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La mancha marron de los citricos es una enfermedad importante producida por el hongo Alternaria
alternata (Fr.) Keissl. pv tangerine, que induce lesiones necroticas en frutos y hojas jovenes (Figura
1a), defoliacion y caida de frutos en las variedades susceptibles llegando a disminuir notablemente
la produccion (Akimitsu y col., 2003). Desde que se observd inicialmente en Australia en 1903 en el
mandarino ‘Emperor’, la enfermedad se ha detectado progresivamente en la mayoria de 1as regiones
productoras de citricos del mundo, incluida Espafia (Vicent y col., 2000). Esta circunstancia ha provocado
que los productores reemplacen variedades susceptibles como ‘Fortune’, ‘Nova’ y "Murcott” por otras
resistentes a la enfermedad (Navarro y col., 2015). Actualmente, el control de la enfermedad en campo
se basa en la aplicacion sistematica de fungicidas; dependiendo de las condiciones climdticas de la zona
de produccion, es necesario realizar hasta 10-12 tratamientos durante la campafia para evitar pérdidas
importantes de produccion y producir frutos de calidad para el consumo en fresco (Vicent y col., 2007).
Sin embargo, a pesar del elevado nimero de tratamientos que se realizan, la reduccion de los dafios
ocasionados por el hongo no es siempre satisfactoria por 1o que la resistencia genética es la mejor opcion
para el control de la enfermedad. En este contexto es imprescindible el desarrollo de métodos rapidos que
permitan evaluar la resistencia de las variedades ya existentes asi como las nuevas variedades obtenidas

de los programas de mejora genética de citricos.

Existen diferentes metodologias para evaluar la resistencia de una variedad a Al-
ternaria. Los ensayos en campo permiten diferenciar las variedades resistentes de
as susceptibles y ademas es el tnico método que permite cuantificar el grado de
susceptibilidad de una variedad sensible. EI IVIA dispone de parcelas disefiadas
especificamente para inducir condiciones favorables para la enfermedad, donde
con el tiempo se ha desarrollado una elevada cantidad de indculo (Figura 1b). Otra
de las metodologias més utilizadas consiste en pulverizar hojas jovenes in vitro
con una solucion de esporas del hongo (Figura 1c). Esta técnica es sencilla, pero
es muy agresiva y tiene el inconveniente de que algunas variedades resistentes,
como las clementinas, pueden mostrar reacciones de susceptibilidad (Vicent y
col., 2004). Ademas de estas dos metodologias, en el IVIA se ha puesto a punto
un nuevo método para la inoculacion de brotes jovenes directamente en la planta.
Esta metodologia es mds fiable que las inoculaciones de hojas in vitro, ya que
permite identificar claramente tanto las variedades sensibles como las resistentes
(Figura 1d) (Vicenty col., 2012). Sin embargo estos métodos requieren la dis-
ponibilidad de plantas cultivadas en parcelas con elevado indculo de Alternaria,
el cultivo de plantas en condiciones de invernadero para la produccion de hojas
y brotes en un estado fenoldgico adecuado para ser inoculadas con las esporas
del hongo, lo cual limita este tipo de analisis a un momento determinado.
Cuando se obtienen marcadores moleculares ligados a un gen que controla

un cardcter de interés agronémico (es decir, que segreguen juntos en la meio-
sis), la seleccidn de este marcador resulta en la seleccion indirecta del gen de
interés. Este hecho constituye la base de la seleccion asistida por marcadores
moleculares (Marker Assisted Selection-MAS). El diagndstico de la resistencia
de una variedad a Alternaria con marcadores moleculares es una metodologia
muy répida y sencilla. Requiere de una extraccion de ADN, que se puede realizar
a partir de cualquier tejido de la planta y de los frutos, y una reaccion de PCR con
los cebadores adecuados. Los resultados se obtienen en un dia y en cualquier
época del afio mientras que los métodos comentados anteriormente son mucho
mas lentos y costosos.

La resistencia a Alternaria esta determinada por un alelo recesivo (A:
alelo susceptible; a: alelo resistente). Por tanto, las variedades que presentan
el gen tanto en homocigosis susceptible (AA) como en heterocigosis (Aa)
se muestran susceptibles a la enfermedad y dnicamente son resistentes las
variedades con el gen en homocigosis (aa) (Dalkilic y col., 2005; Cuencay col.,
2013). La susceptibilidad a Alternaria es un factor limitante en los programas
de obtencidn de nuevas variedades de citricos. Debido a la compleja biologia
reproductiva de los citricos, como la monoembrionia y la frecuencia en la for-
macion de gametos no reducidos, asf como otros parametros relacionados con
la calidad de los frutos, en los programas de mejora genética a nivel nacional
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Figura 1. a) Lesiones originadas por Alternaria en frutos de mandarino "Fortune’. b) Parcelas experimentales del IVIA con elevada cantidad de indculo de
Alternaria. ¢) Hojas de "Fortune” y "Clemenules” inoculadas in vitro con una solucién de esporas de Alternaria. Las hojas de “Fortune” muestran lesiones
necroticas tipicas de la enfermedad indicando que es una variedad susceptible mientras que “Clemenules” no presenta sintomas y por lo tanto es resistente.
d) Brotes de los mandarinos “Fortune”, “Safor”y "Garbi” inoculados con una solucidn de esporas de Alternaria. Los mandarinos “Safor”y “Garbi” no presentan
ninguna lesion en los brotes (variedades resistentes) mientras que los brotes de “Fortune” estan completamente dafiados por el hongo (variedad susceptible).

40 PHYTOMA Espafia ® N° 284 DICIEMBRE 2016



Perspectivas de'la citricultura ante
los nuevos retos y amenazas fitosanitarias

g internacional se han utilizado sistemdticamente como parentales variedades
susceptibles a Alternaria, tanto a nivel diploide como a nivel triploide. Este es
el caso de parentales como ‘Fortune’, ‘Murcott’, ‘Ponkan’, ‘Dancy’, ‘Minneola’,
‘Nova', ‘Fairchild’, ‘Fremont’, ‘Page’, ‘Orlando’, ‘Pixie’ o ‘Daisy’ (Cuencay col.,
2013; Navarro y col., 2015).

En el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Centro de Citriculturay Produccién
Vegetal del IVIA estamos llevando a cabo un programa de obtencion de hibridos
triploides desde el afio 1995 (Navarro y col., 2015). En el marco de este programa, se
han utilizado rutinariamente parentales susceptibles a Alternaria, 1o que ha permitido
analizar la resistencia a la enfermedad en grandes poblaciones segregantes, asf como
desarrollar marcadores moleculares ligados a la misma. Para ello se analizaron
hibridos diploides y triploides obtenidos a partir de diferentes hibridaciones sexuales
entre parentales diploides e interploides. Estos hibridos, junto con sus parentales,
se han cultivado en parcelas experimentales del IVIA con una elevada cantidad de
indculo y ademas se analizaron mediante la inoculacion de hojas jovenes in vitro con
una suspension de esporas del hongo. Estos resultados nos permitieron mapear el
gen de susceptibilidad a Alternaria cerca del centromero del cromosoma 3 (Cuenca
y col., 2013) y desarrollar marcadores SSR (Simple Sequence Repeats) y SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) flanqueando al gen de interés a una distancia
de 0.4y 0.7 cM. Esta distancia indica que el error potencial en el diagndstico de la
resistencia genética de una variedad es de cuatro de cada 1000 hibridos analizados
en el caso del marcador ubicado a 0.4 cM. La eficiencia en la seleccion de este
marcador fue comprobada mediante el analisis de 40 variedades comerciales (20
resistentes y 20 susceptibles), obteniendo una asociacion perfecta entre el perfil
del marcador y la respuesta de las variedades a la enfermedad (Figura 2). Por su
gscasa recombinacion con el gen de interés, este nugvo marcador desarrollado
es muy eficiente para la seleccion temprana de nuevos hibridos resistentes, sin la
necesidad de evaluar los hibridos en campo y/o realizar inoculaciones de esporas
de Alternaria in vitro. Este marcador nos ha permitido seleccionar mas de 2.000
hibridos resistentes de méas de 4.500 analizados, evitando asf el cultivo y posteriores
analisis de mas de 2.000 hibridos susceptibles que se eliminaron del programa
en una fase temprana de evaluacion lo cual supone un ahorro muy importante de
espacio, tiempo, frabajo y dinero. Cabe destacar que el IVIA utiliza esta metodologia
en las variedades obtenidas en sus propios programas de mejora genética, para
proporcionar una informacién debidamente contrastada antes de su distribucion
comercial y pone a disposicion pablica la utilizacion de este marcador para rea-
lizar un diagnéstico rapido y fiable de la resistencia o susceptibilidad genética de
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Figura 2. Seleccion de variedades resistentes a Alternaria utilizando el
nuevo marcador SNP desarrollado ubicado a 0.4 ¢cM, analizado mediante
la técnica KASPar.

cualquier nueva variedad que se obtenga o se importe desde otros paises. En las
variedades importadas o procedentes de otros programas que estan protegidas o
patentadas, salvo que exista un acuerdo previo con sus propietarios, el IVIA solo
puede realizar estas pruebas una vez iniciada su distribucion comercial.

Desde el punto de vista de la sanidad vegetal los marcadores moleculares
permiten caracterizar rdpidamente la susceptibilidad a Alternaria de las diferentes
variedades de citricos. El cultivo de variedades resistentes al hongo evita la reali-
zacion de tratamientos fungicidas para el control de la enfermedad lo cual implica
una reduccion de los costes de produccion, dispersion de productos quimicos al
medio ambiente y en el caso de la agricultura ecoldgica, esto es muy importante,
ya que el uso de los tratamientos fungicidas estd limitado.
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