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Un sector de gran tradicion en Aragon
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E! sector productor de plantas de vive-
ro frutales, sin lugar a dudas, podemos
considerarlo como un sector estratégico
en el suministro de material vegetal de
calidad en la moderna fruticultura. El su-
ministro de nuevas variedades, tecnold-
gicamente adaptadas y reuniendo las
caracteristicas varietales y sanitarias
concretas, es un factor basico en el éxi-
to econémico de las nuevas plantacio-
nes. Errores en el momento de la elec-
cion de la calidad del material a plantar
pueden costar grandes perdidas y en
muchos casos pueden conducir al fraca-
so total de la plantacion.

La produccion y comercializacion de
plantas de vivero estd regulada por el
R.D. 929/1995 que aprueba el Regla-
mento Técnico de Control y Certificacion
de plantas de vivero, como consecuen-
cia de la transposicion de la Directiva
Comunitaria 92/34 CEE que recoge las
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normas sobre la produccion, comerciali-
zacion e importacion de las plantas de
vivero de frutales.

En Aragon, el sector productor tiene
una gran tradicion y esta compuesto por
57 viveristas registrados, con una pro-
duccion media de 2.500.000 plantas,
entre portainjertos y variedades, de las
especies de pepita (Manzano, Peral,
Membrillero), hueso (Melocotdn, Necta-
rina, Albaricoquero, Ciruelo, Cerezo, Al-
mendro) y Olivo.

Cuadro 1. Diferencias entre fa planta C y la CAC

@e,

Colegio Oficial

de ingenieros Agrénomos
DE ARAGON, NAVARRA Y PAIS VASCO

La produccion de plantas de vivero de
frutales en Aragén esta controlada ofi-
cialmente por el Centro de Semillas y
Plantas de Vivero. Su labor abarca des-
de la autorizacion preceptiva de conce-
sién del Titulo de Productor al control de
las declaraciones anuales y las inspec-
ciones oficiales, en todas las fases de
produccion y comercializacion.

En el mercado de plantas de vivero de
frutales, coexisten dos categorias de
plantas, ambas contempladas en la Re-
glamentacion oficial, la Planta Certifica-
da (C) y la planta CAC (conformitas
agrarias communitatis) cuyas diferen-
cias mas importantes quedan reflejadas
en el Cuadro 1.

l Vivero de Planta Madre de Base

Planta certificada Planta CAC

Origen clonal

Proceso de multiplicacién controlado
(M.INICIAL, BASE, CERTIFICADA)
Material libre de virus (VF),enfermedades

y plagas

Material testado de virus (VT), enfermedades

y plagas

Variedades Registradas

Pureza varietal 99,99%

Normativa Fitosanitaria (PFS)

Eliqueta oficial azul (Precintado oficial)

Origen conocido (no clonal)

Libre por observaciones visuales de sinto-
mas de enfermedades y plagas
Variedades Registradas o en lista del pro-
veedor

Pureza varietal 99%

Normativa Fitosanitaria (PFS)

Etiqueta Proveedor amarilla.
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La planta Certificada, tiene unos
controles rigurosos en todas sus
fases productivas (MI, B, C), tanto
varietales como sanitarias.

Durante todas las fases de pro-
duccion se realizan muestreos
exhaustivos, de acuerdo con la
normativa para comprobar su es-
tado sanitario, teniendo unos por-
centajes de tolerancia rigurosos
{Cuadro 2).

‘ Test GF-305 en invernadero
El control sanitario se realiza

mediante test de laboratorio ELI-

SA, test biologico de invernadero (GF-
309) y test leniosos de campo (Indexaje),
sobre plantas e indicadores aprobadas y
mas recientemente a través de técnicas
de biologia molecular por hibridacion
molecular y PCR (Polymerase Chain Re-
action).

Entre las ventajas de los test de labo-
ratorio (Hibridacion Molecular/ELISA)
sobre los test biologicos.

+ Rapidez de diagnéstico

+ Ahorro de medios materiales y de per-
sonal

+ Mayor fiabilidad de diagnostico

Cuadro 2, Requisitos de sanidad para la planta madre de certificada

Plantas a testar % de tolerancia

Hueso Pepita Enfermedades graves No graves

Pl. madres injertos 1/20 1/50 0 0,25
PI. madres de semillas, estaquillas o acodos  1/100  1/400 0 0,25
Vivero patrones C - - 0 -
Vivero plantones s.e. s.e. 0 21

T Entre el 2 y 4% se pueden rebajar a categoria CAC
s.e.: sin especificar

Cuadro 3. Test sanitario en plantas de vivero frutales

Coste estlmado en
o

Hibridac. molecular 400 3 dias
ELISA 7.000 3 dias
GF-305 120 3 meses 30
Indexaje invernadero (pepita) 300 3 meses 30
Indexaje campo) 120 5 anos 150

Cuadro 4. Organismos nocivos mds significativos que afectan la calidad de las plantas de
Vivero

_ Denominacion Deteccion
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+ Mejor distribucion de los tiempos de
trabajo
« Mayor rapidez en la eliminacién de
plantas madres enfermas, en el proce-
so de produccion
El objetivo del nuevo laboratorio de
PCR del CSPV, es dotar de una herra-
mienta para la identificacion varietal y el
diagnéstico de virus, viroides vy fitoplas-
mas, rapida, segura y econémica, frente
a los sistemas tradicionales, normal-
mente mas costosos y mas lentos (hasta
varios anos).

Medios materiales del nuevo
laboratorio de PCR

El nuevo laboratorio instalado, ocupa
una superficie de unos 100m2 comparti-
mentado en tres zonas, a efectos de evi-
tar cualquier tipo de contaminacion.

+ Zona de extraccion, cuantificacion e hi-
bridacion del ADN

+ Zona de amplificacion del ADN

« Zona de deteccion (Electroforesis, vi-
sualizacion e informatizacion de resul-
tados).

Extraccion, Cuantificacion e
Hibridacion del ADN y ARN

El equipamiento consta de los siguien-
tes elementos

1- Bafio Maria

2 - Balanza

3 — Camara extraccion de gases

4 - Microcentrifuga

5 - Congelador (-20) y (-80)

6 — Horno de hibridacion

7 — Cuantificador de ADN

’ Extraccion y cuantificacion del ADN

VIRUS: Andlisis laboratorio
POTYVIRUS Plum pox. (ELISA, PCR)
CLOSTEROVIRUS Apple chlorotic leafspot. Testados
ILAR Apple mosaic. Prune dwarf. Prunus necrotic ring spot. biolégicos
FITOPLASMAS  Rubbery wood. Apple proliferations. Apricot chorotit lea-  (Individuales o
froll. Pear decline. por muestreo)
NEPOVIRUS Strawberry latent ringspot. Tomato black ring. Raspberry y
ringspot. Myrobolan latent ringspot. Observaciones
VIROIDES Peach latent mosaic. visuales
TIPO VIRUS Apple stem-grooving. Chat fruit. Green crinkle. Ring
spot. Russet wart. Stem pitting. Peach asteroid spot.
Arabis mosaic.
BACTERIAS Ag(obaclerium tumefaciens.. Pseudomonas syringae pv. Otilsiizv;gf;es
syringae. Pseudomonas syringae pv. mors prunorum Analisis laboratorio
b Armillariella mellea. Chondrostereum purpureum. Observaciones
HONGOS Nectria galligena. Phytophora spp. Visuales y

Rosellinia necatrix. Verticillium spp. Venturia spp. Andlisis laboratorio
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l Hibridacién Molecular

Aplicaciones

En el laboratorio de biologia mo-
lecular se ha procedido, en primer
lugar a la identificacion molecular
mediante marcadores tipo microsa-
télites de variedades de hibrido
(melocotonero X almendro), cerezo
y melocotonero y posteriormente a
la deteccion del Viroide Peach La-

Zona de amplificacion del ADN
por PCR (Polymerase Chain
Reaction)

1 — Camara de flujo laminar
2 - Termociclador
3 - Vorte

Amplificacion del ADN

tent Mosaic (PLMVd) en la especie

melocotonero por hibridacion molecular.

Identificacion molecular de

variedades de frutales

Identificacion de variedades de hibri-

dos (melocotonero X almen-
dro)

Para la identificacién de los hi-
bridos (melocotonero X almen-
dro) se ha extraido y purificado
ADN de material vegetal de to-
dos los Productores Selecciona-
dores de Aragon, con un total de
81 muestras de los viveros,
PROSEPLAN S.L., J. VERON Y
CIA, PLAVISE SAT. N° 4920y M.
SORIA.

Con la técnica de PCR se am-
plificaron fragmentos del ADN,
utilizando dos pares de “primers”

Zona de deteccion de ADN

1 - Cubeta de electroforesis

2 — Fuente de alimentacion

3 - Agitador orbital

4 — Transiluminador UV con camara fo-
tografica

5 — Ordenador con sofward de analisis
de resultados.

o cebadores y los marcadores

empleados fueron del tipo microsateli-
tes, la deteccion del ADN amplificado se
realizd por electroforesis en géles de
agarosa de alta definicidn y la visualiza-
cion se realizd mediante tincion con Bro-
muro de Etidio e iluminacion con luz UV,
todo de acuerdo con el procedimiento
descrito por el Dr.J.I.Hormaza (Estacion
Experimental la Mayora-CSIC. MALA-
GA).

Con los resultados obtenidos se confir-
mé que las muestras coincidian con la
variedad indicada.

La rapidez del proceso asi como el es-
tado precoz de desarrollo del arbol en
que se puede realizar la identificacion,
demuestra la ventaja de la tecnica para
el analisis varietal en comparacion con
el sistema tradicional.

Identificacion de variedades de la es-
pecie cerezo

Para la comprobacion de la autentici-
dad varietal de cerezo, se procedi¢ a la
extraccion de ADN, de muestras de las
variedades del Productor Seleccionador
PROSEPLAN, SL. que estaban en pro-
ceso de identificacion por el procedi-
miento de observacion de los caracteres
morfoldgicos, correspondientes a tres
variedades, DURONI-3, S. H. GIANT Y
MARU (siete muestras de cada varie-
dad).

Aplicacion de nuevas técnicas de biologia molecular

e Control varietal
» Control sanitario

Deteccion de ADN

BT - ¥ T T e
=

Visualizacion de ADN, con los dos cebadores ulilizados para la identilicacion de
siete muestras de tres variedades de Hibrido (mel X alm). 1.Mayor, 2-Felinem, 3.-
Monegro,4.-Monegro, 5. Monegro, 6.Garnem, 7.Garnem
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Visualizacion de resultados, Amplificacioones,con dos cebadores
utilizados para la caracterizacion de tres variedades de Cerezo
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Visualizacion de ADN, con cuatro cebadores utilizados para la
caracterizacion de 14 variedades de Melocotonero

Las amplificaciones del ADN se realiza-
ron por PCR y para la identificacion de es-
tas variedades se realizaron amplificacio-
nes con cuatro pares de cebadores en la
variedad S H. Giant, en la variedad MARU
se utilizaron cinco pares de cebadores y
en la variedad DURONI-3 se utilizaron
tres pares de cebadores, que fueron sufi-
cientes en cada caso para caracterizar la
variedad. Todo el procedimiento utilizado
asi como los cebadores elegidos se han
realizado siguiendo la metodologia pues-

ta a punto por la Dra. A. Winsch para
la identificacion de variedades de cere-
0.

La deteccion del ADN amplificado, se
realiz6 siguiendo el procedimiento des-
crito para los hibridos (melocotonero X
almendro).

Identificacion de variedades de la
especie melocotonero

En la actualidad estan en proceso los
trabajos de identificacion de 42 varie-
dades de melocotonero.

Las muestras se tomaron en parcela de
colecciones de referencia de variedades
ya identificadas por el método tradicio-
nal.

La extraccion y purificacion se realizo
de acuerdo con los protocolos descritos
por el Dr.J.I.Hormaza para la identifica-
cion de hibridos (mel. X alm.).

La amplificacion del DNA, se ha realiza-
do por PCR. Hasta el momento actual se
han hecho cuatro amplificaciones con
distintos cebadores, con los que se han
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Productor N° Muestras
Post-control 180
Proseplan 162
Plavise 70

riedades estudiadas.
miento descrito.

Deteccion del viroide
PLMVd por hibridacion
molecular

Aplicando la técnica de de-
teccion por hibridacion mole-
cular del Dr. V. Pallas, se ha
procedido a la deteccion del
viroide Peach latent mosaic
(PLMVd) que afecta a la es-
pecie melocotonero, enferme-
dad que debe estar ausente
en las plantas de vivero de
categoria certificada de
acuerdo con el Reglamento
de Controt y Certificacion de
Plantas de Vivero de Frutales
y con el agravante de ser fa-
cilmente transmisible por vec-
tores aéreos. Se ha extraido

podido caracterizar 16 de las 42 varie-
dades que se estan estudiando.
Proximamente esta pendiente de reali-
zarse la amplificacion con ocho pares de
cebadores con los que se espera poder
identificar, ampliamente, el resto de va-

La deteccion se realizd con el procedi-

Cuadro 5. Resumen de resultados obtenidos por hibridacién molecular

84
28

104 2
77 1
39 3

ADN de 162 de plantas madres del pro-
ductor seleccionador PROSEPLAN, 70
del productor seleccionador PLAVISE y
180 del Ensayo Comunitario E1 D
(2003) 511233 (A-13549) de Prunus
persica.

Sobre las membranas se cargaron los
acidos nucleicos extraidos de las mues-
tras y se fijaron con luz UV introducién-
dolas en el transiluminador.

Después de los tratamientos de preblo-
queo y prehibridacion para evitar unio-
nes inespecificas, se procedié a la hibri-
dacién con la sonda en horno de hibrida-
cién y en agitacion constante a 68°C du-
rante toda la noche.

Para la deteccion de muestras enfer-
mas se procedio, una vez realizados los
lavados posthibridacion, a afadir el
agente blogueante + anti-digosigenina-
AP a las membranas hibridadas.

Para la reaccion de la fosfatasa, poste-
riormente se sumergieron en el substra-
to quimioluminiscente (CSPD) durante
diez minutos.

La pelicula se expuso sobre las mem-
branas en un cassette de rayos X duran-
te 20 minutos y con el posterior revelado
de la pelicula se obtuvieron los resulta-
dos de las muestras.

Este nuevo método de diagnéstico apli-
cado en nuestro laboratorio, va a permi-
tir la deteccion de esta grave enferme-
dad que permitira eliminar del proceso
productivo, la planta enferma.
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Novedad técnica

[S540 CSEAD  CSBD . R
Toda una linea
de incomparable versatilidad.

4 Con cinco y seis sacudidores, desde 175 a 207 kW (238 a 281 CV) para cubrir una amplia gama
de necesidades de agricultores y contratistas, los tres modelos de cosechadoras New Holland de
la Serie CS, proporcionan una gran capacidad a la vez que preservan la calidad del grano y de la
paja en cualquier tipo de condicién. El disefio patentado del concavo Opti-Thresh™ vy el
inmejorable Separador Rotatorio New Holland con sistema Multi-Thresh, opcional en los
modelos CS540 y CS640 y estandar en la CS660, le proporciona una gran versatilidad y una
maxima optimizacion de las tareas de trilla y separacion. El disefo de precriba consigue una alta
eficiencia en la limpieza y su sistema autonivelante es ideal para terrenos inclinados. La moderna
y silenciosa cabina Discovery Plus™ incrementa la productividad y el confort del operario.

Si busca una cosechadora econdémica y de gran capacidad, las cosechadoras New Holland Serie \ ‘

CS son la solucién mas completa y versatil.

Nueva cosechadora New Holland Serie CS, con un servicio excelente y cualificado,

asistencia total, todos los recambios originales y una financiacion CNH Capital EWHOLL Am

personalizada - solo en su Concesionario New Holland.

www.newholland.com/es - Teléfono gratuito de Atencion al Cliente: 900 948 998. Es‘]ecla"sms en tu é)lllll
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. CNH: UNO DE LOS LIDERES MUNDIALES EN LA FABRICACION DE TRACTORES, COSECHADORAS, EMPACADORAS Y VENDIMIADORAS AUTOPROPULSADAS.




