locus Origen Longitud original Tamano amplificado (bp)
pchgms2 Sosinski et al., 2000 163 130-160
UDP96-005 Cipriani et al., 1999 155 80-140
UDP96-018 Cipriani et al., 1999 257 210-260
UDP96-019 Cipriani et al., 1999 216 160-210
UDP97-403 Cipriani et al., 1999 150 90-150
UDP98-407 Cipriani ef al., 1999 212 160-220
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TBE a 5V/cm, se tifieron con bromuro de eti-
dio, y se observaron mediante luz UV con un
analizador de imagen.

Resultados y discusion

Se recogieron un total de 5 muestras pro-
cedentes de la plantacion analizada. A partir
de las muestras prospectadas se desarrolla-
ron plantas in vitro y mediante observacién
fenotipica se pudo observar que una de ellas
correspondia a un albaricoquero y las res-
tantes 4 pertenecian al grupo de los ciruelos.
No obstante, en esta primera fase del desa-

M 1

2 3 4
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rrollo de las plantas no se pudo obtener mds
informacién sobre su adscripcidén a uno u
otro tipo de ciruelos. Por tanto, se plante6 la
utilizacién de marcadores moleculares, en
concreto de microsatélites, que han demos-
trado ser una herramienta vélida para reali-
zar una identificacion y caracterizacién pre-
coz del material vegetal.

En una primera fase, se seleccionaron 6
pares de cebadores de microsatélites que
desarrollaron 9 fragmentos polimérficos
entre los ciruelos de crecimiento lento (Pue-
bla de Soto y Montizo) y los de crecimiento
rdpido (Mariana 2624, Mariana GF 8-1,
Mirobolan B y Mirobolan 29C). Posterior-
mente se procedid a la ampliticacion de las

5 6 7 8

Figura 2. Ejemplo de amplificacion con UDP96-019 de diferentes genotipos. |: Mirobolan B (P,
cerasifera), 2: Mariana GF 8-1 (P. cerasifera x P. munsoniana), 3: Mirobolan 29C (P. cerasifera). 4:
Puebla de Soto (P, insititia), 5: Mariana 2624 (P. cerasifera x P munsoniana), 6: muestra grupo
ciruelos de crecimiento lento. 7: muestra grupo ciruelos crecimiento rapido. 8: Montizo (P. insititia).
M: escala de fragmentos de tamano conocido.

Figure 2. Example of DNA amplification with primer pair UDP96-019 of several genotypes. 1:
Mirobolan B (P. cerasifera), 2: Mariana GF 8-1 (P. cerasifera x P. munsoniana), 3: Mirobolan 29C
(P, cerasifera), 4. Puebla de Soto (P. insititia), 5: Mariana 2624 (P. cerasifera x P. munsoniana), 6:
sample of slow growing plum group, 7: sample of fast growing plum group, 8: Montizo (P. insititia).
M: DNA size markers.
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cuatro muestras recolectadas con los ceba-
dores seleccionados. El cuadro | muestra
los microsatélites utilizados asi como el
tamarno de los fragmentos de amplificacién
obtenidos que, en general, se encuentran
dentro del rango inicialmente obtenido en
melocotonero. En la figura 2 se observa un
ejemplo de amplificacién con uno de los 6
pares de cebadores utilizados con el grupo
escogido de posibles candidatos y un ejem-
plo de los dos grupos de las muestras pros-
pectadas. Los datos obtenidos se encuentran
resumidos en el cuadro 2. Los resultados
obtenidos indican que 2 de las 4 muestras
prospectadas presentan un patrén de ampli-
ficacion de los fragmentos polimorficos
similar al de los ciruelos de crecimiento
lento y los otros 2 presentan un patrén simi-
lar a los ciruelos de crecimiento rdpido.

La utilidad de los microsatélites en este
tipo de estudios se ve reforzada por la posi-
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bilidad de utilizar secuencias desarrolladas
en una especie para realizar estudios mole-
culares en otras especies cercanas. De
hecho, en este trabajo las secuencias origi-
nales fueron desarrolladas en melocotonero
pero han servido para la identificacion de
material vegetal perteneciente a distintas
especies de ciruelos. corroborando otros
estudios realizados en este mismo sentido
con distintas especies del género Prunus
(Hormaza, 2001, en prensa; Wiinsch y Hor-
maza, enviado; Serrano e/ al.. en prep.)

El estudio se ha realizado en una planta-
cién establecida hace mas de 20 afios. En
aquel momento, los patrones que se usaban
con preferencia para el albaricoquero eran
principalmente de dos tipos. Por un lado, Jos
francos de albaricoquero, cuyas semillas
procedian de las variedades ‘Real Fino'y
‘Balida’ en Murcia y ‘Canino’ en otras regio-
nes. Por otro lado, los ciruelos, que incluyen

Cuadro 2. Amplificacién de los diferentes fragmentos polimérficos considerados en este
estudio en los genotipos utilizados como contro!l y en los genotipos de composicidn
genética desconocida. + indica presencia del respectivo fragmento de amplificacion

y — indica ausencia de dicho fragmento
Table 2. Amplification of the different polymorphic fragments considered in this study
in the genotypes used as control and of unknown genetic composition. + indicates the
presence of the amplification fragment and — indicates the absence of that fragment

Marcadores polimérficos producidos con cada par de cebadores

pchgms2  UDP96-005 UDP96-018 UDPY96-019  UDP97-403 UDP98-407
Genotipos 140 150 80 90 220 60 210 110 180
Puebla de Soto - + - + - - - - ¥
Montizo - . - i - B _ R "
Mariana 2624 + + + + + + -
Mariana GF 8-1 + - + - + + + + .
MirobolanB + - + - + = + § .
Mirobolan 29C + = + - + + + + .
Muestra | - + - + _ _ i} +
Muestra 2 - + - F - B } B s
Muestra 3 + - + - + + + + -
Muestra 4 + - + - + + + + -
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los Mirobolanes de semilla, que presenta-
ban muchos problemas de rotura con las
variedades exigentes, y los Pollizos, que
eran los patrones mds ampliamente utiliza-
dos en la regién de Murcia (Bernhard,
1990). El gran problema de los patrones
francos es que presentan unas condiciones
de adaptacién a los suelos muy concretas.
que no pueden ser generalizadas a todas las
dreas de cultivo, fundamentalmente por los
problemas de asfixia y sensibilidad a paté-
genos que presenta el sistema radicular. Y
en el caso de los ciruelos, especialmente los
de crecimiento rdpido, presentan problemas
de incompatibilidad en fa unidén con el
grupo de variedades exigentes (Bernhard,
1990, Errea y Felipe, 1998), entre las que se
encuentran variedades que son comercial-
mente interesantes. El hecho de haber selec-
cionado alguno de los patrones pertenecien-
tes a este grupo, y que han desarrollado
durante afios drboles de la variedad ‘Moni-
qui’ sin que haya aparecido ningtin sintoma
de incompatibilidad, hace pensar en la posi-
bilidad de haberse seleccionado natural-
mente alguno de estos ciruelos procedentes
de semilla, con las caracteristicas idéneas
para salvar estos problemas de compatibili-
dad tan comunes en los patrones pertene-
cientes a estos grupos.

La posibilidad de estudiar y seleccionar
patrones en zonas con unas caracteristicas
edaficas determinadas para el cultivo de esta
especie y adaptadas a unas condiciones de
cultivo propias de una determinada region,
abre las puertas a la posibilidad de recuperar
un material vegetal local sobre el que ya se
ha realizado una seleccién empirica a lo
largo de varios afios. La diversidad del mate-
rial vegetal disponible permite albergar fun-
dadas esperanzas de que un trabajo serio de
recoleccion y seleccién de material vegetal
autoctono puede proporcionar patrones mas
adaptados a unas condiciones determinadas
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y capaces de satisfacer las exigencias actua-
les de homogeneidad, adaptacion, comporta-
miento agrondmico y resistencia a determi-
nadas condiciones adversas. Esto va a
permitir dar respuesta a una demanda exis-
tente en el sector viveristico, en continua
renovacion de material vegetal y donde el
interés por el albaricoquero es cada vez mds
intenso. Actualmente los trabajos contintan
con el establecimiento de un ensayo de com-
portamiento de los diferentes patrones pros-
pectados junto con patrones de referencia
utilizando 2 variedades, lo que permitird
comprobar el comportamiento comparado de
los genotipos seleccionados. La aproxima-
cion utilizada en este trabajo combinando
técnicas de cultivo in vitro con marcadores
moleculares puede ser extrapolable a otras
especies frutales y a distintos problemas de
interés agrondmico con el objetivo de reali-
zar una seleccion precoz del material vegetal.
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