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Deteccidn de la susceptibilidad/tolerancia al
moteado en manzano

Introduccién

La manzana es uno de los principales cultivos frutales en Europa y en Espaia.
Se trata de la especie mas extendida en las zonas templadas europeas, con
alrededor de 0,9 millones de hectareas y una produccidn cercana a 17 millones
de toneladas, y ocupa el segundo lugar en Espafia, solo por detras del
melocotdn, con aproximadamente 0,5 millones de toneladas segun la FAO
(www.fao.org). Este cultivo tiene un gran impacto econdmico y social, ya que
genera empleo en zonas rurales y contribuye a la produccién de frutas de
calidad destinadas tanto al consumo fresco como a la industria.

Sin embargo, su productividad se ve seriamente amenazada por el moteado del
manzano, causado por el hongo Venturia inaequalis, una de las enfermedades
mas relevantes a nivel mundial. La intensificaciéon del moteado en los ultimos
anos responde tanto a la alta vulnerabilidad de las variedades actualmente
cultivadas como a la aparicidon de escenarios climaticos mas favorables al
patégeno, como periodos prolongados de humedad y temperaturas templadas
durante las etapas iniciales del ciclo vegetativo. En las zonas productoras
afectadas, la enfermedad provoca pérdidas econémicas significativas, derivadas
de la disminucién del rendimiento y de la calidad del fruto, asi como del
aumento de los tratamientos fungicidas necesarios para su control, lo que
subraya la necesidad de una gestién integrada de la proteccién vegetal (Hofer
etal, 2022).

La incidencia del moteado se ve agravada por la escasa diversidad varietal del
cultivo en Espana, donde alrededor del 90 % de la produccidn procede de solo
cuatro grupos varietales (‘Golden’, ‘Gala’, ‘Red Delicious’ y ‘Reineta’), siendo el
Grupo Golden responsable de cerca de la mitad de la producciéon nacional
(Iglesias y Alegre, 2014). En regiones como Aragdn, donde conviven zonas de
clima seco-cdlido con dreas de montafa himeda, esta enfermedad adquiere
especial relevancia por su alta frecuencia e impacto.

Con el objetivo de reducir esta vulnerabilidad y preservar la diversidad genética,
desde el afio 2001 se iniciaron diferentes proyectos de investigacion en el CITA
de Aragdn orientados a la recuperacién de variedades tradicionales de manzano
(Figura 1), muchas de ellas en riesgo de desaparicién. Estas iniciativas han
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permitido rescatar y caracterizar mas de 100 genotipos locales, procedentes de
antiguos huertos familiares. Estas variedades, bien adaptadas a sus condiciones
agroclimaticas y capaces de sobrevivir durante afios sin ningun tipo de cuidado,
constituyen una valiosa fuente de resistencia natural frente a plagas y
enfermedades. Su conservacion y estudio representan una oportunidad
estratégica para diversificar y reforzar el sistema productivo mediante la
incorporacion de nuevos genotipos en programas de mejora genética (Pina et
al.,, 2014). Ademas, poseen un valor cultural y gastrondmico, reforzando la
importancia de su conservacién vy utilizacién en sistemas de produccion
sostenibles.

incluidas en el estudio, que ilustran la variabilidad fenotipica del fruto
presente en el germoplasma local.
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La incorporacion de estos genotipos en programas de mejora genética podria
desarrollar nuevas variedades con resistencia/tolerancia duradera al moteado,
especialmente mediante la seleccidon de combinaciones de genes de resistencia
utilizando herramientas moleculares. Asimismo, el estudio de estas variedades
locales ofrece la oportunidad de adaptar la produccion a las condiciones
mediterraneas, mucho mdas exigentes que las de las regiones del norte de
Europa o América, de donde provienen la mayoria de las variedades comerciales
resistentes o tolerantes actualmente disponibles (Belete y Boyraz, 2017).

En este contexto, el objetivo de este trabajo es identificar, dentro de este
conjunto de variedades locales de diversidad genética conocida, genes de
resistencia al moteado (Venturia inaequalis), con el fin de seleccionar aquellas
accesiones que presenten las mejores combinaciones para ser utilizadas en el
disefio de nuevos cruzamientos y en programas de mejora genética orientados
a la resistencia. Esta estrategia permitird aprovechar el potencial genético de
las variedades tradicionales adaptadas a condiciones locales, contribuyendo al
desarrollo de variedades de manzano mas resistentes y sostenibles frente al
moteado.
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Metodologia

En este estudio se han evaluado 9 variedades comerciales de referencia y 68
accesiones de manzano correspondientes a variedades tradicionales de antigua
procedencia, prospectadas en diversas zonas de montafia de Aragdén con
caracteristicas eco-geograficas distintas, incluyendo tanto el Sistema Ibérico
como los Pirineos (Pina et al., 2014; Pereira et al., 2017). Este material ha sido
cuidadosamente conservado en las colecciones del CITA en Zaragoza y en
Bescds de la Garcipollera (Jaca, a 930 m de altitud), asegurando la preservacion
de su valioso patrimonio genético y su disponibilidad para estudios de mejora 'y
conservacion.

Para la evaluacién fenotipica, se realizé un andlisis de hojas y frutos con el
objetivo de determinar la respuesta de cada accesion frente al moteado del
manzano (Venturia inaequalis). La evaluacién de campo se realizd bajo infeccidon
natural en campo durante 2022 y 2023, y las accesiones se clasificaron en
cuatro categorias de susceptibilidad (0: no sensible, 1: poco sensible, 2:
sensible, 3: muy sensible), basdandose en la observacion visual de los sintomas
de moteado en hojas de toda la copa y en los frutos registrando la presencia o
ausencia de sintomas (Figura2). Se muestrearon entre 20-50 hojas por arbol y
se hizo una evaluacidn visual del porcentaje de superficie afectada.

Figura 2. Imagenes de los sintomas en hoja y fruto para la evaluacién
fenotipica.
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Por otro lado, para la caracterizacién molecular, se procedid a la extraccion de
ADN siguiendo el protocolo estandar de CTAB. Se utilizaron marcadores
moleculares especificos asociados a diferentes fuentes de resistencia al
moteado, incluyendo los genes Rvi2, Rvi4, Rvi6 y Rvill, previamente descritos
en la literatura (Tabla 1). La separacién y visualizacion de las bandas se llevd a
cabo mediante electroforesis en geles de agarosa. Los tamanos de los
fragmentos vinculados a los genes de resistencia se compararon con los
obtenidos en los genotipos de control.

Tabla 1. Marcadores moleculares descritos en la bibliografia para la
identificacién de genes de resistencia al moteado en manzano.

Nombre Tamano

Gen detectado Tipo PCR Referencias
marcador (bp)
Rvi2 OPL 19 SCAR 433 Bus et al. 2005
Rvid AD13 SCAR 950 Boudichevskaia et al. 2006
Rvill SCARa+b  SCARa+b 743 Gygax et al. 2004

Rvi6 VFT F+R SCAR 466  Tartarini et al. 1999
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Resultados

En la actualidad, existen mds de 150 variedades de manzano resistentes o
tolerantes al moteado disponibles en el mercado; sin embargo, la mayoria de
estas fueron obtenidas en el norte de Europa o América (Belete y Boyraz, 2017),
regiones con condiciones climaticas muy diferentes a las del darea mediterranea.
Por ello, resulta fundamental evaluar y caracterizar los recursos genéticos
locales frente a la resistencia al moteado, ya que representan una oportunidad
para identificar genotipos resistentes adaptados a nuestras condiciones de
cultivo.

Para la evaluacion fenotipica, se llevd a cabo un seguimiento de campo durante
2022 y 2023. Las accesiones fueron clasificadas en cuatro categorias de
susceptibilidad, basandose en una observacidn visual en las hojas y en los
frutos, registrando la presencia o ausencia de sintomas. Esta evaluacién
permitié identificar accesiones sin sintomas, baja, media y alta susceptibilidad.
En Tabla 2 se presentan los porcentajes de accesiones locales infectadas en
cada afo y la media de infeccidon para cada tipo de susceptibilidad.

Tabla 2. Porcentaje de accesiones locales de manzano infectadas por moteado
(Venturia inaequalis) durante 2022 y 2023, segun las cuatro categorias de
susceptibilidad. Se incluye la media de infeccion para cada categoria.

% accesiones locales
infectadas

Escala Susceptibilidad Sintomas 2022 2023 Media

Sin sintomas macroscépicos

0 Sin infeccién . 4.4 3,6 4,0
visibles.
1 Baja Pocas Lte5|ones visibles, con 309 43.4 37.1
sintomas leves.
Numerosas lesiones
2 Media extendidas por gran parte del 38,2 44,6 41,4

arbol.

Infeccién grave con la mitad de
3 Alta las hojas infectadas por 26,5 8,4 17,5
multiples lesiones.
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Los resultados de este trabajo mostraron diferencias significativas en el nivel
de infeccién en campo durante 2022 y 2023 (Tabla 2), aflos en los que se
registraron distintas variables agroclimaticas en la zona de estudio (Figura 3).
En 2022, la incidencia de la enfermedad fue mayor, con 35 % de accesiones no
sensibles o poco sensibles (nivel 1-2) y 65 % sensibles o muy sensibles (niveles
2-3). En 2023 el 47% de las accesiones locales presentaron un nivel de
infeccién menor a 2 en la escala, mientras que el 53% alcanzd niveles 2 o 3. El
promedio de los dos afios mostré que 4 % de las accesiones no presentaron
sintomas, 37.1% fueron poco sensibles, 41.4 % sensibles y 17.5% muy
sensibles.
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Figura 3. Variables agroclimaticas medias mensuales (temperatura y
precipitacidn) registradas en la estacién meteoroldgica ID22 (Santa
Cilia de Jaca) del Sistema de Informacién Agroclimatica para el
Regadio (SiAR). La mayor incidencia de moteado en 2022 coincidid
con valores mas altos de humedad y precipitacién durante los meses
de marzo y abril.

El porcentaje de superficie foliar afectada varid notablemente entre accesiones,
desde 4,4 % en ‘Moncayo-01’ hasta 23,9 % en ‘Escoain-03’. Estos resultados
subrayan la importancia de evaluar la resistencia natural de material autdctono
frente a enfermedades como el moteado, aportando informacién clave para su
seleccidn y utilizacién en programas de mejora genética.
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En cuanto a la caracterizacion molecular se emplearon marcadores moleculares
asociados a los genes de resistencia Rvi2, Rvi4, Rvi6 y Rvill, previamente
descritos. Los fragmentos amplificados correspondieron a 433 bp (Rvi2),
950 bp (Rvi4), 466 bp (Rvi6/Vf) y 743 bp (Rvill) (Figura 4). El gen Rvi2 se
detectd en el 56 % de las accesiones locales y en el 44 % de las variedades de
referencia, mientras que Rvill estuvo presente en el 68 % de las accesiones
locales frente al 44 % de las comerciales. El marcador Rvi4 amplificé tres alelos:
a=1300bp, b =1100bp y c = 950 bp (alelo de resistencia), siendo que la
mayoria de las accesiones locales contenian los alelos a y b, y solo un 7%
presentd el alelo de resistencia. Por su parte, el gen Rvi6 se amplificd
Unicamente en las variedades de referencia ‘Story’, ‘Prima’ y ‘Florina’.

En cuanto a combinaciones de genes, tres accesiones locales presentaron
simultdneamente Rvi2, Rvi4 y Rvill; 22 contenfan Rvi2 y Rvill; y cuatro
combinaban Rvi4 y Rvill. El disponer de varias fuentes de resistencia al
moteado permite utilizarlas como reposicion en el caso de que se rompa la
resistencia (como ha sucedido con la resistencia monogénica conferida por el
gen Vf/Vi6) o incorporar mas de una en una misma variedad (genes piramidales
para que la resistencia sea duradera en el tiempo).

La integracién de los datos fenotipicos y moleculares ha permitido, por primera
vez, identificar fuentes de resistencia en variedades recuperadas de zonas de
montana, y abre la posibilidad de seleccionar accesiones con las mejores
combinaciones de genes, susceptibles de ser utilizadas en el diseno de nuevos
cruzamientos. Actualmente, se esta evaluando la correlacion entre la presencia
de estos marcadores moleculares y la resistencia natural observada en campo,
para validar la eficacia de estas fuentes de resistencia.
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Figura 4. Amplificacion por PCR de los genes de resistencia al
moteado (Venturia inaequalis) en accesiones locales de manzano vy
de referencia. Se muestran los fragmentos correspondientes a Rvi2,
Rvi4, y Rvill, visualizados en gel de agarosa. Cada linea representa
una accesion evaluada, mostrando la presencia o ausencia de los
alelos de resistencia.
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Conclusiones

1. Las variedades locales de manzano evaluadas mostraron diferencias claras
en su susceptibilidad al moteado, desde accesiones altamente resistentes hasta
muy susceptibles, evidenciando la existencia de resistencia natural en el
germoplasma local.

2. La incidencia de la enfermedad estuvo influida por las condiciones
agroclimaticas, siendo mayor en 2022, cuando la humedad vy la precipitacidon
fueron mas altas durante los meses criticos del ciclo vegetativo.

3. Los anélisis moleculares identificaron los genes de resistencia Rvi2, Rvi4,
Rvié y Rvill, encontrandose combinaciones multiples que permiten la
piramidacién de genes y una resistencia mas duradera frente a fallos de
resistencia monogénica.

4. Las variedades locales recuperadas de zonas de montaiia representan un
recurso estratégico, adaptado a condiciones mediterraneas, que permite
diversificar y reforzar la produccién de manzano frente al moteado, asegurando
sostenibilidad y resistencia a largo plazo.
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