Mejora biotecnologica del
melocotonero

Las técnicas de ingenieria genética y las de transformacion genética de plantas han propiciado la obten-
cion en los Ultimos anos de plantas modificadas genéticamente con nuevas caracteristicas que repre-
sentan un importante avance en la produccion de nuevas variedades que, conservando sus caracteristi-
cas, incorporan un nuevo rasgo de interés agronémico. La ingenieria genética permite cambiar en un
solo gen el patrimonio genético de una especie cultivada. Las modificaciones que se pueden conseguir
no estan limitadas por la barrera de la especie, son dirigidas y se pueden obtener de forma mas eficaz
que las producidas, al azar, por hibridacion o mutagénesis. Esta tecnologia no se debe ver como una al-
ternativa a la domesticacion de las plantas y a las técnicas de mejora tradicional sino como un comple-

mento.

Luis A. Canas y José Pio Beltran < Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (CSIC-UPV). Laboratorio de
Biologia del Desarrollo Floral. Ciudad Politécnica de la Innovacion. Universidad Politécnica de Valencia

278 Abril o7

Agricultura

Figura I.

Regeneracion in vitro de plantas de melocotonero a partir de diferen-
tes explanaos: cotiledones inmaduros, cotiledones maduros, discos
de hipocaotilo, hojas y entrenudos. Las plantulas obtenidas se enrai-
zan in vitro y se aclimatan en invernadero.

Introduccion

El ingeniero genético trabaja, en general, sobre varie-
dades ya mejoradas. La ingenieria genética necesita
disponer de métodos para identificar y aislar los genes
responsables del caracter a modificar. Asimismo, necesita
disponer o desarrollar tecnologias de transformacion ge-
nética no sdlo para la especie sino, a veces, para la varie-

dad que se desea mejorar. Sélo si disponemos de los ge-
nes adecuados, de las regiones promotoras para dirigir la
expresion de los mismos a los érganos o tejidos “diana” y
de los métodos de transformacién especificos para la es-
pecie o incluso la variedad a mejorar, sera posible cons-
truir estrategias para desarrollar plantas mas productivas
y con mayor valor nutricional, con un mejor comporta-
miento frente a condiciones adversas o, incluso, convertir-
las en biofactorias para la produccién de compuestos de
interés farmacoldgico o médico.

El area total de cultivo dedicada a plantas genética-
mente modificadas en el mundo ha sufrido un aumento
de 60 veces desde el afio 1996 al 2006 (de 1,7 a 102
millones de hectareas). De hecho, este tipo de plantas
han sido utilizadas en 2006 por 10,3 millones de agricul-
tores de 22 paises (James, 2006). Sin embargo, hasta
el momento sélo se ha comercializado un frutal modifi-
cado genéticamente, una papaya resistente al virus
PRSV (Lius et al., 1997).

La mejora convencional de frutales de clima templado
esta bastante limitada por su largo ciclo reproductivo,
con periodos juveniles (sin floracién) de varios afios, por
su compleja biologia reproductiva y por su alto grado de
heterocigosidad. Existen una serie de ventajas ligadas
al uso de la transferencia de genes para la mejora bio-
tecnoldgica de arboles frutales. Por ejemplo, una vez se
ha obtenido un transformante con expresion estable del
transgén introducido, su propagacion vegetativa me-
diante cultivo in vitro nos proporcionaria una produccion
ilimitada de dicha linea modificada genéticamente. Por
otra parte, debido a que la produccion de la mayoria de
las especies de frutales se basa en unos pocos cultiva-
res, el impacto de transformar uno de ellos seria muy
importante. Recientemente se han producido grandes
avances en el campo de la transformacion de especies
lefiosas frutales, habiéndose descrito métodos aplica-
bles al manzano, Prunus spp. (melocotonero, albarico-
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quero, almendro, ciruelo, cerezo), citricos, vid, kivi, oli-
VO, papaya, peral, nogal, caqui, etc. La nota dominante
es que la metodologia desarrollada para cada especie
es muy dependiente del genotipo, siendo la eficiencia
de transformacion en cada uno de ellos muy variable. So-
lamente se pueden transformar eficazmente unos pocos
genotipos que, generalmente, no son de interés comer-
cial. En este sentido, la regeneracion y transformacion de
variedades de interés comercial debe derivar en un futuro
préximo hacia el desarrollo de metodologia genotipo inde-
pendiente que permita de forma rutinaria la transferencia
de genes independientemente del cultivar elegido.

El melocotonero (Prunus persica L.) es un miembro de
la familia de las Rosaceas. Todos los cultivares comer-
ciales pertenecen a la especie P. persica (L.) Batsch y
generalmente se cultivan en zonas templadas del plane-
ta. Los Estados Unidos, Italia, China, Francia, Espafia y
Grecia concentran el 70% de la produccion mundial. Es
de destacar la importancia que tiene la produccién de
melocotdn precoz en nuestro pais. Espafia es el princi-
pal productor de melocoton precoz de la UE y la Comu-
nidad Valenciana, junto con zonas de Huelva y Sevilla,
concentran la produccién nacional.

Frente a la ventaja del elevado precio que el agricultor
obtiene con las variedades, existe una serie de proble-
mas asociados a las mismas, como son el pequefio cali-
bre del fruto, su escasa dureza con las consiguientes di-
ficultades de manipulacion, asi como sus limitadas cua-
lidades organolépticas. Por otra parte, se ha estimado
en un 45% las pérdidas anuales de este cultivo debidas

Figura 2.

fundamentalmente a plagas y enfermedades. Desde el
punto de vista de la mejora genética de esta especie,
resultaria interesante conseguir un adelanto estacional
en la recoleccion (precocidad) de algunas variedades
que, aun teniendo cualidades apropiadas, se estan de-
jando de utilizar debido a su tardia recoleccién; la re-
duccion del periodo juvenil del arbol (4-5 afios) adelan-
tando su floracién con objeto de acelerar su entrada en
produccion; el incremento de aromas y sabor (monoter-
penos) de algunas variedades precoces que son bas-
tante insipidas o la obtencion de plantas resistentes al
virus de la Sharka (PPV) que tiene una fuerte incidencia
sobre los Prunus. En este sentido, la utilizacion de téc-
nicas de transformacion genética que permitan la mani-
pulacién de un caracter de forma dirigida sin alterar las
cualidades de la variedad previamente seleccionada re-
sulta especialmente adecuada.

El principal requerimiento para desarrollar este tipo de
programas de mejora es la existencia de un protocolo de
transformacion genética de plantas eficaz y reproducible.
El melocotonero es una especie muy recalcitrante para la
transformacion genética. En diversos trabajos publicados
se da cuenta de la consecucion de eventos de transforma-
cion bien sea por bombardeo de particulas o por transfor-
macién mediada por Agrobacterium. Sin embargo, la re-
generacion de plantas a partir de tejidos transformados y
la recuperacién de plantas que no sean quimeras presen-
ta gran dificultad. A este respecto, en nuestro laboratorio
se ha puesto a punto un método de obtencion de plantas
de melocotonero modificadas genéticamente a partir de

Fases de la regeneracion de plantas de melocotonero cv Miraflores a partir de secciones de embriones maduros

mediante cultivo in vitro.




Figura 3.
Proceso de introduccion de un nuevo gen en el melocotonero. Estrategia encami-
nada a la introduccién de una construccion genética que produciria en la planta un

RNA de interferencia que produciria el silenciamiento génico del virus de la Sharka
(PPV) con el objeto de producir plantas resistentes o tolerantes a dicho virus. La
construccion portadora del gen se introduce primero en la bacteria Agrobacterium

tumefaciens y esta bacteria transfiere el gen a la planta.

pGreen 355:PPV-RHAI

8268 bp

secciones de embrién maduro utilizando la proteina verde
fluorescente (GFP) procedente de una medusa como
marcador in vivo (Pérez-Clemente et al., 2004) que repre-
senta un importante avance para la futura mejora biotec-
noldgica de esta especie.

Desarrollo de un método para
la transferencia de genes en
melocotonero

La mejora genética de los frutales de hueso mediante
métodos clasicos es un proceso lento y dificil debido a
los largos periodos generacionales asi como al alto gra-
do de heterocigosis de estas especies. La transforma-
cion genética esta considerada como una herramienta
muy prometedora para la mejora de determinados geno-
tipos ya que permitiria manipular caracteres concretos
respetando las caracteristicas del cultivar seleccionado
como material de partida. La disponibilidad de protocolos
para la regeneracion eficiente de plantas de novo es un
prerrequisito para el desarrollo de técnicas de transfor-
macién genética mediada por Agrobacterium (Figura 1).

En nuestro grupo hemos puesto a punto un protocolo
eficiente de regeneracion in vitro y transformacion gené-
tica a partir de secciones de embriones maduros (Pé-
rez-Clemente et al., 2004) de varios genotipos de melo-
cotonero (Prunus persica L.). La regeneracién de plan-
tas in vitro se inicia con en la obtencion de semillas pro-
cedentes de frutos maduros (Figura 2a). Las semillas
se esterilizan superficialmente con etanol y lgjia, se par-

te el endocarpo lefioso y
se aisla el cotiledon que
porta el embrién (Figura
2b). A continuacién el
embrion se secciona lon-
gitudinalmente en varias
laminas y se corta la zo-
na de la radicula (Figura
2c¢). Las secciones del
embridn se colocan sobre
un medio de cultivo (MS)
que lleva agua, sales mi-
nerales, vitaminas, saca-
rosa y fitohormonas (au-
xinas y citoquininas) que
provocaran primero una
proliferacion celular for-
mando un callo compues-
to de una masa de célu-
las indiferenciadas (Figu-
ra 2d). Finalmente y me-
diante una variacion en la
composicion de las fito-
hormonas, las células del
callo se diferencian en
meristemos que al crecer
desarrollan brotes de ta-
llos y hojas (Figura 2e).
Por dltimo esos tallos se
separan del callo y se ponen a enraizar en un nuevo
medio con auxinas para obtener una planta completa.
En cuanto al proceso de
transformacién genética, el

protocolo seguido es el mismo
s6lo que una vez obtenidas las
secciones de embriones estas
son cultivadas en un medio li-
quido con una bacteria deno-
minada Agrobacterium tume-
faciens. Esta bacteria es un
“‘ingeniero genético” natural
que es capaz de introducir en
la planta genes que una vez
integrados en su genoma pro-
ducen una serie de sustancias

El area total de cultivo
dedicada a plantas
genéticamente
modificadas en el mundo
ha sufrido un aumento
de 60 veces desde el ano
1996 al 2006

que contribuyen a la nutricién
y desarrollo de la bacteria. Es-
to lo consigue gracias a un fragmento de ADN denomi-
nado de transferencia (ADN-T) que es capaz de sepa-
rarse de la bacteria e integrarse en un cromosoma de la
planta. La ingenieria genética de plantas se basa en es-
ta propiedad y utiliza dicha bacteria y su ADN-T para
transferir nuevos genes a la planta los cuales introduci-
mos en el laboratorio en el trozo de ADN que Agrobacte-
rium va a transferir. Los nuevos genes se introducen en
el genoma de la planta y son utilizados como si fueran
propios de la misma. La procedencia de los nuevos ge-
nes introducidos puede ser muy variada pudiendo ser
su origen cualquier organismo vivo (Figura 3).
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Para poner a punto la metodologia de transferencia de
genes al melocotonero, hemos utilizado un gen marca-
dor de seleccién denominado sgfp (GFP: proteina verde
fluorescente). Este gen, que procede de una medusa,
permite seleccionar aquellos brotes que lo han incorpo-
rado observando los cultivos in vitro con luz azul, ya que
dicha proteina emite luz verde fluorescente al ser ilumi-
nada con ese tipo de luz. Este gen es una buena alter-
nativa a la seleccion mediante genes de resistencia a
antibioticos, y bajo el control de un promotor de expre-
sién constitutiva (CaMV35S) se introdujo mediante elec-
troporacioén en una estirpe de Agrobacterium tumefa-
ciens (C58-pMP90). A continuacién la bacteria se usoé
como vector para introducir el gen en la planta mediante
cocultivo con las secciones de embrion. Como se puede
apreciar en la Figura 4, algunos de los brotes regenera-
dos a partir de los callos cultivados in vitro (Figura 4a)
mostraban fluorescencia verde (Figura 4d) en compara-
cién con aquellos brotes que no habian incorporado el
gen sgfp (fluorescencia roja). Incluso determinadas cé-
lulas de los callos que habian incorporado el gen mos-
traban la fluorescencia verde muy tempranamente (Fi-
gura 4c). La fluorescencia verde también era evidente
al comparar hojas procedentes de plantas modificadas
genéticamente con las de aquellas que no habian incor-
porado el transgen (Figura 4e). A nivel subcelular la
GFP se apreciaba en el citoplasma y ncleo de las célu-
las modificadas mediante microscopia confocal (Figura
4f). Las plantas modificadas seleccionadas se enraiza-
ron in vitro (Figura 4b) y se aclimataron en invernadero.
Tras dos afio de cultivo produjeron flores y frutos nor-
males (Figura 4g) observandose la fluorescencia de la
GFP en raices (Figura 4h), pétalos (Figura 4i) o estam-
bres (Figura 4j).

Aplicaciones biotecnoldégicas:
resistencia/tolerancia al virus
de la Sharka, adelanto de la
floracion e incremento de
cualidades organolépticas en
frutos precoces

Actualmente existen herramientas moleculares (genes
y promotores) que permiten el abordaje de determina-
dos problemas asociados a la mejora genética del melo-
cotonero como son: retraso del proceso de ablandamiento
durante la maduracién del fruto, firmeza de la carne, color
de la piel, tamafio del fruto, incremento de aromas y sabo-
res, resistencia a enfermedades por virus, bacterias u
hongos, tolerancia a estrés hidrico o salino, adelanto de la
floracién (acortamiento fase juvenil), etc.

En nuestro grupo estamos trabajando para producir
plantas resistentes o tolerantes al virus de la Sharka
(PPV) utilizando diferentes abordajes de silenciamiento
génico mediante construcciones de RNA de interferen-
cia (hpiRNA), en el aumento de las cualidades organo-
Iépticas de frutos de variedades precoces mediante el
uso combinado de promotores de expresion especifica
en fruto y el gen de la S-linalol sintetasa (LIS) y en el

Figura 4.

Seleccion de brotes de melocotonero cv Miraflores
que han incorporado el gen de la proteina verde
fluorescente (GFP).

adelantamiento de la floracion para acortar la fase juve-
nil del arbol y acelerar su entrada en produccion.

Resistencia / tolerancia al
virus de la Sharka

La enfermedad viral que en la actualidad provoca una
mayor alarma entre los productores de melocotonero es
la enfermedad de la Sharka. La Sharka es una enferme-
dad de frutales de hueso causada por el virus Plum Pox
Virus (PPV) y cuya importancia radica no sélo en las
pérdidas econémicas que produce sino también en el
hecho de que se trata del tnico virus de frutales de hue-
so que se dispersa de forma natural por pulgones.

Existen dos aislados principales del virus que afectan al



melocotonero; el aislado Dideron (D) o comun y el aislado
Marcus o (M). Este ultimo resulta especialmente agresivo,
con una sintomatologia que va desde manchas, anillos y
clorosis en nervios de hojas, hasta los anillos depresores
y deformaciones externas en los frutos, que suelen caer
antes de la madurez (Cambra et al., 2001). Ademas, los
pétalos de las flores de algunas variedades muestran tipi-
cos sintomas de decoloracién (Figura 5).

La mejora tradicional para obtener resistencia a la
Sharka se ve dificultada por la escasez de cultivares re-
sistentes y por la naturaleza poligénica de los caracte-
res de resistencia en los casos estudiados (Badenes et
al., 1996). Por medio de las técnicas de transformacion
de plantas se han desarrollado diversos métodos de in-
duccion de resistencia al virus mediante silenciamiento
génico (Guo and Garcia, 1997). Asimismo, se han obte-
nido algunos resultados en arboles transgénicos de al-
baricoquero y ciruelo mediante la expresion de protei-
nas de la capsida del virus (Scorza et al., 1994; 1995;
Ravenolandro et al., 1997).

En los ultimos afios se han venido desarrollando otro
tipo de estrategias para obtener resistencia frente a vi-
rus, basadas en el silenciamiento génico mediado por
RNA de interferencia (RNAI). Esta técnica se fundamen-
ta en la introduccion de RNA de doble cadena en las cé-
lulas que es degradado por la accién de una RNAsa (DI-
CER) en pequefios fragmentos de 21-23 nucleoticos
(SiRNAs). Estos siRNAs se incorporan al complejo RISC
que degrada los mRNA complementarios a los mismos.
Se trata de una valiosa herramienta caracterizada por
su alta especificidad y gran eficiencia.

En nuestro laboratoro hemos generado las construc-
ciones pGreen CaMV35S::PPV-RNAi y pBin
CaMV35S::PPV-RNAI portadoras de un inserto de hpiR-
NA del PPV para inducir la resistencia/tolerancia a la
enfermedad tanto en melocotonero como en albarico-
quero. Para ello hemos utilizado un fragmento de su ge-
noma (445 pb) que presenta la mayor homologia entre
las razas D y M, los dos aislados principales del virus,
para intentar que el arbol sea resistente frente a las dos.

Cada una de las construcciones ha sido introducida en
la cepa C58-pMPI0 de Agrobacterium tumefaciens. Las
construcciones fueron previamente ensayadas mediante
expresion transitoria de fluorescencia (GFP) por agroinfil-
tracion de hoja en plantas de Nicotiana
benthamiana que ha mostrado ser una
eficiente planta hospedadora modelo
para el estudio de las interacciones
planta-virus y de gran utilidad para la
caracterizacion de silenciamiento gé-
nico. Con el fin de estudiar la capaci-
dad de estas construcciones para in-
ducir el silenciamiento del virus, se
han realizado experimentos de trans-
formacion de plantas de N. benthamia-
na con dichas construcciones. Las li-
neas transgénicas (T2) obtenidas han
sido sometidas a bioensayos de resis-
tencia al PPV y se han identificado algu-

Figura 5.
Sintomas de la infeccion por PPV en frutos, hojas y flores de melocotonero.

nas que presentan resistentencia/tolerancia al virus (cola-
boracién con Juan Antonio Garcia, CNB Madrid).

Incremento de cualidades
organolépticas en frutos
precoces

El S-linalool es uno de los diez compuestos mas im-
portantes que influyen en las cualidades organolépticas
de numerosos frutos, aportandoles un aroma dulce, flo-
ral y ligeramente alcohdlico.

También es un componente

importante de las esencias flo-
rales en muchas especies. El
gen que codifica la S-linalool
sintetasa (LIS), el enzima res-
ponsable de la presencia del
monoterpeno S-linalool, ha si-
do aislado y caracterizado en
la esencia de las flores de
Clarkia breweri. Se ha com-
probado que los frutos trans-
génicos de tomate que contie-
nen el gen LIS bajo el control
de un promotor especifico
(E8), sintetizan y acumulan S-

Un adelanto del proceso
de floracion traeria
consigo una entrada mas
temprana en produccion
del arbol con el
consiguiente beneficio
para el agricultor

linalool y 8-hidroxilinalol en

frutos maduros, aumentando

los compuestos volatiles encargados del aroma sin pre-
sentar ninguna otra alteracién fenotipica. En nuestro la-
boratorio se estan generando una serie de construccio-
nes que portan el gen LIS bajo el control de diversos
promotores de expresion especifica en las distintas par-
tes del fruto con objeto de intentar modificar la pérdida
de sus cualidades organolépticas, una caracteristica
bastante comun ligada a la produccion de melocotones
precoces.

Adelanto de la floracién
El conocimiento cada vez mayor de los mecanismos

de induccién y desarrollo floral ha permitido la utiliza-
cién de genes implicados en la regulacion de estos pro-
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cesos para modificar la respuesta de las plantas en lo
que respecta a la transicion floral. Un ejemplo interesante, y
que implica a una especie de frutal, es el trabajo desarrolla-
do por Pefia et al. (2001) en el que se consiguié alterar el
patron de tiempo de floracién en citricos mediante la sobre-
expresion de los genes AP1y LFY, genes promotores de la
iniciacion floral en Arabidopsis thaliana. En nuestro labora-
torio se han caracterizado diversos genes promotores de la
iniciacion floral de guisante (Ferrandiz, 1996; Navarro,
2001) y, en concreto, la expresion constitutiva del gen Ps-
MADS6 se ha demostrado que causa adelanto de floracién
en otras especies diferentes a las leguminosas como es el
caso de Brasicas y Solanaceas (Berbel, 2002), por lo que
seria un buen candidato para abordar este objetivo. En el
caso del melocotonero el tiempo de generacion varia entre
cuatro y cinco afios segun la variedad de que se trate. Un
adelanto del proceso de floracién traeria consigo una entra-
da mas temprana en produccién del arbol con el consi-
guiente beneficio para el agricultor.
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