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Prologo

El objetivo de todo programa de mejora es la obtencion de nuevas variedades
con el fin de resolver los problemas de las actuales variedades, ya sea en el aspecto
agrondmico de su cultivo, de su adaptacion a diferentes condiciones climaticas o
edafoldgicas, en la calidad del producto o en sus posibilidades de almacenaje y
transformacion. En las anteriores publicaciones promovidas desde las Secciones
de Mejora Genética Vegetal de la Sociedad Espafiola de Genética y de la Sociedad
Espafiola de Ciencias Horticolas no se habian abordado aspectos relacionados di-
rectamente con la obtencion de variedades y los problemas y soluciones que pre-
sentan las nuevas herramientas biotecnoldgicas en la mejora vegetal, asi como el
proceso de registro de las nuevas variedades.

Desde los afios 70 asistimos a una revolucion verde para la produccion de varie-
dades mas productivas, pero en la ultima década se ha producido un cambio en los
objetivos de los programas de mejora, ya que se ha hecho mas hincapié en la calidad.
De nuevo los retos de la sociedad del siglo XXI estan en la produccion de mas alimen-
tos para la creciente poblacion mundial enfrentandose a los retos de producir alimen-
tos en la misma cantidad de tierra arable, con variedades adaptadas al cambio
climatico y con un coste de agua, fertilizantes y mano de obra mas eficientes.

Para ello la produccion de nuevas variedades debe adaptarse a estos nuevos
retos haciendo uso de las herramientas biotecnoldgicas disponibles. Norman Bor-
laug, Premio Novel de la Paz, habla de la necesidad de una ‘Revolucion Azul' en el
siglo XXI, que complemente la '‘Revolucion Verde' del siglo XX:

“Humankind in the 21st century will need to bring about a ‘Blue Revolution’
to complement the so-called Green Revolution of the 20th century. In the
new Blue Revolution, water-use productivity must be wedded to land-use
productivity. New science and technology must lead the way".

Por ello este libro tiene por objeto dar una vision general de la obtencion de
nuevas variedades en el proceso de mejora, desde el planteamiento del programa
hasta el registro de la nueva variedad, pasando por la aplicacion de la biotecnologia
a disposicion del mejorador en la consecucion de este objetivo, asi como de los
condicionantes que se presentan en este camino. Esperamos haber conseguido
estos objetivos.

El Comité Editorial
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1.1. Antecedentes

La mejora genética se ha venido practicando continuamente desde que el hom-
bre primitivo dejo de lado la recoleccion ndmada de los productos vegetales para
su alimentacion y se establecio en sitios fijos para empezar a cultivar sus alimentos.
Nuestros antepasados seleccionaron practicamente todas las especies vegetales
actualmente en cultivo y las propagaron. La domesticacion de las plantas ha sido
un importante logro para la humanidad y las plantas agricolas pueden representar
una de las mejores herencias del pasado. Esta es la conducta sequida de modo ge-
neral, aunque no universal, por las civilizaciones primitivas.

La mejora primitiva fue realizada de manera empirica, con la simple seleccion
de las mejores plantas observadas, que eran fruto del azar, pasando posteriormente
a la seleccion entre las descendencias de las mismas, con la esperanza de obtener
otras aun mejores, aunque sin el conocimiento de la utilidad de los cruzamientos
entre parentales. El conocimiento de las leyes de Mendel en el siglo XX hizo que la
mejora genética tuviera unas bases cientificas que superaran el empirismo de la
etapa anterior. Todo ello ha llevado a un avance continuo en la mejora genética
que, en algunas especies, ha conllevado una renovacion casi completa de su cultivo.
Asi mismo, la intensificacion de los cultivos, una especial atencion a su rentabilidad
y mayores conocimientos cientificos han impulsado la resolucion de los problemas
de tipo técnico que tiene planteados la produccion agraria. Muchos de estos pro-
blemas tienen una base bioldgica y los cultivares actuales no reunen todas las ca-
racteristicas ideales para superarlos. La mejora genética va encaminada a obtener
nuevos cultivares que faciliten la resolucion de estos problemas.

1.2. Deteccion del problema y eleccion de parentales

Todo programa de mejora genética debe partir del conocimiento de los problemas
que presenta el cultivo a mejorar. Por todo ello, el contacto con el sector es basico
para conocer estos problemas y detectar las necesidades de cada especie antes de
disefiar un programa de mejora. Al mismo tiempo se deben tener en cuenta los
estudios previos que pueda haber sobre el problema que se intenta resolver, porque
a veces por un defecto de informacion no se conocen algunas soluciones, incluso
de tipo parcial, que se hayan propuesto en el pasado. Cualquiera que sea el objetivo
de la mejora, hay que partir de la evaluacion de una amplia coleccion de material
vegetal, que se debe conocer profundamente. Se trata de la estrategia mas importante,
ya que la ausencia de suficiente variabilidad para un caracter constituye la principal
limitacion para la mejora del mismo. Una vez explorada la variabilidad natural
existente en la especie cultivada, y si ésta no es de utilidad, se puede acudir a
evaluar la variabilidad en especies silvestres relacionadas, si no existen barreras de
incompatibilidad con la cultivada; si tampoco ésta es utilizable habria que generar
variabilidad utilizando para ello métodos clasicos y biotecnologicos, solos o
combinados, como los cruzamientos, las mutagénesis y el cultivo de tejidos.
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Entre estos tres conceptos, los problemas a resolver, los estudios previos vy el
material vegetal, existe una interaccion que no se puede obviar a la hora de buscar
la solucién mas adecuada para el problema existente (Figura 1.1). Con esta base
se puede proceder a la eleccion de parentales para iniciar el programa de cruza-
mientos en el caso de la mejora clasica o a la eleccion de los donantes de los genes
de interés cuando se pueda proceder a su transferencia.

Problemas existentes

—_— |

Estudios previos
§

g Material vegetal

Figura 1.1.—-Esquema para la definicion de objetivos y eleccion de parentales en un programa de mejora genética.

1.3. Objetivos de mejora

1.3.1. Cultivos extensivos

La eleccion de unos objetivos apropiados es fundamental para desarrollar va-
riedades que sean superiores a las habituales en uso y que estén bien adaptadas a
la zona a la que se destinan. La correcta eleccion de objetivos debe basarse en un
cuidadoso estudio de las caracteristicas que se necesita mejorar junto con una va-
loracion precisa de los beneficios que el agricultor obtendra al cultivar la nueva
variedad.

La mejora de unas caracteristicas determinadas puede afectar al comporta-
miento de la planta de diversas formas. Por ejemplo, en el caso del maiz la resis-
tencia al taladro disminuira la cantidad de encamado, reducira el numero de
mazorcas caidas y retardara la entrada de patdgenos en el tallo, todo lo cual afecta
finalmente al rendimiento.
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El mejorador debe conocer perfectamente las condiciones de su zona (por ejem-
plo las condiciones ambientales que limitan el rendimiento o las enfermedades o
plagas mas importantes) y concentrarse en las mejoras que sean mas beneficiosas
para reducir las pérdidas de rendimiento.

De un modo general podemos clasificar los objetivos de mejora de las plantas
de gran cultivo en cuatro grandes apartados:

1. Rendimiento

2. Adaptacion

3. Resistencia a estreses (abioticos y bioticos)
4. Calidad y valor afiadido

En muchos casos estos objetivos coincidiran con los buscados por los mejora-
dores de especies horticolas. La principal diferencia radica que en las plantas hor-
ticolas podemos decir, de modo general, que prima la calidad sobre la cantidad, en
tanto que en los cultivos extensivos es al revés.

1.3.1.1 Rendimiento

El rendimiento es un término muy general usado por los agricultores para de-
signar la parte de la planta que les interesa y que cosechan cuando el producto
deseado esta listo para utilizar o almacenar. El producto de interés puede ser la
semilla (trigo, soja, lenteja...), la planta verde (alfalfa, por ejemplo), la fibra (algo-
don), las hojas (tabaco, té), tubérculos (patata), etc.

El rendimiento de los principales cultivos ha crecido de modo espectacular gra-
cias a los esfuerzos de los mejoradores, fueran €stos los primitivos agricultores o
los profesionales de la mejora que basan su trabajo en la aplicacion de la genética
a la seleccion. Tomando como ejemplo el maiz, Russell (1984) comparo el compor-
tamiento de diversos cultivares que representaban las distintas épocas de la mejora
en lowa desde 1922 a 1980, variedades de polinizacion libre al principio e hibridos
simples desde 1930, concluyendo que el 78,8% (4,21 t/ha) de la ganancia total
(5,34 t/ha) en rendimiento experimentada por los agricultores de lowa de 1922 a
1980 era genética. Troyer (2004) sefala que desde el advenimiento del maiz hibrido
la produccion total de maiz de EEUU se incrementd en 176 millones de toneladas
mientras que la superficie dedicada al cultivo se redujo, en cambio, en un 20% de-
bido a que los rendimientos aumentaron 6.271 kg/ha.

El rendimiento es probablemente el objetivo mas complejo con que tiene que
trabajar el mejorador. Esta determinado por la expresion e interaccion de nume-
rosos genes que afectan a practicamente todos los procesos vitales de la planta,
tales como la nutricion, fotosintesis, transpiracion, translocacion, etc. También se
ve afectado directa o indirectamente por los genes que controlan la maduracion y
la resistencia al encamado, plagas y enfermedades. Desde la generalizacion del uso
de marcadores moleculares en la mejora genética, se han identificado numerosos
QTL para diversos caracteres. Es posible que con el abaratamiento de técnicas como
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la de los SNIP se pueda, en un futuro mas o menos lejano, llegar a tener un mapa
con la localizacion de los genes que controlan el rendimiento.

1.3.1.2. Adaptacion

La adaptacion, como el rendimiento, es una caracteristica muy compleja dado
que engloba muchas y diferentes respuestas de la planta. Algunos de los factores
mas importantes que afectan la adaptacion de un genotipo a un area determinada
son:

e Vigor temprano, tanto en la emergencia (Egli, 2012) como en la fase del pri-
mer crecimiento

® Maduracion suficiente que permita al cultivo encajar adecuadamente en el
area de produccion

® Respuesta a los niveles de fertilizantes en el suelo

® Resistencia al calor y a la sequia

® Resistencia al frio, caracter de gran importancia en muchas especies para fa-
vorecer siembras tempranas (Rodriguez et al., 2010) y asi escapar indirecta-
mente a la accion de diversos estreses

1.3.1.3. Resistencia a estreses (abidticos y bidticos)

Entre los primeros los mas importantes o comunes son la sequia, el encharca-
miento, el frio, el calor, la salinidad y la toxicidad debida a metales. En cuanto a
los bidticos, es decir plagas y enfermedades, cada cultivo esta afectado por una
gran cantidad de ellos. En este apartado suelen jugar un papel importante las va-
riedades antiguas (conservadas en los bancos de germoplasma), en las que se en-
cuentran genes de resistencia o tolerancia a las principales plagas y enfermedades
de la zona.

1.3.1.4. Calidad y valor afiadido

El concepto de calidad varia notablemente en funcion del cultivo y del consu-
midor. Una caracteristica de gran importancia en los cultivos alimenticios es la ca-
lidad de la proteina. Desgraciadamente, los principales cultivos que se usan para
alimentar a la humanidad sufren de deficiencia de algtin aminoacido esencial (Cua-
dro 1), lo que disminuye su valor como alimento, especialmente en las comunida-
des que se basan en el monocultivo. Sin embargo, la mejora puede jugar un gran
papel en la correccion de esas deficiencias. Un ejemplo muy conocido es el del
maiz 0paco que se expone a continuacion.

La composicion de la proteina del endospermo del maiz normal muestra que la
mayor parte es zeina (un 60%), una fraccion pobre en lisina y triptofano (Vasal,
2001). Ello invalida al maiz como posible Unico aporte proteico para animales mo-
nogastricos y puede provocar problemas de malnutricion en las comunidades hu-
manas que tienen el maiz como principal alimento.
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Cuadro 1.1.-Aminodcidos esenciales que se encuentran en baja proporcion en algunos cultivos importantes
(adaptado de Acquaah, 2007, Tabla 22.1).

Maiz Triptofano
Lisina
Trigo Lisina
Centeno Triptofano
Lisina
Arroz blanco Lisina
Treonina
Soja Metionina
Cisteina
Valina
Cacahuete Lisina
Metionina
Cisteina
Treonina
Judia comun Triptofano
Patata Metionina
Cisteina

Tras el conocido descubrimiento por el equipo del Prof. Mertz de la Universidad
de Purdue de que el gen 02 (opaco-2) eleva considerablemente la proporcion de
lisina y triptéfano, numerosos programas en todo el mundo se dedicaron a trabajar
con este mutante. Sin embargo, los problemas surgidos con los maices opacos han
hecho que muchos de ellos fueran abandonados. Los principales obstaculos en-
contrados fueron:

® Una reduccion del rendimiento, en comparacion con el maiz normal, que se
puede cifrar en un 10-15%

® Aspecto inaceptable del grano

® Gran susceptibilidad a las podredumbres de mazorca vy, durante el almace-
namiento, a los ataques de insectos

® Secado lento del grano después de la maduracidn fisioldgica

A fin de resolver estos problemas el CIMMYT emprendio un extenso programa
de mejora involucrando mejoradores, patélogos, entomalogos, fisidlogos y bioqui-
micos, con énfasis, primordialmente, en el desarrollo de variedades con proteina
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de alta calidad y buenas caracteristicas del endospermo, a las que denominaron
QPM (Vivek et al., 2008).

1.3.2. Especies horticolas

Las horticolas clasicas llevan muchos afos de cultivo especializado. Aunque
la primera hibridacion consciente se realizd sobre el afilo 1717 entre un clavel sil-
vestre y otro cultivado, el cruzamiento como técnica en mejora se generalizd en
la obtencion de horticolas a finales del siglo XVIII. A lo largo de este siglo y del
XIX'se intensificd la introduccion y aclimatacion de especies exoticas, la seleccion
de nuevas variedades, y la investigacion sobre nuevos métodos de seleccion (Cu-
bero, 2003). Practicamente hoy dia no existen horticolas introducidas reciente-
mente en cultivo. Lo que si se ha producido es la expansion del cultivo de ciertas
horticolas a paises diferentes a aquellos en los que su consumo ha sido tradicional
como consecuencia de la dispersion de ciertas comunidades desde sus paises de
origen a los de trabajo y al asentamiento y crecimiento de dichas comunidades.
Un ejemplo de ello son las hortalizas orientales, en su mayoria Brassicas, que se
cultivan practicamente en todo el mundo. Esta expansion ha requerido la adap-
tacion de ciertas especies a condiciones ambientales diferentes de las de su lugar
de origen.

La principal técnica de mejora para la obtencion de nuevas variedades o hibridos
la constituyen los cruzamientos dirigidos. Haciendo uso de las técnicas tradicio-
nales de la mejora se ha desarrollado en practicamente todas las especies una va-
riedad enorme de tipos, formas, colores y de adaptaciones a diferentes épocas del
afio y formas de cultivo. Asi existen cebollas blancas, amarillas, rojas, para manojos,
dulces, para dias cortos, intermedios o largos; lechugas romanas, mantecosas, cru-
jientes, hoja de roble, hojas de mulo, en cogollos, de hojas verdes o rojas, para cul-
tivo al aire libre o invernadero; tomates de diversos calibres, tipo pera, tipo cereza,
en ramillete, de porte determinado, semideterminado o indeterminado, para cultivo
entutorado o rastrero. De algunas especies se han desarrollado ademas variedades
para su utilizacion como portainjertos (sandia, melon, pepino y calabaza) o para
su uso industrial (tomate, pimiento...) (Marin, 2011).

Los objetivos en la mejora genética de horticolas hoy dia van dirigidos funda-
mentalmente y en general a mantener en lo posible los techos de produccion ya
alcanzados mediante la introduccion de resistencias a enfermedades y plagas, asi
como la adaptacion del cultivo a nuevas técnicas culturales y condiciones ambien-
tales adversas; pero especialmente, cada dia es mas importante la mejora de la ca-
lidad, no sélo en sus caracteristicas organolépticas sino en el contenido de
elementos minerales y vitaminas que contribuyan a mejorar la dieta. No obstante,
en algunas especies se invierten todavia muchos recursos en aumentar la diversi-
dad de la oferta al consumidor.
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1.3.2.1. Resistencias

Dependiendo de la especie horticola de que se trate, los trabajos de mejora para
la introduccion de resistencia iran enfocados a un patégeno u otro. Asi en lechuga
la gran mayoria de las variedades que estan en el mercado llevan resistencia a Bre-
mia lactucae, hongo del que se han descrito mas de 20 razas fisioldgicas diferentes;
en judia la mayor parte de las variedades llevan resistencia, aunque no total, al
virus del Mosaico Comun de la Judia (BCMV). Para un buen numero de horticolas
el factor limitante hoy dia son las plagas, por los dafios directos que causan y en
especial porque la mayoria de los insectos que las constituyen actuan como vec-
tores de virus causantes de importantes pérdidas. Ejemplos de ello son el virus de
la cuchara, Tomato Yellow Leaf Curl Virus (TYLCV), en tomate o el Cucurbit Yellows
Stunting Disorder Virus (CYSDV) y otros amarilleos en cucurbitaceas, transmitidos
por Bemisia tabaci, el virus del bronceado, Tomato Spotted Wilt virus (TSWV) en
pimiento y tomate, transmitido por Frankiniella occidentalis, el virus del mosaico
del pepino, Cucumis Mosaic Virus (CMV) en varias horticolas transmitido por varias
especies de afidos. Para la mayor parte de las plagas y gran parte de los virus que
transmiten no existen auin en el mercado variedades/hibridos comerciales con re-
sistencia o tolerancia incorporada. La no disponibilidad de fuentes de
resistencia/tolerancia adecuadas es una de las razones, bien porque sean resisten-
cias cuya genética es de dificil manejo o bien porque se encuentran en especies
alejadas de la cultivada y las barreras de incompatibilidad existentes impiden su
uso de forma tradicional. Ademas, de algunos patégenos se han descrito varios
aislados, razas fisioldgicas, o clones capaces de sobrepasar las resistencias exis-
tentes. En algunos casos la resistencia que se maneja es solamente parcial, por lo
que la localizacion de nuevas fuentes de resistencia y los trabajos de introduccion
de la misma son continuos ademas de laboriosos. La resistencia a enfermedades y
plagas es pues un objetivo claro y necesario para mantener la produccion de un
cultivo; como valor adicional, el cultivo comercial de estas variedades resistentes
reduce sensiblemente los tratamientos fitosanitarios, ademas de abaratar los costes
de produccion, favorece la sequridad alimentaria de los productos y constituye
una estrategia de lucha respetuosa con el ambiente.

1.3.2.2. Calidad

La calidad es otro de los objetivos prioritarios ya que el aumento de la calidad
llevara consigo una mejora en el precio y una estabilidad del producto en el mer-
cado. Se trata de un concepto muy amplio que incluye caracteristicas externas e
internas de un producto, unas que se aprecian en el expositor de una tienda y
otras que solo aparecen al consumirlo. En horticolas hay que considerar que hay
especies que se consumen por sus frutos, hojas, tallos, flores, o raices. Por ello los
organos de la planta y los objetivos relacionados con la mejora de su calidad son
muy diversos. En cuanto a las caracteristicas externas, y como se ha dicho ante-
riormente, hoy dia podemos acceder a una extensa variedad de la mayoria de los
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productos horticolas. Para muchas de las especies horticolas no parece que se
pueda avanzar mucho en la mejora de las caracteristicas externas si bien hay que
tener en cuenta la enorme capacidad que tiene el hombre para idear la presenta-
cion y apariencia de un determinado producto. De cara al futuro, la calidad en su
aspecto nutritivo es uno de los objetivos mas importantes en la mejora de horti-
colas. En el siglo pasado, con el desarrollo de la fisiologia y la nutricion humanas
se han determinado las necesidades alimenticias del hombre; al mismo tiempo el
conocimiento de la fisiologia y la genética de las plantas ha proporcionado las
herramientas necesarias para modificar la composicion y concentracion de los
elementos nutritivos presentes en las distintas especies. Con ello, se han sentado
las bases para producir horticolas que satisfagan la creciente demanda de ali-
mentos adaptados a las necesidades nuftritivas de la poblacion. Existe una de-
manda social por alimentos que aporten mayor contenido en elementos
nutritivos, demanda que ha sido recogida por los productores de semillas de hor-
ticolas y agricultores. Dependiendo de la especie horticola de que se trate el aporte
de minerales, vitaminas y otras sustancias como fibras, a la dieta humana varia.
El tomate, por ejemplo, aporta hasta un 21% de las cantidades diarias recomen-
dadas por la Unidn Europea en vitamina C, alrededor de un 7% en licopeno, pro-
vitamina Ay folatos (vitamina B9) y un 5% en potasio y manganeso. Sin embargo,
aun dentro de ofrecer calidad nutritiva o visual es cada vez mas importante que
el mejorador de horticolas no pierda de vista caracteres como el sabor y la pala-
tabilidad de ciertos productos. El tomate Raf es uno de los ejemplos en los que
cuando se ha primado la apariencia y otras caracteristicas externas como el ta-
mano, la vida poscosecha y la produccion frente a sabor, su atractivo comercial
ha disminuido (Escobar et al., 2012).

1.3.2.3. Otros caracteres

Otro de los objetivos es la adaptacion de algunas variedades para su cultivo
forzado bajo tunel o bajo invernadero. Dada la precocidad que puede obtenerse,
algunos productores de semilla dedican esfuerzos a la mejora de la adaptacion de
ciertas horticolas a estas formas de cultivo. Asi, existe un aceptable numero de va-
riedades de lechuga adaptadas a cultivos en otofio e invierno en invernadero.

Una tendencia actual en los mercados son los productos de IV gama. Entre los
productos horticolas que mas se trabajan en IV gama estan la lechuga, zanahoria,
espinaca, coliflor, alcachofa, apio y puerro. Se incluyen aqui también los llamados
productos 'mini' por su especial atractivo y sabor: espinacas baby, mini zanahorias,
apios pequenos o lechugas baby son algunos ejemplos. El requisito mas importante
para esta presentacion es la calidad del producto, de la materia prima. Para la ob-
tencion de productos de alta calidad para este mercado se necesita cultivar varie-
dades mas especificas con unos controles y condiciones de cultivo determinadas.
La larga vida, textura, sabor, aroma, contenido en vitaminas y fibra pueden consi-
derarse como los caracteres objeto de mejora para este tipo de mercado.
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La adaptacion a la recoleccion mecanica en algunas horticolas y en aquellas
variedades dedicadas fundamentalmente a la industria requiere la mejora de ca-
racteres adicionales a la calidad o la resistencia, como son la concentracion espacial
de los frutos y la maduracion agrupada; este es el caso de las variedades de tomate
para industria o el pimiento para industria o pimenton; para algunas especies exis-
ten ademas caracteristicas indispensables como el porte determinado de la planta
como en el caso de los tomates o las judias verdes para industria.

1.3.3. Frutales

Los Unicos frutales que se han introducido recientemente en cultivo han sido
solamente algunos arbustos, especialmente del género Vaccinium y Actinidia, al-
gunos de ellos con menos de un siglo de plantaciones comerciales. Los frutales
clasicos, como los de hueso, de pepita y los citricos, por no mencionar la vid y el
olivo, llevan siglos de cultivo especializado. Parece ser que los primeros cruzamien-
tos dirigidos en la mejora genética de frutales se realizaron hacia 1800 en Ingla-
terra por Thomas A. Knight. Ello condujo a una seleccién mas racional, en la que
intervinieron una gran cantidad de aficionados en la mayoria de los paises euro-
peos, especialmente Francia, Bélgica e Inglaterra, con el desarrollo de una gran
cantidad de cultivares de manzano y peral, y posteriormente los grandes trabajos
de finales del siglo XIX por Burbank en Estados Unidos y Michurin en Rusia. En al-
gunas especies se ha producido una gran explosion de cultivares que ha provocado
una renovacion total del panorama varietal, especialmente en el melocotonero, a
pesar de que una plantacion frutal puede tener una larga vida productiva.

Teniendo en cuenta que los arboles frutales constan casi siempre de dos com-
ponentes genéticos distintos, el cultivar y el patron, la mejora genética debe en-
focar ambos componentes de manera totalmente independiente, ya que los
problemas que presentan son distintos y requieren objetivos de mejora diferentes
(Socias i Company, 1989).

1.3.3.1. Cultivares

Desde el punto de vista de los cultivares, los objetivos de mejora con los que se
puede emprender un programa de mejora son diversos:

1.-Mejora de la calidad del fruto, aunque éste es un aspecto fundamental en
todo programa de mejora que se debe priorizar al mismo tiempo que cualquiera
de los otros criterios de seleccion, como los expuestos a continuacion. Teniendo
en cuenta que la calidad es un concepto dificil de definir, y a menudo efimero (Ja-
nick, 2005), la definicion de este objetivo es compleja y cambiante. Desde la calidad
visual, basada fundamentalmente en el tamafo y el color, a la organoléptica, la
comercial y la industrial, se ha ido evolucionando en la definicion y valoracion de
objetivos, primando cada vez mas calidad organoléptica, sin descuidar otros as-
pectos, como su capacidad a la transformacion industrial (para zumos, mermeladas
y otros productos derivados), adaptacion a su preparacion para productos de IV
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gama, etc. Actualmente se esta dando también importancia a la calidad nutricéu-
tica de algunas frutas, por la presencia de antioxidantes, vitaminas, etc., asi como
por la composicion en acidos grasos en los distintos frutos secos.

2.-Resistencia a plagas y enfermedades, tanto para evitar los dafios que estos
problemas fitopatoldgicos causan por si mismos, como también para evitar la
transmision de otras enfermedades, como determinadas virosis, por vectores. Igual-
mente estas resistencias son fundamentales para reducir los tratamientos fitosa-
nitarios para un cultivo mas sostenible e incluso para una produccion bioldgica.

3.-Regulacion de la época de maduracion, con el fin de obtener cultivares de
maduracion mas temprana o mas tardia para extender la época de recoleccion y
con ello la de comercializacion de la especies, asi mismo con un mejor aprovecha-
miento de la mano de obra de recogida, de la maquinaria de recoleccién y de las
instalaciones de acondicionamiento.

4.-0btencion de variedades autocompatibles en aguellas especies con necesi-
dad de polinizacién cruzada con el fin de evitar los problemas que esta polinizacion
implica, como la presencia de cultivares inter-compatibles de floracion simultanea,
correcta disposicion en la plantacion, presencia de insectos polinizadores y tiempo
atmosférico adecuado para su actividad. Ejemplo de este tipo de mejora son las
nuevas variedades de cerezo y almendro.

5.-Simplificacion del cultivo, con variedades compactas, de pocas necesidades
en poda, de facil formacion, de rapida entrada en produccion, de facil recoleccion
mecanica en su caso, etc...

6.—Adaptacion a posibles nuevas zonas de cultivo, requladas fundamentalmente
por el clima. Entre estos objetivos se pueden distinguir algunos relacionados con
el cambio climatico, como puede ser la disminucion de las necesidades en frio para
permitir el cultivo en zonas mas calidas, tanto en las condiciones actuales como
con las previsiones de futuro. También el retraso en la floracion por medio de la
regulacion de las necesidades en frio y calor para permitir el cultivo en zonas con
alto riesgo de heladas. Aumento de la resistencia intrinseca al frio, para el cultivo
en zonas frias, asi como la disminucion de las necesidades en calor en el periodo
reproductivo para el cultivo en zonas de ciclo vegetativo mas corto.

1.3.3.2. Patrones

La mejora genética de los patrones frutales responde a la misma filosofia que
la mejora de cultivares: la resolucion de problemas técnicos que plantea la pro-
duccion frutal. Su consideracion, sin embargo, siempre ha sido posterior por el
hecho de que la importancia de los patrones fue detectada mas tarde. En primer
lugar hubo de superarse la propagacion generalizada por semilla de la mayoria de
los frutales que no se propagaban facilmente por estaquilla. Solo algunas especies
como el ciruelo, el olivo, la vid, la higuera o el granado pueden propagarse facil-
mente, por lo que para las otras hubo que acudir al injerto con el fin de preservar
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las buenas caracteristicas de los cultivares seleccionados. Con este fin se utilizaron
en principio patrones francos, empezando por arboles de la misma especie que se
reinjertaban debido a sus cualidades deficientes.

No puede hablarse de mejora genética de patrones frutales hasta que en la Es-
tacion Experimental de East Malling (Inglaterra) se inicio con éxito la seleccion de
una gama de patrones con distinto vigor para el manzano, que realmente ha sido
un buen ejemplo, aunque el éxito obtenido en el manzano no se ha repetido en
otras especies. Desde el punto de vista de los patrones los objetivos de seleccion
para un programa de mejora pueden ser:

1.-La compatibilidad con los cultivares de la especie elegida, teniendo en cuenta
que a veces se usan como patrones sujetos de una especie diferente a la del culti-
var. Por ello la compatibilidad es un componente obligatorio de la mejora de pa-
trones, como la calidad para los cultivares.

2.-Ligado al concepto de compatibilidad puede considerarse la interrelacion
patronfinjerto, que presenta una serie compleja de efectos frecuentemente muy
dificiles de analizar, pero que en algunos casos concretos puede afectar ciertas ca-
racteristicas propias del cultivar, muy importantes desde el punto de vista agro-
nomico, como es el de la influencia del patrén en el tamafio vy la calidad del fruto
y en el momento de su maduracion. Si un patron induce un pequefio retraso en la
maduracion puede ser negativo de cara a la comercializacion de la produccion por
cuanto la precocidad es un factor de mercado a tener en cuenta.

3.-Facilidad de propagacion, ya que un patron debe utilizarse en grandes can-
tidades, para lo cual se debe propagar de la manera mas sencilla y econdmica,
tanto si se propaga por semilla, que debe ser de facil germinacién, como si es de
propagacion vegetativa, por estaquilla lefiosa, herbacea o, mas recientemente, in
vitro.

4 -Adaptacion a determinados tipos de suelo, especialmente para extender el
cultivo a suelos no muy adecuados para los frutales. Un factor muy importante,
especialmente en Espafia, por la gran extension de suelos calizos, es el de la tole-
rancia a la clorosis férrica que acompafia a este tipo de suelos. Otra caracteristica
es la de suelos compactos, especialmente por su elevada retencion de agua que
puede causar problemas de asfixia. Otro problema del suelo, relacionado también
con el agua de riego, es la salinidad.

5.-Resistencia a plagas y enfermedades propias del suelo o que se manifiesten
en la zona del cuello, entre los que destacan los hongos y los insectos del suelo,
asi como los nematodos.

6.-Resistencia a plagas y enfermedades propias del cultivar que también pue-
den afectar al patrén, ya que no seria operativo injertar un cultivar resistente sobre
un patrén sensible.
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7.-Resistencia a factores climaticos y de suelo, como puede ser el escaldado
por el sol y especialmente los dafios por frio, resistencia a la sequia, etc... Todo ello
va ligado a obtener una mayor eficacia en la utilizacion de los recursos, como el
agua, los nutrientes, etc...

8.-Regulacion del vigor del conjunto patron/injerto, que puede implicar en al-
gunos casos la utilizacion adicional de un tercer componente, el intermediario.

9.-Obtencion de patrones claramente diferenciados del injerto para facilitar el
manejo en vivero y evitar confusiones entre ambos componentes de la planta,
como son los patrones de hoja roja (Felipe, 2009).

En cuanto a la obtencidn de patrones hay dos vias claramente diferenciadas en
su técnica, pero con los mismos fines: obtencion de plantas homogéneas que pro-
porcionen un vigor determinado, compatibles con la mayoria de cultivares comer-
ciales (o con alguna en particular), con buena adaptacion a ciertas condiciones de
medio (suelo y clima principalmente) y/o resistentes a ciertas plagas y enferme-
dades. Estas dos vias son:

1.-Obtencion de semillas procedentes de especies o cultivares especialmente
seleccionados porque libremente polinizados o con polinizacion dirigida dan lugar
a descendencias homogéneas en cuanto a vigor y comportamiento agronémico.
Este sistema es un perfeccionamiento del sistema clasico de reproduccion por pa-
trones francos por siembra indiscriminada de semillas procedentes de diversos ori-
genes: fabricas conserveras, plantas silvestres, etc...

2.-Obtencion de plantas a través de cruzamientos o prospecciones que se se-
leccionan por sus caracteres agrondmicos y que sirven como cabeza de clon para
su propagacion vegetativa. El mayor problema que se encuentra en este método
es precisamente la técnica de reproduccion vegetativa. La gran ventaja de este me-
todo es la fijacion de los caracteres favorables y el comportamiento homogéneo
de estos patrones clonales en relacion con el medio y el clima en la plantacion. Es
conveniente la seleccion sanitaria de este tipo de patrones para difundir desde el
primer momento un material sano.

1.4. Proceso de seleccion

1.4.1. Cultivos extensivos

En su clasico libro Allard (1960) describe los métodos de mejora dividiendo las
plantas en dos grandes grupos segun su método de reproduccion: especies auto-
gamas (la reproduccion tiene lugar mediante autofecundacion) y especies aloga-
mas (la reproduccion tiene lugar mediante polinizacion cruzada). Existe una
gradacion entre ambos tipos de tal manera que hay alégamas con una proporcion,
mas o menos alta, de autofecundacion y viceversa. Este método de estudio, sin de-
tenerse en la mejora de cultivos concretos, ha sido sequido por la mayoria de los
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textos de mejora vegetal hasta la actualidad; asi, por ejemplo y hablando de textos
recientes, Cubero (2003) y Acquaah (2007), si bien en este ultimo hay, ademas, una
parte en la que se describen los cultivos herbaceos extensivos mas importantes
(trigo, maiz, arroz...).

En general, las especies aldgamas sufren una gran depresion consanguinea
cuando se las somete a autofecundacion, si bien hay algunas (como las cucurbi-
taceas) que la soportan sin pérdida aparente de vigor, en tanto que otras (como la
alfalfa) son extremadamente intolerantes. Hay que indicar que esta division en es-
pecies autdgamas y alogamas (aplicable, por otra parte, a las especies horticolas)
no es completa dado que hay cultivos cuyo modo usual de reproduccion es vege-
tativo.

En todos los casos, y de un modo muy simplificado, el método de mejora consta
de dos pasos: 1) generacion de variabilidad (o busqueda de la ya existente en el
cultivo); 2) deteccion de los genotipos superiores. Esto sentado, hay unos métodos
propios de las especies autdgamas y otros de las alégamas que a continuacion se
describiran de forma muy sucinta (una descripcion detallada puede verse en los
textos citados anteriormente).

1.4.1.1. Especies autégamas

Las variedades tradicionales de las especies completamente autégamas (el trigo,
por ejemplo) son homocigdticas como consecuencia de la continua autofecunda-
cion. Esto hace que dichas variedades tradicionales sean una mezcla de lineas puras
(Iineas homocigoticas). Debido a que estas variedades suelen llevar muchos afios
(cientos de afios en muchas ocasiones) cultivandose en un area determinada, estan
muy bien adaptadas a unas condiciones ambientales concretas. El hecho de estar
constituidas por una mezcla de lineas les da una gran estabilidad, derivada del
poder amortiguador que tales mezclas tienen: si una linea falla en un afo deter-
minado, otra linea servira para compensar ese fallo. En una agricultura avanzada
este tipo de variedad no se acepta por su heterogeneidad que, entre otras cosas,
dificulta su manejo mecanizado.

El método mas sencillo de mejora es la seleccion masal que se puede llevar a
cabo mediante dos métodos. Uno es la eliminacion de los tipos indeseables; otro
la seleccion de los genotipos que se ajustan a lo que el mejorador busca. En ambos
casos el resultado final es el mismo: se reproducen solo las mejores plantas de la
variedad.

El siguiente método es obvio: seleccion de lineas puras. Por ejemplo, se selec-
cionan las mejores plantas de una de estas variedades-mezcla, se evaltan sus des-
cendencias al afio siguiente y se forma una nueva variedad con la mejor de ellas.

Hasta ahora todo lo descrito se basa en la explotacion de la variabilidad exis-
tente. Pero, iqué se puede hacer cuando esa variabilidad, digamos natural, se agota
0 no encontramos un genotipo adecuado? La respuesta es inmediata: se genera
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nueva variabilidad mediante el cruzamiento de dos lineas puras y se trata de en-
contrar en las generaciones segregantes los genotipos que se ajustan a lo deseado.
Es fundamental realizar una buena seleccion de los genitores del cruzamiento. Las
generaciones segregantes se pueden manejar por dos métodos: el genealdgico y
el masal. En el primero se guarda un registro detallado de cada una de las genera-
ciones; bajo el segundo se cultiva la F, y generaciones sucesivas en masa antes de
comenzar la seleccion de plantas individuales.

Un ultimo método de estos que podriamos llamar clasicos es el de retrocruza-
miento, es decir el cruzamiento de una F, con uno de sus parentales. Como Cubero
(2003) claramente sefala, cuando este método se emplea en mejora hay que anadir
el adjetivo recurrente pues se sigue cruzando con el parental con el objeto de in-
cluir en éste una caracteristica que no posee, recuperando al final del proceso todo
el resto de su propio genotipo.

1.4.1.2. Especies aldgamas

La mayoria de los métodos que siguen fueron desarrollados en el maiz por di-
versos motivos. Es uno de los principales cultivos del mundo. Ademas, tiene la ven-
taja de ser una especie monoica, facil de autofecundar y de cruzar, por lo que puede
ser manejada como autégama o como alogama. Una planta produce normalmente
cientos de descendientes. Finalmente, aunque sufre depresion consanguinea muy
acusada con la autofecundacion, se pueden consequir lineas completamente ho-
mocigoticas con un vigor que, aunque es muy inferior al de una planta heteroci-
gotica, es suficiente para poder ser manipuladas sin mayores problemas. Todo ello
hace que el maiz sea una planta modelo ideal para el estudio de los métodos de
mejora de las plantas aldgamas.

El primer método de mejora es la seleccion masal, que es el método por el que
seguramente los agricultores primitivos domesticaron los cultivos actuales. La
seleccion masal puede hacerse de numerosas formas, todas ellas consistiendo, en
esencia, en la recoleccion de semilla en masa de varias plantas. Aun hoy la seleccion
masal sigue siendo empleada en agriculturas poco avanzadas por los agricultores
que cultivan las antiguas variedades de polinizacion libre. El agricultor elige las
mejores plantas para su uso como proveedoras de semilla para la cosecha siguiente.
En muchos casos el numero de plantas seleccionadas es pequefio, lo que origina en
pocos anos un aumento considerable de la consanguinidad en la variedad con la
consiguiente disminucion de rendimiento que ello conlleva. Ademas, al no controlar
la polinizacion, el agricultor solo ejerce seleccion sobre el parental femenino, lo que
hace que el ritmo de mejora del rendimiento sea, si lo hay, bastante lento. La seleccion
masal si puede ser util, en cambio, para caracteres que tienen una heredabilidad alta
como, por ejemplo, la fecha de floracion en el maiz (Ordas et al., 1996).

Un método de mejora ampliamente usado en plantas aldgamas es el de las va-
riedades hibridas. Este método, que tuvo un tremendo éxito en el maiz, se ha ex-
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tendido a otras especies, tanto aldgamas como autéogamas. Se llaman variedades
hibridas aquéllas en las que el cultivo comercial se obtiene a partir de una F,. Los
parentales de esta F, pueden ser lineas puras, clones, otras poblaciones o, incluso,
otras F, (caso de los hibridos dobles). Aparte de la mejora de rendimiento que se
obtiene con las variedades hibridas, un beneficio adicional es su uniformidad, lo
que facilita la mecanizacion del cultivo.

Hay basicamente dos métodos de obtencidn de lineas puras en especies aldga-
mas: la autofecundacion con seleccion visual a lo largo de las diversas generacio-
nes de autofecundacion y el desarrollo de haploides dobles. Ordas et al. (2012)
demuestran las ventajas del primer método. La obtencién de haploides dobles se
usa ampliamente en muchas especies autdégamas como trigo, cebada, canola...
(Forster et al., 2007). En maiz, en los Ultimos afios se ha despertado un interés, que
parece que va creciendo, por esta técnica que, aparentemente, es mucho mas ra-
pida que la convencional de autofecundacion con seleccion por el método de ma-
zorca-a-surco. Independientemente del método de generacion de haploides, hay
que duplicarlos lo cual puede conseguirse de modo espontaneo o mediante el uso
de dxido nitroso o colchicina (Lee y Tracy, 2009).

El clasico sistema de «lineas puras-hibridos» logré un avance espectacular en
el maiz con relacion a las variedades de polinizacion libre. Sin embargo, una vez
que se alcanzo la primera ganancia, los ulteriores aumentos de produccion fueron
mucho menores y mas lentos. ;Qué explicacion tiene esto? La experiencia ha mos-
trado que los mejores hibridos se obtienen cruzando lineas procedentes de material
genéticamente distinto. Supongamos entonces que desarrollamos una serie de li-
neas puras al azar de cada una de dos variedades y que cruzamos las lineas de una
variedad con las de la otra, también al azar. El genotipo de cada hibrido obtenido
sera uno de los posibles genotipos del cruzamiento de las dos variedades vy, por
otra parte, la probabilidad de que un genotipo aparezca en un hibrido entre lineas
sera la misma que cuando crucemos las variedades originarias de dichas lineas. En
otras palabras: el sistema no genera nuevos genotipos.

¢Cudl ha sido entonces la razon del éxito del sistema «lineas puras-hibridos»?
La respuesta es sencilla: los genotipos producidos por el cruzamiento de lineas
puras son reproducibles, lo que no ocurre con los de las plantas de la variedad ori-
ginal. Aunque en la variedad de polinizacion libre original fuésemos capaces de
identificar un genotipo ideal, seriamos incapaces de mantenerlo debido al meca-
nismo reproductivo de la especie alégama. Adadamos, ademas, la precision obte-
nida en los ensayos de rendimiento para identificar los mejores hibridos y la
facilidad de explotacion comercial, todo ello debido a la exacta reproduccion de
cada genotipo.

Una vez alcanzada la primera ganancia mediante el sistema «lineas puras-hi-
bridos» se ha comprobado que, mediante ciclos sucesivos similares, no se consiguen
nuevas ganancias. /Por qué? Supongamos que se extrae un nuevo grupo de lineas
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de las mismas poblaciones utilizadas anteriormente. Lo que estamos haciendo es
muestrear de nuevo las mismas poblaciones por lo que la probabilidad de contener
los individuos mas extremos es la misma para todas las muestras.

Nos encontramos, pues, con un problema en el sistema «lineas puras-hibridosn.
Una vez que se ha conseguido una gran ganancia inicial, los avances siguientes
tienen que conseguirse a partir de cambios genéticos en las poblaciones base lo
cual se puede conseguir mediante los diversos métodos de seleccion recurrente.
Tal como su nombre indica, la seleccidn recurrente implica el uso de métodos de
seleccion que se ejecutan de una manera repetitiva. Independientemente del ca-
racter que se trata de mejorar, la seleccion recurrente tiene siempre dos objetivos:
(i) aumentar la frecuencia de los alelos favorables; (i) mantener la variabilidad ge-
nética (Hallauer et al., 1988).

Todos los sistemas de seleccion recurrente son, por naturaleza, ciclicos. Cada
ciclo comprende tres fases: (i) desarrollo de progenies; (ii) evaluacion de estas pro-
genies; (iii) recombinacion de las familias o progenies seleccionadas. Aunque la
mayoria de los métodos de seleccidn recurrente incluye estas tres fases, hay una
gran variacion en diversos aspectos: tipos y numero de progenies evaluadas, nu-
mero de familias seleccionadas, control de los parentales y tipo de progenies que
se recombinan (Weyhrich et al., 1998).

Los distintos esquemas de seleccidn recurrente se pueden agrupar en dos gran-
des categorias: seleccion intrapoblacional, cuando el objetivo es mejorar una po-
blacion "per se" y de las lineas puras que de ella se deriven, y seleccion
interpoblacional, en que el objetivo buscado es la mejora del hibrido varietal entre
dos poblaciones y de los hibridos entre lineas que procedan de cada una de ellas.
El primer tipo de seleccion explota la varianza aditiva, en tanto que el sequndo
aprovecha a la vez las varianzas aditiva y dominante.

1.4.1.3. Seleccién genomica

En los ultimos afios, y tras la publicacion del articulo seminal de Meuwissen et
al. (2001), se ha despertado un gran interés por la seleccion gendmica. Estos au-
tores indican que los valores mejorantes se pueden predecir como la suma de los
efectos de todos los marcadores llevando a cabo una regresion de los valores fe-
notipicos sobre todos los marcadores disponibles.

En plantas el mapeo de QTL comenzo6 hace mas de 20 afios y ha sido usado con
éxito en el analisis genético de caracteres poco complejos, particularmente en la
tolerancia a estreses abidticos y bioticos, donde una gran parte de la variacion ge-
nética se debe a uno o a unos pocos loci. Sin embargo, el uso de QTL en el caso de
caracteres complejos ha tenido un impacto limitado debido principalmente a la
pequefia proporcion de varianza genética explicada por los QTL y, ademas, al hecho
de que muchos QTL detectados son especificos de un determinado fondo genético.
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El mapeo de alta densidad con SNIP permite predecir valores genéticos que pueden
ser la base de la seleccion genomica (Crossa et al., 2014).

1.4.2. Especies horticolas

La realizacion de cruzamientos entre diferentes genotipos sequida de seleccion
en subsecuentes generaciones es sin duda la técnica mas ampliamente utilizada
en mejora de horticolas para crear variabilidad y para el desarrollo de hibridos o
variedades comerciales. En la mejora de autégamas, cuando en la poblacion de la
que se parte ya existe alguna planta con el caracter o caracteres deseados, se mul-
tiplica y se obtendra una linea pura. Si no existe habra que crear una poblacion
mediante cruzamientos y luego llegar a la homocigosis al cabo de una serie de au-
tofecundaciones. Sea como fuere el objetivo es obtener una linea pura que se uti-
lizara como tal, como parental de hibridos, 0 como componente de una multilinea.
Las plantas de una especie alégama son fuertemente heterocigoticas por lo que
las poblaciones se deberan manejar manteniéndolas siempre en polinizacion
abierta, utilizando diversas variantes de seleccion masal para los caracteres dese-
ados. Si las alégamas se utilizan en polinizacion libre se podran obtener variedades
poblacion, genéticamente heterogéneas, con una gran riqueza genética, flexibles,
adaptables y competitivas en ambientes desfavorables, con mayor produccién que
las variedades locales. Como ejemplos se pueden citar la cebolla, la borraja, el pi-
miento tipo piquillo y el pimiento para pimenton. También en aldgamas, mediante
autofecundaciones forzadas pueden obtenerse lineas puras y el cruce de dos lineas
puras dara lugar a un hibrido con un grado de vigor y produccion generalmente
superior al de las lineas de partida.

Son muchas las mutaciones inducidas por tratamientos fisicos o quimicos e in-
cluso espontaneas que han dado lugar a cultivos comerciales y no solamente en
ornamentales; asi la coliflor, el brécoli, el repollo o las coles de Bruselas son pro-
ductos originados a partir de mutaciones de su especie silvestre ancestral, Brassica
oleracea. En lechuga, la utilizacion de mutagénesis quimica sequida de cruzamien-
tos sigue dando lugar a obtenciones, por ejemplo los tipos mini de la lechuga y
tolerancia a herbicidas (Mou, 2011). Mas recientemente, y desde un punto de vista
experimental, se recurre a técnicas modernas, mucho mas dirigidas, como la mu-
tagenesis insercional, que ha permitido, por ejemplo, la identificacion y clonacion
de genes que controlan procesos bioquimicos relacionados con la resistencia o to-
lerancia a condiciones de sequia o de salinidad en tomate (Moyano, 2013).

El cultivo de tejidos, aunque con menor importancia, ha sido también fuente
de variabilidad para algunas especies, debido principalmente a la aparicion de va-
riacion somaclonal; se puede citar la obtencion de apios con alto rendimiento y
resistencia a Fusarium wilt (Heath-Pagliuso et al, 1989) o tomate con alto conte-
nido en materia seca o con resistencia a raza 2 de Fusarium oxisporum (Evans et al,
1984). Otras técnicas de cultivo de tejidos han constituido una importante herra-
mienta en la mejora de horticolas; asi, el rescate de embriones ha permitido con-
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seguir con éxito cruzamientos interespecificos entre Solanum lycopersicony S. pe-
ruvianum realizados para la introduccion de resistencias a TYLCV y TSWV en el to-
mate cultivado (Julian et al., 2013).

La poliploidia, como técnica tradicional sequida de cruzamientos, se ha utilizado
también en la mejora de algunas especies horticolas. Asi, en sandia ha sido posible
la consecucion de una sandia sin semillas, de la que actualmente ya existe una
aceptable diversidad de tipos; se trata de una sandia triploide obtenida mediante
el cruce entre una sandia tetraploide, obtenida a su vez por duplicacion cromosoé-
mica, que actua como parental femenino y una diploide, parental masculino.

En la mejora para las resistencias a enfermedades y plagas el paso mas impor-
tante es poner a punto unas técnicas de inoculacion o infestacion artificial que
permitan hacer una seleccion eficaz de los genotipos de interés. Estos métodos
han de ser fiables y rapidos, deben suponer un ahorro en espacio y tiempo y evitar
en lo posible la influencia ambiental en la expresion del caracter. Independiente-
mente, los programas de mejora para la resistencia se pueden ver seriamente difi-
cultados en la evaluacion de la misma por el tipo y genética de dicha resistencia y
del tipo de patdgeno.

Muchos de los caracteres de calidad carecen o han carecido de métodos preci-
sos y rapidos de evaluacion, no se conoce muy bien su control genético, la mayoria
son caracteres cuantitativos y suelen estar ligados a caracteristicas desfavorables.
Para el contenido en elementos nutritivos y vitaminas la dificultad es menor y se
recurre a métodos analiticos precisos para determinar su presencia y concentracion
en el producto. Pero existen otros, de suma importancia, como son el sabor vy el
aroma, de gran complejidad, determinados no solo por la cantidad de los com-
puestos quimicos implicados sino también por las proporciones en las que éstos
se encuentran. Se utilizan determinaciones analiticas de los principales compues-
tos, de diversas variables (contenido en solidos solubles, °Brix, pH, acidez titulable);
se hacen determinaciones quimicas mas precisas para los compuestos no volatiles
involucrados (HPLZ, CZE...); se utiliza la cartografia de gases y espectrometria de
masas para los volatiles; estos métodos son novedosos, caros y requieren personal
cualificado. Ademas hay que tener en cuenta la influencia ambiental en estos ca-
racteres, lo que requiere el desarrollo de métodos que permitan modelizar las fluc-
tuaciones causadas por los factores ambientales y las variables agronomicas.

Para la mejora de las horticolas adaptadas a la IV gama uno de los caracteres
mas importantes es la larga vida. Se trata de un caracter dificil de manejar si se
quiere combinar con calidad organoléptica. Los frutos de melén de tipo Cantaloupe
Charentais por ejemplo, son climatéricos siendo el etileno el factor requlador del
proceso de maduracion. Los melones de tipo Charentais con larga vida obtenidos
mediante cruzamientos entre climatéricos y no climatéricos pierden la produccion
de volatiles responsables del aroma. Las evaluaciones de hasta 28 volatiles en di-
ferentes cultivares de tipo Charentais y evaluaciones de diferentes variedades de
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melon llevaron a la conclusion de que el caracter larga-vida lleva asociado una
fuerte pérdida de aroma de los frutos y otros caracteres de calidad (Aubert y Bour-
ger, 2004; Liu et al., 2004). Otro método utilizado ha sido la inhibicion de la sintesis
de etileno mediante silenciamiento génico del gen que codifica para la ACC oxidasa
pero esto ha conducido a una pérdida importante del aroma y si bien el reblande-
cimiento de la carne se ha ralentizado, no ha podido ser evitado por completo. Mas
recientemente se han iniciado abordajes que contemplan el aislamiento y clonacion
de genes implicados en la sintesis de ésteres volatiles responsables del aroma
(Manriquez et al., 2007).

El desarrollo de las nuevas técnicas de biologia molecular ha supuesto para los
mejoradores la posibilidad de utilizar material vegetal idoneo y herramientas unicas
y precisas para ser usadas en las evaluaciones de caracteres complejos relacionados
con la resistencia a enfermedades y plagas o los componentes de la calidad. La ob-
tencion de poblaciones especiales (RILs, NILs, etc...), la creacion de mapas genéticos,
la secuenciacion del genoma de algunas de las especies mas cultivadas (tomate,
melon, pepino), la localizacion de QTLs implicados en el control del caracter, la
identificacion de marcadores ligados a los genes de interés y su utilizacién en la
seleccion asistida por marcadores (MAS), o el conocimiento de la influencia am-
biental en el control de un caracter ha permitido una mayor precision y eficiencia
en el desarrollo de los programas de mejora en diversas horticolas (Oumouloud et
al, 2013). Para un gran numero de caracteres de resistencia, principalmente mo-
nogénicos u oligogénicos, se dispone de marcadores moleculares que acortan y
abaratan sensiblemente todo el proceso de seleccion de los genotipos de interés.
La identificacion y aplicacién de marcadores moleculares ligados a muchas de las
resistencias existentes ha simplificado sobremanera todo el proceso, fundamen-
talmente en lo relativo al mantenimiento del patégeno y plaga y a la aplicacion
de las técnicas artificiales de infeccion e infestacion. Los caracteres poligénicos o
de baja heredabilidad necesitan de un mayor esfuerzo en este terreno para poder
ser utilizados de forma rutinaria. Este es el caso de la mayoria de los caracteres
relacionados con la calidad, donde todo el proceso hasta acceder al uso de mar-
cadores necesita todavia una mayor dedicacidn por los problemas inherentes a la
propia evaluacion del caracter y que se han expuesto mas arriba.

El uso de la ingenieria genética ha permitido progresos en la obtencion de di-
ferentes horticolas mejoradas para diferentes caracteres bien por el aumento de
determinadas sustancias de valor nutritivo o bien por la introduccion de genes no
existentes en la especie objeto de mejora que permiten luchar contra plagas y en-
fermedades. Mediante distintas estrategias de ingenieria genética se ha conseguido
aumentar el contenido en azucares en tomate, melon, zanahorias... (Nookaraju et
al. 2010), carotenoides y polifenoles en tomate, folatos en tomate y lechuga, to-
coferol en lechuga (Mattoo et al., 2010) 0 aroma en tomate (Lewinsohn et al., 2010).

En el primer caso se ha demostrado, por ejemplo en lechuga, que la biofortifi-
cacion mediante el uso de ingenieria genética tiene un potencial enorme para me-
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jorar el contenido en vitamina C, compuestos fendlicos y de actividad antioxidante.
En cuanto a la introduccién de genes que otorgan resistencia a insectos, como el
gen Bt, esta estrategia no ha tenido aplicacion comercial en horticolas. Curiosa-
mente, la primera horticola Bt fue el tomate, en el que a través de ingenieria ge-
nética se obtuvieron tomates resistentes a dos especies de lepidopteros (Manduca
sextay Heliothis virescens) (Fischhof et al., 1987). Desde entonces se han desarro-
llado otras horticolas Bt, pero no se ha comercializado ninguna, excepto la patata
y el maiz dulce. Los impedimentos mas importantes han sido, por un lado la com-
plejidad de la mejora de horticolas ya que existen multitud de tipos para la mayoria
de las especies, por lo que la introduccion del gen en cada uno de estos tipos lle-
varia a un coste econdmico importante; por otro lado y que constituye el impedi-
mento mas gravoso es el sistema de legislacion existente que requiere que hayan
de registrarse, con todo lo que lleva consigo, todos los pasos que impliquen trans-
formacién a lo largo del proceso de obtencién de una nueva variedad modificada
y esto supone un coste economico muy importante (Shelton, 2012). Independien-
temente de los problemas metodoldgicos y econdmicos existen otro tipo de con-
sideraciones ecologicas y sociales liderados por algunos sectores de la sociedad
que han llevado a legislaciones que impiden, por ejemplo en la Union Europea, las
autorizaciones pertinentes para el cultivo y consumo de hortalizas trangénicas; es
por ello por lo que estas técnicas de ingenieria genética no se utilizan en la practica
para el desarrollo de nuevas variedades.

1.4.3. Frutales

En la mejora genética frutal la diferenciacion entre especies autdgamas y alo-
gamas no puede establecerse en razdn a la propagacion vegetativa de estas espe-
cies, una vez que se ha seleccionado el genotipo correspondiente a los objetivos
de la mejora, con el cual se establece la cabeza de clon. En todo caso, como se ha
mencionado anteriormente, la autogamia puede ser un objetivo de la mejora, como
han sido los casos enormemente significativos del almendro (Socias i Company,
1996) y del cerezo (Kappel et al., 2012).

Por ello, una vez obtenidas las plantas por cualquier método, basicamente por
cruzamientos, pero también por transformacion o irradiacion, se debe proceder a
su evaluacion. Recientemente en la obtencion de plantas mediante cruzamientos
se han introducido nuevas herramientas para facilitar su obtencion, como puede
ser la mayor eficacia de los cruzamientos en un sentido que en el inverso, como
en los hibridos melocotonero x almendro. En algunos casos no pueden obtenerse
semillas, o su poder germinativo es muy bajo o nulo, como en los casos de las uvas
apiremas o de los frutales de hueso de maduracion muy temprana, como los ce-
rezos y los melocotoneros de maduracion precoz. Teniendo en cuentas que estas
caracteristicas son objetivos prioritarios de muchos programas de mejora, en estos
casos se debe proceder al cultivo de embriones o incluso al rescate de ovulos,
cuando ni siquiera el embrion se llega a desarrollar.
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En algunos casos se pueden plantar directamente las plantas en campo o pre-
viamente en el invernadero, y en ellas se aplican los criterios de seleccion defi-
nidos por los objetivos del programa de mejora. En este proceso se pueden seguir
distintos sistemas de seleccion, desde los clasicos de simple evaluacion del com-
portamiento de las plantas, al estudio de alguin caracter concreto para el que la
seleccion es prioritaria (como la autocompatibilidad por crecimiento de los tubos
polinicos o cuajado), o la inoculacion artificial de agentes patogenos para la se-
leccion por resistencia a estos patogenos, etc... En cada caso hay que valorar la
correlacion entre el caracter a evaluar y su expresion en las plantas que se eva-
luan, con el fin de evitar problemas como el que se presentod en la evaluacion de
la resistencia al fuego bacteriano en plantulas en invernadero, donde la resis-
tencia medida en brote joven no se corresponde a la resistencia en inflorescencia,
punto de infeccion por la bacteria en plantaciones comerciales (Layne y Quamme,
1975).

lgualmente en este proceso de seleccion se ha introducido la seleccion geno-
mica, mediante marcadores moleculares de caracteres de interés, aunque el des-
arrollo de estas herramientas en frutales ha sido mas lento que en los otros grupos
de plantas. Cada vez es mas frecuente el conocimiento de la secuenciacion de al-
gunas especies, como ya se ha hecho con el manzano y la vid. También se van des-
cribiendo QTL para distintos caracteres de interés en la mejora. Sin embargo, estas
herramientas pueden presentar algunos problemas en cuanto a su interpretacion.
Como ejemplo, en el almendro se han desarrollado marcadores que indican la pre-
sencia del alelo S;de la autocompatibilidad en las descendencias de los programas
de mejora, aunque la presencia de este alelo no implica necesariamente el com-
portamiento autdgamo de las plantas, por lo que en el proceso de seleccion deben
intervenir otros elementos (Socias i Company et al., 2010).

Después de esta primera eliminacion, que debe ser tan drastica como sea posi-
ble, se eligen aquellas plantas que se distinguen por sus buenas caracteristicas y
que merecen seguir en el proceso de seleccion. Dependiendo del tipo de planta,
estas plantas élite sirven para obtener la siguiente generacion o se injertan en vi-
vero para proseguir con ensayos de campo (Figura 1.2).

Los ensayos de campo permiten proseguir con la observacion del comporta-
miento de las plantas seleccionadas, sobre las cuales se contintan aplicando los
mismos criterios de seleccion definidos por los objetivos del programa. Con ello se
consigue reducir el numero de plantas selectas, con las se procede a los ensayos
exteriores, fundamentalmente en campos de agricultores en los que se aplican los
sistemas normales de cultivo, de cuyo estudio se procede a la seleccion final, te-
niendo en cuenta que un nuevo cultivar debe cubrir las expectativas del agricultor
en un explotacion comercial. Finalmente se procede al registro del nuevo cultivar
y su distribucion comercial (Figura 1.3).
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Figura 1.2.-Esquema de aplicacion de los criterios de seleccion en las primeras fases de un programa de mejora
genética.
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Figura 1.3.-Esquema de aplicacion de los criterios de seleccion en las ultimas fases de un programa de mejora
genética.
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2.1. El valor de las variedades tradicionales

Las variedades tradicionales o locales, también conocidas por su denominacion
en inglés landraces, son variedades originadas en sistemas de agricultura de sub-
sistencia como resultado de un largo proceso de seleccion humana (seleccion em-
pirica por parte de los agricultores) y seleccion natural, desde los origenes de la
agricultura hasta nuestros dias (Harlan, 1975). Estas variedades suelen poseer alta
variabilidad, son genéticamente dinamicas y estan en equilibrio con el medio am-
biente y los patogenos. La dispersion de los cultivos desde sus centros de origen
produjo necesariamente adaptaciones a las nuevas condiciones a las que iban en-
frentandose. Este proceso ha favorecido la fijacion de mutaciones para cada es-
pecie, distintas en cada caso y lugar, hasta llegar a la situacion de enorme
diversidad que habia al comienzo de la mejora moderna para la mayoria de cultivos.
Asi, las variedades locales son una de las fuentes de diversidad disponibles para la
mejora, ademas de las especies silvestres emparentadas, la mutagénesis y la trans-
génesis.

2.1.1. Adaptacion

Desde la aparicion de la agricultura, las variedades locales se desarrollaron
segun las necesidades y preferencias de los agricultores y consumidores, acumu-
lando caracteristicas de adaptacion a condiciones especificas tanto bioticas como
abioticas.

En general, su adaptacion y evolucion se produjo en unas condiciones de prac-
ticas culturales tradicionales y escasa fertilizacion y proteccion sanitaria, lo que
les ha conferido una gran estabilidad productiva. La agricultura de subsistencia ha
favorecido la aparicion de variedades “seguras”, que no “fallen” casi nunca, mas
que el aumento del potencial productivo.

La seleccion, tanto natural como artificial, ha actuado sobre los materiales in-
troducidos en nuevos habitats generando adaptacion especifica. Asi, un mismo
cultivar producido en diferentes habitats, con el tiempo puede dar lugar a cultivares
diferenciados por su adaptacion a los habitats de cultivo. En este proceso de dife-
renciacion no actua exclusivamente la seleccion natural. Variaciones introducidas
por el hombre en las practicas culturales ejercen presiones de seleccion diferen-
ciales. La seleccion artificial promueve la fijacion de la diversidad varietal en fun-
cion de los objetivos de mejora. La variacion en la forma y el color de los frutos, o
en sus caracteristicas organolépticas son, en gran parte, consecuencia de la accion
selectiva del agricultor sobre mutaciones naturales (Harlan, 1992). Gracias al pro-
ceso continuo de mejora, estas variedades, estan adaptadas a las condiciones lo-
cales de clima, suelo, plagas, enfermedades y condiciones locales. Ademas,
muestran una mayor adaptacion a las condiciones de cultivo de la agricultura eco-
l6gica, ya que han sido seleccionadas en la agricultura tradicional, con bajo aporte
de insumos externos, buscando su adaptacion a las condiciones edafoclimaticas y
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de patogenos locales. La accion selectiva, intencionada o no, del agricultor en am-
bientes especificos contribuye, pues, a generar variedades o razas locales, base de
las variedades tradicionales. Se trata, siguiendo el criterio de Mansholt, de "varie-
dades con una alta capacidad para tolerar estreses bioticos y abioticos, que pro-
porcionan una gran estabilidad para el rendimiento y una produccion media en
un sistema agricola de bajos insumos” (Zeven, 1999).

2.1.2. Diversidad

La adaptacion de las variedades locales a diferentes condiciones agroclimaticas
de cultivo, a veces condiciones extremas, ha sido posible gracias a la diversidad
genética existente dentro de ellas. Eso las hace ser una fuente de variabilidad para
la mejora, con la ventaja afiadida de pertenecer al acervo genético primario, por
lo que suelen poseer el sindrome de domesticacion completo, es decir, carecen de
genes indeseables para el cultivo que se dan en las formas silvestres y mantienen
una considerable variabilidad genética (Carrillo et al., 2010). Los cultivos primitivos
se fueron extendiendo desde sus lugares de origen, transportados por migraciones
primero y rutas comerciales después, encontrandose condiciones diversas de clima,
suelo, vegetacion y otros factores ambientales. De esta forma, las poblaciones de
plantas cultivadas evolucionaron de forma diferente, acumulando mutaciones fa-
vorables segun las caracteristicas de las nuevas zonas y las distintas practicas agri-
colas utilizadas vy, en numerosos casos, se produjeron intercambios de genes o
hibridaciones con las especies silvestres de las nuevas localidades (Jarvis y Hodgkin,
2003). El resultado de esta accion del hombre y de la seleccion natural, ha sido el
establecimiento de una diversidad vegetal constituida por un enorme numero de
variedades y genotipos locales, caracterizados por su adaptacion a las necesidades
humanas y al medio ambiente.

Las variedades locales constituyen los reservorios mas cercanos de genes “Uti-
les” para la mejora genética vegetal. En ellas se encuentran los genes que han sido
seleccionados por los agricultores, o por la naturaleza, por su adaptacion, produc-
tividad o resistencia a diferentes estreses (Zeven, 1998). La arquitectura genética
de estas variedades se caracteriza no solo por sus genes sino por sus combinacio-
nes de genes o haplotipos. Mediante el cruzamiento no intencionado entre varie-
dades se produce recombinacion de informacion genética que genera nuevas
combinaciones de genes. Esta recombinacion es muy clara en especies alégamas
pero sucede también en especies autdgamas si el lapso temporal es suficiente-
mente largo. La seleccion permite elegir aquellas que confieren elevadas presta-
ciones a las correspondientes variedades. Asi surgen valiosas combinaciones de
genes después de un largo proceso de cultivo.

En Espafia la variada orografia y las distintas condiciones climaticas han pro-
piciado la adaptacion de los cultivares a multiples condiciones agroclimaticas v,
como consecuencia, la generacion de una gran cantidad de variedades tradicio-
nales. Se puede afirmar que Espafia es el pais europeo con mayor diversidad agri-
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cola, un acervo cultural, genético y econdmico de gran valor. Se pueden poner
como ejemplo el trigo (Ruiz et al., 2007, 2012) y la cebada (Harlan, 1957; Yahiaoui
et al., 2008), de los cuales existe tal cantidad y diversidad de entradas espafiolas
que los colocan en una posicion Unica en cuanto a representacion completa de la
diversidad genética de grandes cultivos de una gran zona ecogeografica a nivel
europeo. La existencia de numerosas publicaciones y catalogos nacionales de va-
riedades tradicionales demuestran esta gran riqueza (Aguiriano et al., 2006; Alvarez
y Lasa, 1987, 1990; Carrera, 1998; Carravedo, 2006; Carravedo y Mallor, 2007 y
2008; Carravedo y Ruiz de Galarreta, 2005; Carravedo et al., 2005; 2011; Castell y
Diez, 2000; Pérez de la Vega et al. 1994; Lasa et al., 2001; Moreno y Trujillo, 2006;
Moreno et al.,, 2010; Nuez et al., 1996a; 1996b; 1998a; 1998b; 1999; 2000a; 20000;
2000c; 2001a; 2001b; 2001¢; Ochoa y Carravedo, 1999, Pereira et al., 2002; Ruiz
de Galarreta y Alvarez, 1990; 2001; Sanchez-Monge, 1962).

Ademas, existe un numero importante de trabajos que ponen de manifiesto Ia
elevada diversidad existente entre las variedades locales espafiolas de diversas es-
pecies, tanto a nivel morfoldgico como molecular. Algunos de estos trabajos mas
recientes incluyen especies como la cebolla (Mallor et al., 2014), la judia (Lazaro et
al., 2013), el tomate (Cebolla-Cornejo et al., 2013), el melon (Escribano et al., 2012),
el calabacin (Formisano et al., 2012), el manzano (Urrestarazu, 2012), el peral (Mi-
randa et al, 2010), el castafio (Pereira-Lorenzo, 2010), el almendro (Fernandez i
Marti et al., 2009), el cerezo (Wiinsch y Hormaza, 2004), el manzano (Pina et al,,
2014), la cebada (Yahiaoui et al., 2014), el trigo duro (Ruiz et al., 2013), o el quisante
(Martin-Sanz, 2011).

2.1.3. Casos de estudio

Para que sea sostenible la recuperacion del cultivo de una variedad local es ne-
cesario buscarle una salida econdmica. Las puestas en valor locales, las denomi-
naciones de origen y otras muchas formas de buscar un nicho de mercado son
parte importante de este tipo de conservacion. En Espafia, existen multiples ejem-
plos de valorizacion de cultivares autdctonos, algunos de ellos se detallan a con-
tinuacion:

2.1.3.1. Berenjena de Almagro

Un ejemplo de valorizacion de cultivares autoctonos es el de la berenjena de
Almagro (Solanum melongena L). En la comarca del Campo de Calatrava se cultiva
esta variedad tradicional para la elaboracion de encurtidos, siendo la Unica variedad
de berenjena reconocida en Europa con una Indicacion Geografica Protegida. Es
una berenjena con muy buena consistencia, pero con el inconveniente de que pre-
senta una menor productividad y una mayor espinosidad que otras berenjenas de
encurtido, como la berenjena andaluza de encurtido. Por ello, la recoleccion resulta
costosa, asi como su comercializacion. Durante los ultimos afios, se han llevado a
cabo trabajos de caracterizacion, seleccion y mejora genética de la berenjena de
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Almagro encaminados a la puesta en valor de esta variedad tradicional (Prohens
et al,, 2009; 2013). Los resultados obtenidos indican que la berenjena de Almagro
presenta caracteristicas morfoldgicas y genéticas que la distinguen del resto de
variedades de berenjena. Asimismo, los altos valores de contenido en polifenoles
indican que presenta un alto valor nutracéutico, lo cual le confiere un valor afa-
dido. Por otra parte, la diversidad existente en esta variedad ha hecho posible la
seleccion de una linea pura con mayor produccion y baja espinosidad. Este estudio
muestra que mediante la caracterizacion, seleccion y mejora genética se puede
mejorar el valor de las variedades locales (Hurtado et al., 2013).

2.1.3.2. Cebolla Dulce de Fuentes

La cebolla Dulce de Fuentes es una variedad autoctona aragonesa, que goza de
gran prestigio por sus cualidades organolépticas, caracterizandose principalmente
por su escaso picor. Recientemente, esta cebolla ha conseguido la Denominacion
de Origen Protegida "D.0.P. Cebolla Fuentes de Ebro", que es el nombre que reciben
las cebollas cultivadas, elaboradas, almacenadas y envasadas en 6 municipios de
la zona de Fuentes de Ebro (Zaragoza, Espaia), de la variedad "Cebolla Dulce de
Fuentes", también Ilamada "Cebolla Blanca gruesa de Fuentes", inscrita en el Ca-
talogo Comun de Variedades de Especies de Plantas Horticolas. Esta variedad ha
sido seleccionada y conservada tradicionalmente por los propios agricultores. Es-
tudios realizados con este material vegetal pusieron de manifiesto su heteroge-
neidad, particularmente en el nivel de picor, y la necesidad de iniciar un programa
de seleccion con esta variedad (Mallor et al., 2008). La variabilidad encontrada pro-
bablemente se deba al caracter alogamo de la especie, que se ha podido cruzar con
otras variedades al no haberse tomado las debidas precauciones de aislamiento en
su multiplicacion. De este modo, se parte de una variedad tradicional de prestigio
que es preciso depurar para obtener un producto que siga los estandares de la de-
manda actual, principalmente en lo referente a uniformidad de forma, tamafio y
nivel de picor, pero que mantenga sus caracteristicas historicas. El programa se
inicié con material vegetal procedente de los agricultores locales, aplicando mé-
todos de seleccion masal y genealdgica (Mallor et al., 2011; 2012). Como resultado
de este programa de seleccion, se ha conseguido una semilla seleccionada y de ca-
lidad, que ha sido transferida al Consejo Regulador de la D.O.P. para realizar los
ensayos demostrativos en campo.

2.1.3.3. Melocoton de Calanda

El Melocotén de Calanda procede de la variedad poblacion autdctona "Amarillo
tardio" y sus clones seleccionados 'Jesca', 'Evaisa' y 'Calante’, cultivados en la zona
suroriental de la depresion del Ebro entre las provincias de Teruel y Zaragoza. En
su produccion se emplea la técnica tradicional del embolsado individual de los fru-
tos en el arbol, el cual se realiza entre los meses de junio y julio, debiendo perma-
necer la bolsa de papel parafinado hasta el momento de la manipulacion,
protegiendo de esta forma al producto de tratamientos, caidas y plagas. Las con-
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diciones geograficas y climaticas de esta zona del Bajo Aragon, hacen que se pro-
duzca un fruto dulce, consistente y carnoso. El fruto es acondicionado, envasado
y transformado en la zona de produccion. La produccion de este singular fruto
aparece ya descrita en documentos medievales bajo la denominacion de présec o
priscos. En 1895 el botanico J. Pardo Sastrén realiza una descripcion de la produc-
cion del "Melocoton de Calanda”. La expansion de este cultivo, originario de arboles
autoctonos, se inicid en los afios 50 coincidiendo con el tradicional embolsado del
fruto, con un incremento maximo de superficie en las décadas de los afios 70 y
80, donde se llegaron a rozar las 3.000 Has. Desde 1999, el Melocotdn de Calanda
esta reconocido con el aval de la Denominacion de Origen, siendo muy valorado
entre los consumidores.

2.1.3.4. Cerezas del Jerte

Estas cerezas son el resultado de un largo proceso de seleccion clonal a partir
de dos estirpes locales de Prunus avium L., de fruto rojo y fruto negro, y de sus
cruzamientos o combinaciones sucesivas. La Denominacion de Origen Protegida
ampara bajo su aval de garantia exclusivamente cerezas frescas para mesa origi-
narias de la demarcacion geografica de la zona del Valle del Jerte principalmente.

Los frutos obtenidos pertenecen en su mayor parte al grupo de las "Picotas" o
cerezas que fisicamente tienen como diferencia esencial la de desprender de forma
natural el pedunculo en el momento de la recoleccidn, sin que ello suponga una
merma de la calidad o reste resistencia a las manipulaciones y a la vida util del
producto. La firmeza de la pulpa es un aspecto muy importante en la determina-
cion de la calidad ya que permite conocer si la cereza ha sido recolectada en el
momento optimo. El sabor, aporta las caracteristicas diferenciadoras principales a
las cerezas del Jerte, tanto por su alto contenido en azucares, como por la equili-
brada relacion existente entre azUcares y acidez. Las cerezas amparadas por la De-
nominacion de Origen Cereza del Jerte, pertenecen exclusivamente a las variedades
‘Navalinda', '"Ambrunés’, 'Pico Limon Negro', 'Pico Negro' y 'Pico Colorado'.

2.1.3.5. Trigo Aragon 03

La variedad de trigo Aragdn 03 fue directamente seleccionada en los afos 40
del siglo pasado en la granja de Ejea (Zaragoza), por D. Manuel Gadea, a partir de
la variedad local Catalan de Monte (Sanchez-Garcia et al.,, 2012; Magdalena Ruiz,
comunicacion personal). Existen estimaciones de que, al menos entre 1951y 1973,
fue la principal variedad de trigo panadero cultivada en Espafia, ocupando entre
un 18y un 30% de la superficie total dedicada a este cultivo (Pujol-Andreu, 2011,
y las fuentes citadas en él). Fue desplazada paulatinamente por otras variedades
mas modernas y su cultivo declino en los afios 80 del siglo pasado. Existe un dato
mas reciente, de la campafia 1987-88, que indica que aun se cultivaba al menos
sobre un 3% de la superficie nacional (Carrillo et al., 1988). Los motivos de su éxito,
y también de su declive, estan bien resumidos en la descripcion que hizo de la va-
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riedad Jordana de Pozas (1950): "tiene la capacidad de producir gran nimero de
espigas, tolera la sequia y tiene buena adaptacion a los suelos pobres y las fluc-
tuaciones climaticas... Sin embargo, con buena fertilizacion y agua abundante
tiende al encamado, por lo que otras variedades mas productivas son preferidas
en esas condiciones”.

No obstante, la variedad Aragon 03 continu6 siendo utilizada minoritariamente
en la zona monegrina de Zaragoza. El interés del trigo Aragdn 03 se ha reavivado
recientemente por su buen comportamiento en secanos semiaridos, por su alto
rendimiento de harina, buena calidad panadera y el alto contenido en proteina de
la harina, aunque ésta no sea de la mejor calidad (Vallejo Acevedo et al., 1969; Ca-
rrillo et al., 1988). La historia de su recuperacion en el siglo XXI, impulsada por
Juan José Marcén, fue recogida por German (2000), y se resume también en la web
de la empresa (www.ecomonegros.com) que comercializa los productos de pana-
deria y reposteria realizados con la harina producida a partir de este trigo.

2.1.3.6. Cebada Albacete

Es curioso que la descripcion agronomica del trigo Aragon 03 se ajuste como
un guante a la cebada 'Albacete’, aunque se trate de una especie distinta. La sor-
prendente similitud apunta a la presencia de adaptaciones convergentes en los
dos cultivos, sometidos a las mismas condiciones ambientales durante siglos o,
probablemente, milenios. La cebada 'Albacete’ fue obtenida en la Estacion Experi-
mental de Aula Dei (Zaragoza) durante los afos 50 del siglo pasado por el Prof. D.
Enrique Sanchez-Monge, también a partir de una variedad local, dentro de un es-
tudio exhaustivo de cientos de variedades locales espafiolas. Esta variedad fue la
mads cultivada en Espafia durante décadas. Se estima que a mediados de los afios
80 del siglo pasado aun ocupaba mas de un millon de hectareas (Prieto, 1985, ci-
tado por Lasa y Romagosa, 1988) y que el beneficio econdmico total para la agri-
cultura espafola habia sido, ya en 1982, de unos 50.000 millones de pesetas o
cerca de 900 millones de euros en valor actual (Lasa y Romagosa, 1988). Todavia
al borde del siglo XXI, esta variedad ocupaba el 28% (93.000 ha) de la superficie
dedicada a la cebada en Aragdn (DGA, 2002), y aun hoy no ha desaparecido com-
pletamente, por lo que su longevidad ha superado el medio siglo, un hito notable
para una variedad de cereal.

2.2. Las variedades tradicionales en Espaiia

2.2.1. Procedencia

Tradicionalmente, la agricultura ha respondido a los retos de la sequridad ali-
mentaria aprovechando al maximo los recursos disponibles, cultivando un maximo
de especies, ocupando todo tipo de terrenos y aprovechando todas las épocas del
afio (Lasanta, 1990).
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Un resultado de este proceso son los huertos, que aun encontramos en muchas
zonas de nuestro territorio, donde se han desarrollado especies y variedades tra-
dicionales durante décadas en sistemas primitivos de agricultura, bien adaptados
a su medio ambiente, a las condiciones culturales y econdmicas y en equilibrio con
su entorno (Garcia-Ruiz, 1988). Asi, la seleccion efectuada por los agricultores du-
rante generaciones ha dado lugar a una gran diversidad de material vegetal que
constituye un importante patrimonio genético.

Nikolai Ivanovitch Vavilov fue el gran pionero del estudio sistematico de los
recursos fitogenéticos y comprendio y explico su variedad a la luz de los postu-
lados de la teoria evolutiva, durante la primera mitad del siglo XX. Introdujo los
conceptos de centros de origen (lugar de domesticacion) y diversidad (zonas de
radiacion adaptativa, a nivel varietal) de los cultivos (Vavilov, 1951). Los centros
de origen y diversidad indican dénde hay que dirigirse en primer lugar para formar
colecciones o para buscar algun caracter concreto. Al realizar un programa de
mejora genética, las posibilidades de éxito estan en funcion tanto del material de
partida como de la eleccion del método apropiado. Una eficaz prospeccion de la
variacion disponible y del conocimiento de los lugares en que podemos encon-
trarla facilitara sin duda el programa de mejora. Por ello, la formacion, manteni-
miento y estudio de colecciones resulta esencial para futuras obtenciones
vegetales. Ademas, la erosion genética ha eliminado gran parte de la riqueza de
recursos fitogenéticos existente en el mundo. De ahi que sea tan importante salvar
dicha riqueza para el futuro, siendo la primera labor a realizar la exploracion a
fondo de los centros de diversidad.

La cuenca mediterranea se considera centro primario para las especies de al-
tramuces (Lupinus albus, angustifolius, luteus), lechuga, zanahoria, rabano, ajos,
cebolla y otros Allium, condimentos (comino, hinojo, perejil), anis, verdolaga, fo-
rrajeras (Lolium spp., tréboles, alpiste, fleo, vezas), drogas (belladona, digital, regaliz,
mandragora), rosa (R. gallica, damascena, alba), narcisos, clavel y alheli. Esta zona
mediterranea comparte varias especies con la del Proximo oriente (de Egipto al
Caucaso vy Persia), con la que termind formando una unidad cultural. Ademas, la
cuenca Mediterranea se considera centro secundario de numerosos frutales, in-
cluyendo citricos, y de muchas horticolas (Cubero, 2003).

La cuenca mediterranea es, segun Vaviloy, una de las diez regiones principales
de diversidad de plantas cultivadas del planeta. No son muchas las especies origi-
nadas en esta zona, pero si es ésta un importante centro secundario de diversifi-
cacion genética debido a las multiples culturas que a lo largo de la historia han
pasado dejando su huella en la agricultura (Vellvé, 1992). El territorio peninsular,
por su gran variedad fisica, econdomico-productiva y sociocultural, contiene la
mayor biodiversidad de toda Europa. En el caso de las especies horticolas, debido
a la gran diversidad agroclimatica del pais, a las variadas influencias culturales y
al cultivo en pequenos huertos familiares, se ha generado una enorme variabilidad
genética. Es decir, las variedades locales tradicionales no solo contienen la herencia
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de una diversidad genética importante, sino la peculiaridad histdrica y cultural de
esta region contenida en su agricultura (Diaz del Cafizo et al., 1998).

2.2.2. Donde se conservan

Desde mitad del siglo XX todos los paises tomaron conciencia de la necesidad
de recolectar y preservar sus recursos genéticos, tanto de plantas cultivadas como
silvestres, antes de que la acelerada erosion que estaba sufriendo el planeta hiciera
imposible esta actividad. La FAQ inicié en Roma en 1946 las primeras discusiones
sobre recursos genéticos vegetales y desde entonces, especialmente por actividades
de la FAQ y de Bioversity International (anteriormente IPGRI y IBPGR), también ubi-
cado en Roma, se ha avanzado hasta la organizacion de un sistema mundial para
la conservacion y la utilizacion de los recursos fitogenéticos (van Sloten y Holle,
1988).

Durante los afios 70 y 80 se realizaron numerosos viajes de recoleccion y se es-
tablecieron bancos de germoplasma en un gran numero de paises, de modo que
en 1996 habia en el Mundo unos 1.300 bancos que conservaban mas de 6 millones
de entradas (FAO, 1996). Nuestro pais no fue ajeno a este movimiento y, desde que
se iniciaron en Espafia las actividades de recoleccion de recursos fitogenéticos, las
colecciones mantenidas en los banco de germoplasma han aumentado de forma
espectacular.

En Espafia, la iniciativa mas importante a nivel nacional es el Programa de Con-
servacion y Utilizacion de Recursos Fitogenéticos (PCURF) creado en 1993, gestio-
nado por el Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria
(INIA), que se desarrolla a través de Planes de Actuacion mediante convocatorias
de proyectos. A los efectos de este plan, se entiende por recursos fitogenéticos au-
toctonos aquellos de caracter agricola cuyo centro de origen o dispersion esta en
Espafia y también los de aquellas plantas que por su prolongado cultivo durante
generaciones han originado una variabilidad genética en las condiciones agrocli-
maticas de nuestro pais. En este contexto, durante los ultimos afos se han consi-
derado lineas prioritarias la prospeccion, recogida, multiplicacion y conservacion
de estos recursos fitogenéticos autoctonos o de importancia socioecondmica de
especies agricolas, y silvestres emparentadas, en riesgo de extincion todavia no re-
colectados, en particular los de especies menores y en desuso y los existentes en
zonas marginales para su cultivo. Todo este material vegetal se encuentra conser-
vado ex situ en los bancos de germoplasma de la red, como se vera mas adelante.

El citado Programa de Conservacion y Utilizacion de Recursos Fitogenéticos
(PCURF) tiene por objetivos: 1) evitar la pérdida de diversidad genética de las es-
pecies, variedades y ecotipos vegetales autoctonos y cultivables en desuso cuyo
potencial genético sea susceptible de ser empleado en los procesos de mejora de
especies vegetales agroalimentarias, agroenergéticas, agroindustriales y ornamen-
tales y 2) caracterizar y documentar los recursos para facilitarlos a los potenciales
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usuarios. Simultaneamente, este programa cred el Centro de Recursos Fitogenéti-
cos (CRF), asignandole la funcién de centro de documentacion de los recursos fi-
togenéticos de la Red de Colecciones del PCURF. Siguiendo este mandato, el CRF
mantiene y actualiza periodicamente el Inventario Nacional (IN) con los datos de
pasaporte de las entradas conservadas ex situ en las colecciones de la Red, y desde
el aflo 2000 lo publica a través de la web del INIA. La informacion proporcionada
por los diferentes bancos espafoles de germoplasma se estandariza y procesa en
el CRF para su incorporacion en el IN. Cada entrada se identifica por un nimero
de inventario (NC), Unico e intransferible para cada registro aunque el material
esté conservado en mas de un banco con diferentes codigos.

Actualmente, el IN recoge informacion de 67.606 entradas conservadas en 34
instituciones espafiolas y pertenecientes a 990 géneros y 3.745 especies. Si bien
una elevada proporcion de estas entradas son de origen espafiol (66,9% en total),
hay entradas de 138 paises. La mayor parte de las entradas (51%) corresponden a
variedades locales, siguiéndole en importancia el grupo de las silvestres (30,3%)
(Fajardo y De la Rosa, 2010). Estas entradas estan disponibles para investigadores
y usuarios en general en las condiciones descritas en la propia pagina web.

Aunque tradicionalmente los esfuerzos de conservacion de los recursos fitoge-
néticos se han centrado en la conservacion exsitu, en la actualidad se esta poten-
ciando a su vez la conservacion in situ, que incluye la conservacion en finca. La
conservacion en finca consiste en el mantenimiento o recuperacion del cultivo de
variedades locales en su zona de origen. Esta modalidad de conservacion implica
la gestion sostenible de la diversidad genética de las variedades tradicionales, des-
arrolladas localmente por el agricultor, junto a especies silvestres y lefiosas, en sis-
temas tradicionales de agricultura. La conservacion en finca es, en definitiva, la
recuperacion del cultivo de variedades locales en el lugar en que se desarrollaron
sus caracteristicas especificas y dentro de una agricultura sostenible. Las ventajas
de esta conservacion incluyen la continuidad de la evolucion natural, dado que la
conservacion ex situ congela el proceso evolutivo de estas variedades, y la conser-
vacion de especies pertenecientes a los ecosistemas agricolas junto con los cuales
han evolucionado las plantas cultivadas. La conveniencia de mantener estas va-
riedades locales, pero manteniendo al mismo tiempo el proceso adaptativo, justifica
el coste y la laboriosidad de la conservacion en finca. Otra alternativa es la mejora
genética de las propias variedades locales. La mejora participativa, como se vera
mas adelante, es una buena opcidn para el mantenimiento de las variedades locales
en sus lugares de cultivo.

2.2.3. Causas de desuso

Hasta fechas relativamente recientes la diversidad de las plantas cultivadas se
ha mantenido e incrementado de forma eficaz en los ecosistemas agrarios. Sin em-
bargo, desde hace 200 afios, como consecuencia del desarrollo agricola e industrial
y la progresiva unificacion de habitos culturales y alimenticios, el numero de cul-
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tivos y la heterogeneidad dentro de los mismos han ido descendiendo progresiva-
mente y, en la actualidad, no se cultivan mas de 150 especies con fines alimenticios,
de las cuales solo doce representan mas del 70% del consumo humano, siendo
cuatro especies (maiz, arroz, trigo y patatas) las que constituyen el 60% de los ali-
mentos (Esquinas-Alcazar, 2006).

Esta biodiversidad agricola se ha visto gravemente afectada durante el siglo
XX, desapareciendo mas del 75% de las variedades tradicionales utilizadas en la
agricultura a nivel mundial (FAO, 1998). Las causas de esta pérdida han sido di-
versas, pero de acuerdo con el Estado de los recursos fitogenéticos para la alimen-
tacion y la agricultura en el mundo, publicado por la FAQ, la causa principal es la
sustitucion de las variedades locales por variedades modernas. Dado que en los
campos de los agricultores se sustituyen las variedades mas antiguas por otras
nuevas, la erosion genética se produce frecuentemente porque los caracteres en-
contrados en las variedades de los agricultores no se encuentran presentes en su
totalidad en las variedades modernas. Ademas, con frecuencia, el elevado niimero
de variedades existentes se reduce cuando se introducen variedades comerciales
en sistemas de cultivo tradicionales. Otras causas de la erosion genética compren-
den el surgimiento de nuevas plagas, malas hierbas y enfermedades, el deterioro
ambiental, la urbanizacion y el desbrozo de tierras, mediante la deforestacion y la
quema de matorrales (FAO, 2009). Esta pérdida es mas grave en especies de pro-
pagacion vegetativa, como la mayoria de los frutales, en las que la desaparicion
de una variedad local puede suponer la pérdida definitiva de variantes genéticas
unicas. En menor medida, la erosion genética es también grave en cultivos de es-
tructura genética tan fragmentada como los horticolas. Es menos grave, sin em-
bargo, en cultivos extensivos, en los que los cruzamientos entre estirpes de zonas
geograficas diversas han frenado la pérdida de diversidad. En este sentido, cabe
pensar que la mecanizacion tardia del campo espafiol retraso la adopcion de va-
riedades modernas de cultivos extensivos, que resultaban mas aptas para las la-
bores mecanizadas. Este retraso sin duda alargo la vida de las variedades locales
lo suficiente para que fueran recolectadas por los investigadores que ya empezaban
a darse cuenta del valor de los recursos fitogenéticos, a lo largo de la primera mitad
del siglo XX. Pero este pudo no ser el tnico motivo de la larga vida de las variedades
locales de cultivos extensivos. Los mejoradores de finales del siglo XIX'y principios
del XX intentaron introducir variedades de otros origenes europeos, directamente
0 en cruzamientos, con escaso €xito en comparacion con las variedades locales.
Este hecho fue citado por Pujol-Andreu (2011), quien se hace eco de fuentes ori-
ginales de la época. Aventurandose en el terreno de la especulacion, estas refe-
rencias sugieren que los sindromes de adaptacion de las variedades locales
posiblemente tenian una causa poligénica y eran dificiles de capturar a través de
esquemas simples de mejora.

Sin embargo, la pérdida de diversidad se acentud en general entre los afios
1940-50, cuando el desarrollo imparable de la mejora dio lugar a variedades pro-
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ductivas, uniformes y mas adaptadas a las técnicas modernas de cultivo y a los
nuevos sistemas de comercializacion, siendo incuestionable el beneficio obtenido
de ello por una poblacion mundial creciente y subalimentada. La consecuencia pa-
raddjica es que la aplicacion masiva de los logros de la mejora vegetal ha puesto
en marcha un proceso que destruye los materiales esenciales de abastecimiento
de los propios mejoradores de plantas. De este modo, la pérdida de variabilidad
genética supone una limitacion de la capacidad de responder a nuevas necesidades
y un incremento de la vulnerabilidad de nuestros cultivos frente a cambios am-
bientales o aparicion de nuevas plagas o enfermedades. Esta pérdida de variedades
tradicionales, con las valiosas combinaciones de genes que contienen, asi como de
poblaciones silvestres de plantas, fuentes potenciales de genes de interés, produce
un empobrecimiento irrecuperable del patrimonio genético espafiol que es preciso
conservar.

2.3. Utilidad para la mejora genética y la produccion sostenible

2.3.1. Colecciones nucleares

Dada la diversidad genética que existe en Espafa (o en la Peninsula lbérica), es
sorprendente el escaso desarrollo de colecciones nucleares que faciliten su estudio.
No es el proposito de este capitulo la revision del concepto vy la utilidad de las co-
lecciones nucleares. Esto se ha llevado a cabo en un libro anterior de esta serie, al
que remitimos (lgartua y Ruiz, 2010). La construccion de colecciones nucleares
tiene un doble fin, cientifico y practico. El interés cientifico radica en la necesaria
sistematizacion de un area de estudio que ofrece la posibilidad de desentrafiar y
comprender los mecanismos evolutivos y selectivos que han dado forma a los cul-
tivos actuales. Las lecciones aprendidas se podran proyectar hacia el futuro y apli-
car a la nueva mejora que se necesita para adaptar los cultivos al cambio climatico.
El interés practico de los recursos fitogenéticos locales como puntal de la sequridad
alimentaria es evidente. La riqueza de recursos fitogenéticos de nuestro pais su-
pone una fortaleza cientifica y econdmica, a la espera del crecimiento de un tejido
investigador insuficiente, y de iniciativas ambiciosas que sean capaces de explo-
tarla. La riqueza de la diversidad genética espafiola es una fuente de sequridad ali-
mentaria, desarrollo cientifico y estimulo economico de primera magnitud. Nuestro
pais deberia aprovechar la riqueza de la diversidad fitogenética espafiola para con-
vertir su estudio y explotacién en una de sus maximas prioridades, con un claro
potencial de situarse en vanguardia de un area de importancia estratégica mundial.
En este sentido, las iniciativas de desarrollo de colecciones nucleares, actualmente
potenciadas desde el CRF-INIA, son el paso inicial necesario para emprender ese
camino.

En la literatura, aparecen bien documentadas colecciones nucleares de cebada
(Igartua et al., 1998), judia (Rodifio et al., 2003), trigo duro (Ruiz et al., 2013), olivo
(Belaj et al., 2012) y almendro (Socias i Company et al., 2011). Estas colecciones se
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estan empleando ya en estudios cientificos y agronomicos y también se usan en
programas de mejora, como el cribado de la coleccion de judia para busqueda de
resistencia a oidio (Trabanco et al., 2012) o el trabajo de busqueda de resistencia a
enfermedades en la coleccion de cebada (Silvar et al., 2011).

2.3.2. Acceso a la diversidad con herramientas genémicas

El uso de la diversidad genética de las variedades locales se ha visto afectado
por el fendmeno conocido como carga genética, o sea, el arrastre de genes que
confieren caracteristicas negativas junto con los responsables de los caracteres fa-
vorables. Casi con seguridad, esas caracteristicas favorables estan bajo control ge-
nético de un conjunto de genes distribuidos por todo el genoma de cada especie.
A medida que la mejora moderna refina las variedades, se van fijando complejos
de genes que es facil romper cuando se introduce germoplasma muy distinto,
como puede ser el de las variedades locales antiguas. Es por esto que se acufio en
el Reino Unido el ya viejo aforismo de los mejoradores que dice “cross the best by
the best and hope for the best". La existencia de estos complejos de genes, fijados
bien por el proceso de domesticacion y diseminacion de las especies, bien por la
mejora moderna, dificulta la obtencidn de buenos resultados en la mejora cuando
se cruzan parentales alejados. En estos casos, los cruzamientos combinan muchos
genes favorables y desfavorables, con lo que la probabilidad de obtener variedades
mejoradas en poblaciones de progenies del tamafo que pueden manejar los me-
joradores disminuye dramaticamente. Por este motivo, los mejoradores suelen ser
muy prudentes e incluso remisos a la hora de incorporar variedades locales al ger-
moplasma élite en sus programas de seleccion. En este sentido, han proliferado en
las ultimas décadas los programas de pre-mejora, que persiguen una incorporacion
gradual de las caracteristicas favorables de materiales alejados del programa, como
suelen ser las variedades locales. En estos programas, primero se intenta identificar
donantes de caracteres favorables y luego se transfieren esas caracteristicas a ma-
teriales con mejor comportamiento agronomico, antes de introducirlas en material
élite (Shimelis y Laing, 2012).

Las tecnologias actuales de marcadores moleculares y de secuenciacion, unido
a la existencia de genomas de referencia para un numero creciente de especies,
facilitan un acceso cada vez mas preciso a casi cualquier parte del genoma (Feuillet
et al., 2011). Los programas de pre-mejora son unos de los grandes beneficiarios
de estas tecnologias, por el incremento de precision en la identificacion y transfe-
rencia de material genético y también por la aceleracion de los procesos.

2.3.3. Uso directo

Aunque la utilizacion de las variedades locales tiene un protagonismo principal
en la mejora genética, existen otras posibilidades de uso en otras actividades como
la agricultura ecologica, los cultivos de proximidad y mercados locales, los huertos
ludicos o urbanos y también para su utilizacién como alimentos funcionales.
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2.3.3.1. Agricultura ecoldgica

En todos los sistemas de agricultura de bajos insumos, entre los que se incluye
la agricultura ecologica, se emplean pocos fitoquimicos y las resistencias a pato-
genos dependen en mucha mayor medida de los mecanismos genéticos de las va-
riedades. Es un hecho reconocido desde hace tiempo que las variedades
heterogéneas (mezclas, multilineas, poblaciones) presentan claras ventajas para el
control de las enfermedades de los cultivos. De hecho, las variedades locales, alli
donde todavia existen, presentan frecuentemente diversidad genética relacionada
con resistencias a distintos patogenos (Finckh, 2008). Sin embargo, no se ha pro-
gresado demasiado en la adopcion de variedades heterogéneas por los problemas
economicos inherentes a su desarrollo y mantenimiento (Finckh, 2008), aunque la
gran atencion que estan recibiendo actualmente los métodos de mejora evolutiva
y participativa, como se vera mas adelante, pueden ayudar a que resurja el interés
sobre ellas.

La mejora participativa puede tener un nicho en la obtencién de variedades
adaptadas a las practicas conocidas como “agricultura ecologica”. Los productores
que han adoptado estas practicas de cultivo se quejan del problema que supone
la falta de semillas y variedades adaptadas a sus necesidades. En paises como Fran-
cia, agrupaciones de productores han tornado a la mejora participativa como la
fuente de variedades para la agricultura ecoldgica (Chable et al.,, 2014), especial-
mente para aprovechar el potencial de obtener productos diferenciados y adapta-
dos al medio ambiente especifico. Los esquemas de mejora participativa optimos
para cada especie y lugar variaran en funcion de parametros genéticos, socioeco-
nomicos v legislativos.

2.3.3.2. Cultivos de proximidad y mercados locales

La preservacion y puesta en valor del patrimonio genético relacionado con las
variedades vegetales locales, pueden ser la base de obtencion de productos ali-
mentarios de calidad y valor diferencial con interés para el ciudadano, asi como
de génesis de estructuras de negocio que apoyen la diversificacién de fuentes de
ingresos en el medio rural. Lo importante no es tanto la diferenciacion de la pro-
duccién, como encontrar nuevos productos para estos mercados en los que las
empresas locales puedan mantener sus ventajas competitivas. El interés radica en
que aportan ventajas medioambientales, econdmicas, y sociales para las zonas ru-
ralesy las ciudades donde se ubican (Varquez-Barquero, 2009). El caso de los 'Far-
mer's markets' del Reino Unido han sido ampliamente estudiados. En un trabajo
realizado por The Countryside Agency (2001), tras analizar 18 mercados del sureste
de Inglaterra, se concluye que estos mejoran los ingresos de los productores, re-
fuerzan la economia agraria, apoyan a la agricultura familiar, mantienen empleos
en el medio rural, crean nuevas oportunidades empresariales, favorecen la produc-
cion de alimentos en armonia con el medio ambiente, rompen el aislamiento de
los agricultores al aumentar el contacto directo con el consumidor, y aumentan la
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vitalidad de los centros de las ciudades. El consumidor aprecia una informacion
alternativa a la actual sobre los alimentos, y acude a estos Mercados pensando en
su salud, pero también le mueven otras razones mas solidarias como la preserva-
cion del medio ambiente o los bajos precios que perciben los productores de los
intermediarios (Mauledn, 2010)

2.3.3.3. Huertos ludicos urbanos

Lo mismo sucede con los huertos urbanos, que han ido ganado importancia y
adquirido nuevas caracteristicas relacionadas tanto con la soberania alimentaria,
la calidad de los productos que consumimos y la generacion de empleo, como con
la mejora de la calidad de vida, la educacion ambiental, las relaciones sociales, la
transformacion social y la regeneracion urbana (Zaar, 2011). Las personas intere-
sadas en los huertos lo estan a menudo también en el modelo alimentario, y buscan
modos de tener acceso a alimentos frescos, ecologicos y de calidad.

2.3.3.4. Alimentos funcionales

La creciente demanda de los consumidores por alimentos con mayores conte-
nidos en compuestos fitoquimicos esta estimulando el desarrollo de programas de
mejora para el contenido en compuestos bioactivos, denominados fitoquimicos
cuando se encuentran en los vegetales, cuya presencia permite considerar a los
alimentos que los contienen como funcionales. Las variedades modernas suelen
tener una base genética reducida por lo que los mejoradores suelen recurrir a ma-
teriales que presenten una mayor diversidad genética (Prohens, 2014). A este res-
pecto, entre |as variedades tradicionales es posible encontrar una amplia variacion
en el contenido en compuestos fitoquimicos, con valores muy superiores a los de
las variedades comerciales (Rodriguez-Burruezo et al.,, 2005; Prohens et al., 2007).

2.4. Métodos de mejora

Los métodos tradicionales de mejora empleados en cada especie son también
apropiados para la mejora empleando variedades locales. No obstante, hay tres
métodos que merece la pena destacar por ser especialmente adecuados al trabajo
con estos materiales: el retrocruzamiento asistido por marcadores, la mejora evo-
lutiva y la mejora participativa.

El retrocruzamiento asistido por marcadores es el mejor método para incor-
porar caracteristicas favorables controladas por pocos genes, eliminando carac-
teres desfavorables aportados por el resto del genoma. Como ejemplos, se pueden
citar trabajos en cebada, encaminados a transferir la caracteristicas de bajo re-
querimiento de vernalizacion, procedente de una variedad local espafiola, a una
variedad de invierno (Casao et al.,, 2011), o la incorporacion simultanea de resis-
tencias a tres virus distintos en la variedad de tomate Muchamiel (Garcia-Marti-
nez et al., 2011).
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La mejora participativa intenta paliar el problema, que se da ocasionalmente,
de la escasa adopcion de las variedades mejoradas por parte de los productores.
Este rechazo se debe a una falta de adaptacion de las variedades obtenidas por
mejora tradicional, debido a la falta de seleccion de adaptaciones especificas, una
evaluacion insuficiente a nivel de explotaciones agricolas, y poca implicacion del
usuario final (Morris y Bellon, 2004). La mejora participativa se plante¢ a finales
del siglo pasado, como un proceso en el que se integraran los criterios de cientifi-
cos y agricultores y la seleccion en centros experimentales y en explotaciones (Wit-
combe et al., 1996). Esta iniciativa surgio como una manera de responder a
necesidades de paises en desarrollo, para condiciones relativamente adversas, en
las que la mejora tradicional no terminaba de tener el impacto deseado (Haugerud
y Collinson, 1990). La novedad esencial de este método es tener en cuenta las pre-
ferencias de los agricultores sobre ensayos realizados en sus propios ambientes,
en el ensayo mas realista posible en cuanto a las condiciones finales de produccion
(Ceccarelli et al., 2000).

Los mejoradores de plantas y los agricultores tienen ventajas comparativas que
pueden contribuir a definir las divisiones funcionales de trabajo en la mejora de
los recursos fitogenéticos. Los mejoradores tienen la ventaja del acceso a una am-
plia gama de diversidad genética y al conocimiento cientifico y los métodos para
trabajar con eficacia en el aprovechamiento del germoplasma mejorado. Los agri-
cultores pueden seleccionar material para sus medios particulares y para unas ne-
cesidades de mercado especiales. El mejoramiento participativo, con la intervencion
de los agricultores de manera mas directa en el proceso de mejora, puede aumentar
el éxito de éste para los sistemas agricolas complejos en medios cuyas condiciones
son mas diversas y marginales. Estos métodos exigen a los agricultores llevar su
labor de mejora hasta el final, seleccionando material en las fincas en funcién de
sus propias necesidades (FAO, 1996).

Este método se ha empleado mucho en ICARDA, para sus cultivos de cabecera,
cebada y leguminosas, con resultados prometedores. Los métodos de mejora par-
ticipativa estan bien descritos en un buen numero de publicaciones (por ejemplo,
Ceccarelli, 2012), como las citadas en estos parrafos, a las que remitimos a los in-
teresados en los detalles técnicos. La mejora participativa puede despertar suspi-
cacias por la confianza puesta en el criterio de personas no formadas en el método
cientifico. Sin embargo, bien aplicado, con investigadores estrictos y competentes
al cargo, el método se aprovecha de ciertas ventajas que lo hacen particularmente
apropiado para condiciones adversas y agricultura de subsistencia. Una de las des-
ventajas de la mejora tradicional en esas condiciones es la presencia de un gran
componente de interaccidn genotipo por ambiente, dificilmente capturable en pro-
gramas de mejora clasicos, incluso con las redes de ensayos mas extendidas. El
modelo descentralizado de la mejora participativa es mas favorable para que las
redes de ensayos sean realmente tupidas y representativas, por lo que se podria
modelizar mejor la interaccion genotipo por ambiente y aumentar la eficiencia de
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la seleccion. Por otro lado, es un método con dos ventajas claras sobre la mejora
convencional. Por un lado, los usuarios finales adquieren un fuerte vinculo con las
variedades que ayudan a seleccionar, facilitando su adopcion. Este proceso se ve
facilitado y acelerado aun mas si el propio esquema de mejora incorpora también
las fases iniciales de un sistema de produccién de semillas por parte de los agri-
cultores. Por otro lado, el modelo final de variedad es flexible: la mejora participa-
tiva se puede orientar hacia lineas puras o mezclas de lineas en autdgamas, y hacia
poblaciones de polinizacion cruzada o hibridos en alégamas (Ceccarelli y Grando,
2007). Sin embargo, existe el peligro de que las variedades heterogéneas que se
produzcan no puedan protegerse amparadas en la legislacion actual en la mayoria
de paises, que suelen exigir requisitos de distincion, homogeneidad y estabilidad
que dificilmente podran cumplir (Morris y Bellon, 2004).

La mejora participativa ha saltado ya a todo tipo de cultivos y zonas geografi-
cas, y hay muchos ejemplos de su uso en distintas especies y sistemas agricolas.
Como ejemplos ilustrativos y exitosos se pueden citar el sorgo en Nicaragua (Trou-
che et al,, 2012) y la berenjena en Espafia (Hurtado et al., 2014), precisamente para
la denominacion "berenjena de Almagro” mencionada mas arriba. Este ultimo ar-
ticulo, de hecho, sirve para ilustrar la utilidad de este método en una agricultura
desarrollada y en un contexto de producciones elevadas. Los propios autores indi-
can que “el enfoque que hemos utilizado también puede ser utilizado como un
modelo para la mejora de otras variedades locales de cultivos de hortalizas”, opi-
nion con la que estamos de acuerdo.

Aunque parece muy apropiada para cubrir ciertos nichos que la mejora con-
vencional habia dejado al margen, auin hay pocos datos para saber si su practica
llevara a obtener mejores variedades para esos nichos u otros de una manera eco-
nomicamente eficiente.

La mejora evolutiva es un término antiguo, ya acufiado por Suneson (1956),
que describe un proceso similar a la seleccion en masa (en "bulk") de Nilsson-Ehle
(1908), y que ha sido recuperado recientemente (Murphy et al., 2005). Consiste en
dejar que la seleccion natural actue sobre poblaciones segregantes creadas entre-
cruzando un conjunto de lineas, asumiendo que el éxito reproductivo (fitness) coin-
cide con buenas caracteristicas agronémicas. Este enfoque tuvo un éxito
importante en las poblaciones compuestas de cebada (Harlan y Martini, 1929;
Allard, 1990), fuente de gran cantidad de variedades durante décadas (Finckh,
2008). El interés sobre este método ha renacido, al igual que por la mejora parti-
cipativa, por la necesidad de encontrar variedades con adaptaciones a nichos es-
pecificos, mal cubiertos por la mejora convencional. Murphy et al. (2005) abogan
por la combinacion de los métodos de mejora evolutiva y participativa para obtener
variedades adaptadas para la agricultura de bajos insumos en general, y para la
agricultura organica en particular, que hace 10 afios englobaba aproximadamente
1,4 millones de personas. Estos mismos autores proponen imitar el trabajo pionero
de las poblaciones compuestas de la cebada, planteando la sintesis de "variedades
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locales modernas”, mediante el cruzamiento de mezcla de variedades con carac-
teres favorables sobre las que se proceda a seleccionar localmente, con el concurso
de mejoradores y agricultores.

El método de la mejora evolutiva aplicado a las variedades locales también re-
sulta interesante desde otros dos puntos de vista: la adaptacion al cambio global
(Joshi et al., 2001) y la mejora para resistencia a estreses bidticos.

Como bien describen Ceccarelli et al. (2013), el cambio climatico es un blanco
movil al que conviene afrontar con estrategias de mejora que favorezcan la exis-
tencia de sistemas dinamicos y eficientes de respuesta. La mejora participativa
aplicada a conjuntos de variedades locales ofrece la posibilidad de aumentar la
produccion en las explotaciones agricolas mediante la explotacion de adaptaciones
especificas, aumentando al mismo tiempo la diversidad bioldgica agricola. De
hecho, estos mismos autores preconizan la integracion de la mejora participativa
con la mejora evolutiva como el modelo principal de mejora a adoptar por los cen-
tros del CGIAR (Consultative Group for International Agricultural Research).

2.5. Marco legal

Para poder comercializar semillas de una variedad o producir semillas con fines
de comercializacion, segun el articulo 5 de la ley 30/2006 de semillas, plantas de
vivero y recursos fitogenéticos, es un requisito indispensable su inscripcion en el
Registro de variedades comerciales.

De acuerdo con el Cadigo Internacional de Nomenclatura de la Plantas Culti-
vadas, una variedad comercial puede ser:

¢ Variedad comercial seleccionada (cultivar seleccionado o cultivar de obten-
tor), que es la obtenida como resultado de trabajos de seleccion.

e Variedad comercial local (cultivar local), es la que procede de una region ge-
ografica claramente definida, que en ensayos oficialmente comprobados ha
demostrado poseer suficiente uniformidad, estabilidad y caracteres distinti-
vos para permitir su identificacion, pero que no ha sido obtenida como re-
sultado de trabajos controlados de seleccion.

® Variedad de conservacion, es, sin perjuicio de lo previsto en el articulo 3.5.
de la ley 30/20086, de 26 de julio, de semillas y plantas de vivero y de recursos
fitogenéticos, aquella variedad local adaptada de forma natural a las condi-
ciones locales y regionales y, amenazadas por la erosion genética.

® Variedad de especie horticola desarrollada para ser cultivada en condiciones
determinadas es, aquella variedad de especie horticola sin valor intrinseco
para la produccién comercial, pero desarrollada para su cultivo en condicio-
nes agro-técnicas, climatoldgicas o edafoldgicas determinadas (También lla-
madas "variedades de aficionado").
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En general, son pocas las variedades tradicionales que cumplen los requisitos
de distincion, uniformidad y estabilidad necesarios para su registro como Varie-
dades Comerciales. Por ello, la ley 30/2006 describe una serie de excepciones re-
ferentes a la produccion y comercializacion de las "variedades de conservacion” y
las "variedades de aficionado”. El Real Decreto 170/2011, que desarrolla el titulo Il
de la ley 30/20086, establece que la admision de las solicitudes de inscripcion de
variedades de conservacion queda condicionada a que la misma tenga un interés
para la conservacion de los recursos fitogenéticos y que haya sido tradicionalmente
cultivada en localidades y regiones amenazadas por la erosion genética. Para de-
terminar el interés de la conservacion de la variedad, asi como las localidades y
regiones donde la variedad ha sido tradicionalmente cultivada, se tendra en cuenta
la informacion del Centro Nacional de Recursos Fitogenéticos y de las comunidades
autonomas. Las solicitudes deberan aportar informacion de la region o regiones
en la que histéricamente se haya cultivado y a las que se encuentra adaptada de
forma natural. Ademas, se debera de adjuntar, si se dispone de ello, la descripcion
de la variedad de conservacion y su denominacion, caracteristicas y requisitos de
calidad so6lo en el caso de especies agricolas, asi como los resultados de pruebas
no oficiales y los conocimientos adquiridos con la experiencia practica del cultivo,
la reproduccion y la utilizacion, asi como otros datos en particular los aportados
por el Centro Nacional de Recursos Fitogenéticos o por las comunidades auténo-
mas. No se llevara a cabo el examen oficial para variedades de conservacion y para
variedades de especies horticolas desarrolladas para su cultivo en condiciones de-
terminadas, si se considera suficiente la documentacion aportada. La admision de
una solicitud de variedades de especies horticolas desarrollada para su cultivo en
condiciones determinadas, queda condicionada a que el solicitante demuestre que
la misma no tiene valor intrinseco para la produccién comercial.

El Reglamento Técnico de Control de la Produccion y Comercializacion de Plan-
tones de Hortalizas y Material de Multiplicacion de Hortalizas distinto de semillas,
adopta una serie de excepciones que abren la posibilidad de comercializar planto-
nes de variedades tradicionales como medida encaminada a la conservacion ge-
nética. En el Apartado 1 del Articulo 7 establece que los materiales de
multiplicacion y los plantones de hortalizas sélo podran ser comercializados por
proveedores autorizados y siempre que cumplan los requisitos establecidos en el
articulo 4. Sin embargo, el apartado 1 no se aplicara, siempre que se cumpla lo
dispuesto en el Real Decreto 2071/1993, a los materiales de multiplicacion de hor-
talizas y plantones de hortalizas destinados a uno o varios de los fines siguientes:

a) Pruebas o fines cientificos
b) Labores de seleccidn
¢) Medidas encaminadas a la conservacion de la diversidad genética

Actualmente, en el catalogo nacional de variedades comerciales y protegidas
del Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente, hay registradas 43
variedades de conservacion y 26 sin valor intrinseco. Las especies registradas son:
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berenjena (1), cebolla (1), col forrajera o berza (1), col-repollo (1), judia de enrame
(12), judia de mata baja (5), lechuga (1), maiz (5), nabicol (1), patata (8), patata an-
digena (9), patata chaucha (1), pimiento (4), repollo (1), sandia (1), tomate (16) y
zanahoria de mesa (1) (MAGRAMA, 2014).
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3.1. Cultivos transgénicos: caracteres y superficies

Tras ya mas de quince afios de cultivo de variedades transgénicas en todo el
mundo parece absurdo describir las técnicas de obtenerlas, algo que se puede en-
contrar en cualquier libro reciente de Mejora de Plantas o en alguno de los muchos
dedicados al tema a causa, sobre todo, de la estéril polémica en torno a ellos. Parece
l6gico, pues, dedicar este capitulo a una puesta el dia en cuanto a métodos nove-
dosos gue buscan o mayor eficacia o escapar de la negativa situacion europea, asi
como a exponer brevemente la normativa actual, si bien, en lo que a esta concierne,
no se debe dar por definitivo lo que aqui se diga, pues como toda normativa re-
quiere una lectura continua de los textos legales nacionales e internacionales.

3.1.1. Cultivos y caracteres

Los cuatro cultivos principales siguen siendo maiz, soja, algoddn y colza. Pero
la nomina se ha alargado no solo con cultivos extensivos sino con horticolas, in-
dustriales y ornamentales.

La resistencia a herbicidas sigue siendo el caracter mas ampliamente represen-
tado en las variedades actuales, existiendo plantas transgénicas con resistencia a
varios herbicidas. Los genes de resistencia o tolerancia proceden fundamental-
mente de bacterias, petunia y Arabidopsis. En explotacion comercial se encuentran
variedades de soja, colza, maiz, remolacha, alfalfa y algodén.

La resistencia a plagas, aunque aun en segundo lugar, registra un crecimiento
notable con la inclusién de nuevos genes y la incorporacion de dos o mas en la
misma variedad. No todo es ya de Bacillus thuringiensis, si bien la notable bacteria,
conocida por sus propiedades insecticidas desde comienzos del siglo XX (fueron la
base de insecticidas naturales llamados a veces ecoinsecticidas al no ser toxicos
para otros organismos) sigue siendo la principal fuente de proteinas insecticidas.
Una limitacion es que las proteinas Bt confieren resistencia a lepidopteros, a bas-
tantes coledpteros y a algunos dipteros pero no, por ejemplo, a grupos temibles
como hemipteros y ortopteros. Los portadores de genes cry (“Bt") son, especial-
mente, el algoddn al gusano rosado y el maiz al taladro (tales como las variedades
transgénicas de maiz en cultivo en Espafia desde abril de 1998); en 1999 se aprobo
en la India una berenjena Bt obtenida con tecnologia propia y se ha comercializado
un maiz dulce Bt en los EEUU; también, con limitada difusion hasta ahora, la patata
(al escarabajo) y en fases tempranas tomate, soja y remolacha. Los genes cry se
han modificado en laboratorio para consequir la maxima especializacion sobre los
insectos diana. Brasil, con tecnologia propia, ha lanzado al cultivo una variedad de
judia resistente al gorgojo.

Aunque menos extendida, la resistencia a enfermedades conocid un éxito tem-
prano en el caso de resistencias de la papaya al virus que estuvo a punto de se-
pultar el cultivo en Hawai; en las Canarias tales variedades estan prohibidas, por
lo que la papaya ha de cultivarse en invernaderos a prueba de insectos transmiso-
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res del virus, con un coste afiadido que repercute en su contra en el mercado mun-
dial. La misma técnica se ha utilizado para patata (enrollamiento de la hoja), cala-
bacin, calabaza, tomate, pimiento, soja (mosaico), alfalfa, trébol blanco (mosaico)
y albaricoquero (sharka). Genes de proteinas antibacterianas como cecropinas y
lizozimas se encuentran entre los candidatos a la transferencia.

Los hibridos comerciales de colza "doble cero” ("canola”) representan el tercer
caracter en importancia en los cultivos actuales: una tercera parte de la superficie
mundial de colza esta sembrada de colza transgénica. El procedimiento (destruc-
cion de las células del tapete mediante un gen quimérico y su anulacion por otro
gen en la linea restauradora) podria ser tedricamente general pero hay que ponerlo
a punto en cada especie. Dignas de mencion son las variedades hibridas de arroz
obtenidas por mejoradores chinos con tecnologia propia, como también consiguie-
ron maiz con fitasa para alimentacion de cerdos, que eliminan los muy contami-
nantes fitatos.

Los productos industriales y farmacéuticos han estado siempre presentes en el
campo de la ingenieria genética. De hecho, el primer producto comercializado fue,
como bien se sabe, la insulina humana, unica existente en el mercado en la actua-
lidad. La industria farmacéutica ha producido ademas una gran cantidad de ma-
terias activas y de excipientes cuya lista es ya innecesaria; de la secuenciacion del
genoma humano se espera un gran avance en el desarrollo de la Ilamada farma-
cogenomica.

Una actividad relacionada, con frecuencia en las mismas manos que la produc-
cion de medicinas, es la aplicacion de la ingenieria genética a la industria, en par-
ticular en la alimentaria. Numerosos microorganismos transgénicos producen las
enzimas utilizadas en detergentes, los aditivos y colorantes alimentarios, y pro-
ductos hasta ahora tradicionales como el cuajo para el queso (con la ventaja de
eliminar el riesgo de la transmision de la encefalopatia espongiforme o mal de las
"vacas locas".

La utilizacion de microorganismos ha dado paso al de la produccion de pro-
ductos industriales y farmacéuticos en plantas superiores (biorreactores). Es co-
nocida asimismo la aprobacion de la patata "Amflora”, aprobada incluso en la UE
como fuente de almidon industrial (una deficiencia legal, que no afecta a los as-
pectos cientificos, en la tramitacion ha hecho que, recientemente, se suspenda su
cultivo) y la de plasticos biodegradables con genes bacterianos. La insulina posi-
blemente se obtenga en el proximo futuro de plantas como el tabaco en lugar de
en bacterias. La obtencion de vacunas orales es un hecho, si bien la idea original
de que fuera el mismo producto agricola el que sirviera para “"vacunar” al comerlo,
esta dando paso, dada la dificultad de dosificacion por medio de la ingesta, a su
utilizacion como fuente industrial de la que obtener la materia activa. Desde 1995
en que se obtuvo tabaco con la vacuna contra la hepatitis B, la agricultura farma-
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valgan los casos tempranos de la enterotoxina termolabil de E. coli en patata
(1998), al virus Norwalk en tabaco y patata (1999-2001); desde el 2002, se han
conseguido vacunas contra hepatitis B, Norwalk, colera, tétanos y a distintas cepas
de E. coli toxi y patogénicas en tabaco, patata, lechuga, maiz, tomate, zanahoria y
banana

Asimismo en relacion con lo dicho se encuentra la obtencion de variedades con
mayor calidad nuftritiva. El "arroz dorado”, capaz de sintetizar p-carotenos y de ali-
viar el grave problema de ceguera total o parcial infantil en el Extremo Oriente, se
consiguio transfiriendo cuatro genes procedentes de bacterias y plantas superiores,
es el ejemplo mas espectacular, al haber introducido toda una cadena de sintesis
en una especie que no la poseia, pero no el unico. Se producen edulcorantes por
microorganismos y por la remolacha (fructanos) y los genes responsables de Ia
sintesis de aminoacidos azufrados en el girasol han sido transferidos a lequminosas
como el guisante. El trigo para celiacos antes mencionado también puede traerse
a colacion aqui.

No puede dejarse de mencionar la consecucion del ideal de los mejoradores de
rosa al haberse obtenido una rosa de color azul transfiriendo el gen responsable
de la sintesis de delfinidinas de la "espuela de caballero” (Delphinium elatum), aun-
que el brillante color azul del donante esta aun lejos de haberse conseguido. Tam-
bién se habia transferido al clavel un gen de antocianidinas, asimismo para color
azul y también asimismo no del todo conseguido. Un gen es “un gen y sus circuns-
tancias”, y los pigmentos necesitan condiciones adecuadas del citoplasma (las va-
cuolas en los casos mencionados) para expresarse de modo perfecto, pero
evidentemente se han dado los primeros pasos para una expresion completa del
color deseado.

3.1.2. Superficies

Desde su aparicion en 1996, el cultivo de variedades transgénicas se ha centu-
plicado; en tan solo dieciocho afos, en efecto, ha pasado de 1.7 a mas de 175 mi-
llones de hectdreas (Fig. 3.1y 3.2). La aceptacion de la tecnologia ha sido la mas
rapida habida en la Historia de la Agricultura). Ademas, en contra de los prondsticos
ecofundamentalistas, en los ultimos afios los paises en vias de desarrollo han ade-
lantado a los industrializados. En particular, la subida en paises como Brasil e India
ha sido espectacular, como lo fue afios atras la de China; los tres paises citados
operan ya con tecnologia propia en cultivos de su interés. En 2013, sembraron cul-
tivos transgénicos mas de 18 millones de agricultores de 27 paises (19 de ellos en
vias de desarrollo), de los cuales los diez primeros lo hicieron en mas de un millon
de hectareas. De gran interés es el hecho de que las variedades transgénicas con
mas de un gen introducido representan mas de la cuarta parte de la superficie
total sembrada, excepto en la UE, donde, a causa de las barreras al registro y co-
mercializacion, se sigue con variedades de maiz de primera generacion, y €s muy
posible que asi siga sucediendo a corto y medio plazo.
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1996 2000 2007

TOTALES 1.7 44 114 148 175
EEUU 35.7 57.7 66.8 70.1
Brasil . 15.0 254 40.3
Argentina 10.0 19.1 22.9 24.4
India . 6.2 9.4 1.0
Canada 3.0 7.0 8.8 10.8
China 0.5 3.8 3.5 4.2
Paraguay - 2.6 2.6 3.6
Sudafrica - 1.8 22 29
Paquistan - - 24 2.8
Uruguay - - 1.1 1.5

(*) Fuente: Clive James, 2014. Sélo se incluyen los 10 primeros paises en 2013

Figura 3.1.—Evolucion de la superficie sembrada con variedades MG
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Figura 3.2.—Evolucion de la superficie de cultivos transgénicos (1996-2013)
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Como ya se ha dicho, los cuatro principales siguen siendo soja, maiz, algodén
y colza. Las proporciones de las variedades MG en los totales mundiales son, res-
pectivamente, 80% (en 11 paises), 329% (en 17), 70% (en 15) y 24% (en 4). Debe
tenerse en cuenta, ademas, que en los paises exportadores de los cuatro productos
las variedades transgénicas respectivas alcanzan practicamente el 100% de las su-
perficies nacionales correspondientes, con clara repercusion en las importaciones
que, para piensos, hace la UE desde dichos paises.

La enorme difusion de estos productos se debe a la calidad de las variedades
comercializadas, que se ofrecen como una oferta mas para la agricultura, y a que
las operaciones de control (véase mas adelante) se han llevado con todo rigor desde
el producto inicial hasta las manos del agricultor. No ha habido presiones sino ra-
zones de mercado, como sugiere continuamente la propaganda ecofundamenta-
lista. Es evidente que las superficies llegaran a un maximo cuando se saturen con
ellas las regiones donde han cubierto una necesidad.

En la Union Europea, a pesar de todas las barreras administrativas establecidas
a causa de la presion ecofundamentalista, la superficie de maiz Bt resistente al ta-
ladro, unico evento aprobado para su comercializacion, aumento en un 15% res-
pecto a 2012, llegando a rozar en 2013 las 150.000 ha, con Espafia como lider con
137.000 ha. El numero de variedades es pequefio, pero lo mas importante o, mejor
dicho, lo peor es que son variedades (unas 25-30 en la practica) que incorporan
un solo evento (o sea, un solo gen Bt) y antiguo, sin que se vea posibilidad proxima
de que se acepten variedades de ultima generacion para la siembra.

Lo verdaderamente penoso es que, para evitar el derrumbe de la ganaderia eu-
ropea por falta de piensos, la UE si autoriza la importacion de harina de maiz y soja
transgénicas autorizadas en otros paises: autoriza la importacion de harina maiz
y soja transgénicas pero no la siembra en Europa de las mismas variedades. Ya fue
lamentable para el algodon espafiol la no aceptacion de variedades Bt resistentes
al gusano rosado, algo ya sobrepasado en todos los paises algodoneros que dis-
ponen de variedades con mas de un gen de resistencia incorporado y, lo mas im-
portante, con distinto tipo de accion al ser no sélo codificadores de endotoxinas
como las proteinas Bt sino también de exotoxinas.

Oponerse a la difusion de variedades transgénicas, sobre todo teniendo en
cuenta que son los productos mas analizados y ensayados de toda la Historia, es
algo que se ha superado en todo el mundo excepto en la UE, donde la propaganda
ecologista, incidiendo en aterrorizar al ciudadano ante un enemigo inexistente,
sigue teniendo predicamento entre los politicos. Es absurdo considerar que las va-
riedades Bt destruyen el medio ambiente cuando es patente el ahorro en poderosos
insecticidas que si destruyen toda vida animal y afectan la del propio hombre. Es-
tudios llevados a cabo en Sudafrica y en China muestran que los tratamientos con-
tra el gusano rosado producen, en el agricultor, mas de un 50% de afecciones en
los ojos, mas de un 10% en la piel, las dos en un 5% y vomitos en otro 5%. So6lo
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por eso deberian ser recomendables, pero hay mas; con datos de 2010 se calculd
que el ahorro en fitosanitarios y en labores de cultivo por sembrar variedades to-
lerantes a herbicidas hizo que casi 20.000 millones de toneladas de CO, no hubie-
ran ido a la atmosfera, equivalente a eliminar nueve millones de coches de las
carreteras.

En un plano puramente econdmico, los estudios realizados en los ultimos afos
indican que los precios mundiales de maiz, soja y colza serian superiores a los de
hoy entre un 4 y un 10% de no haber existido las variedades transgénicas de dichos
cultivos, y en proporcion, légicamente, el precio del pienso.

3.2. Los métodos clasicos y las tendencias

3.2.1. La evolucién de los métodos “clasicos”

Como ya se ha dicho al comienzo de este capitulo, al cabo de casi veinte afios
de la siembra extensiva de la primera variedad transgénica y el doble desde la apa-
ricion de la insulina no tiene cabida describir las técnicas elementales, cuya des-
cripcion puede encontrarse en cualquier libro moderno. Hay que recordar que la
ingenieria genética prescinde de la necesidad de cruzamiento para transferir un
caracter, pero que en modo alguno tal circunstancia es nueva en la Mejora ni re-
presenta una auténtica ruptura con las técnicas del pasado. La mutagénesis y la
poliploidizacion también prescinden de la reproduccion sexual, y que se lograron
transferir muy pequefios segmentos cromosomicos por medio del llamado injerto
cromosomico; era posible, en casos muy concretos, el transporte de ADN entre cé-
lulas por medio de virus. La diferencia cualitativa con la ingenieria genética es que
tales procedimientos no eran en absoluto universales, como tampoco la posibilidad
de utilizar un mismo gen, por ejemplo, de resistencia, en muy distintas especies.
Lo dicho se refiere, por supuesto, a la Mejora vegetal, pues las posibilidades en in-
vestigacion son infinitas.

Tampoco hay que ceder ante la critica de que los procedimientos son antina-
turales. Aparte de todo lo que hace el Hombre utilizando su mente es tan natural
como lo que hace cualquier otro animal utilizando la suya, no sélo los plasmidos
y trasposones naturales realizan operaciones de ingenieria genética (incontroladas
por el Hombre, evidentemente), también las ejecutan bacterias como Agrobacte-
rium spp. de forma perfecta... para la bacteria. La biotecnologia ha sabido utilizar
esa técnica natural, y no es casualidad que los mayores éxitos en la transferencia
se hayan consequido, hasta ahora, con A. tumefaciens (casi un 80% de las plantas
transgénicas obtenidas; solo una pequefa proporcion con A. rhizogenes). El cafion
de ADN, pomposamente llamado “acelerador de particulas”, cuenta un 10% y otro
tanto la transformacion directa de protoplastos; la microinyeccidon en ovarios y
el resto de procedimientos afladen el 2-3% restante de transformaciones conse-
guidas.
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En la identificacion y extraccion de genes se estan dando pasos de gigante gra-
cias al increible progreso, y abaratamiento, en la secuenciacion de ADN. Las mi-
cromatrices ("microchips”) de ADN que hace unos afios se creia que tardaria en
salir del campo exclusivo de la genética humana son hoy un instrumento de uso
cada vez mas extenso en la propia Mejora vegetal. De igual manera, técnicas que
hoy nos parecen de lejana utilizacion practica, como la de los cromosomas artifi-
ciales de bacterias y levaduras, podran verse a medio plazo en las manos del me-
jorador, bien entendido que éste no es ya una simple persona, sino una cadena de
especialistas que se extiende desde el ADN hasta la comercializacion.

La presion ecofundamentalista hizo que, para la Mejora, se retiraran los marcadores
de resistencia a antibioticos en la construccion de los vectores de transferencia. Se
ha resuelto desde hace tiempo el problema de varias formas. Se puede mantener,
por ejemplo, cada construccion en un plasmido distinto y cotransformar con dos
plasmidos, el que lleva la del gen diana y otra con un marcador que, aunque fuera
de resistencia a antibioticos (se utilizan en realidad de resistencia a herbicidas), no
importaria, pues se insertaran en lugares distintos en el genoma del huésped y en
la descendencia segregaran con independencia; la expresion de los marcadores
permitira seleccionar las plantas transformadas vy, entre ellas, las portadoras del
caracter perseguido con el transgén solitario. Otra posibilidad es cortar el plasmido
portador de las construcciones necesarias, para prescindir del sector que lleva el
marcador y transferir la parte portador del gen de interés con el cafion de ADN.

Los genes hoy transferidos son quiméricos, pues una vez extraidos se ven mo-
dificados por la adicién de secuencias diversas que provienen de organismos muy
distintos. Los promotores han recibido especial atencion. Pueden ser inducibles (si
se quiere que respondan a un estimulo externo) o constitutivos (si se quiere una
expresion continua; de funcionamiento general (en toda la planta) o en tejidos es-
pecificos (por ejemplo, en el tapete de la antera, como el utilizado para conseguir
androesterilidad en colza); fuertes o débiles (de alta o baja expresion respectiva-
mente), etc. Muy utilizados son los de la fraccion 35S del virus del mosaico de la
coliflor (CaMV 35S) y el de la ubiquitina de maiz, asi como los de la actina del arroz
y de las gluteninas de alto peso molecular de trigo; todos ellos son constitutivos.
El campo de los promotores es de los que registra una investigacion mas activa.
Por su parte, las secuencias de finalizacion de lectura (que, ademas, estabilizan el
ARNm formado) pueden verse modificadas por secuencias que refuerzan su accion;
entre las mas utilizadas estan la de la fraccion 35S del virus del mosaico de la co-
liflor, la del gen inhibidor Il de la proteinasa da la patata y las de algunos plasmidos.
Hay, finalmente, un buen numero de secuencias auxiliares (que pueden ser simples
codones, intrones de efectos conocidos o secuencias no codificantes), con las que
se busca la intensificacion de la actividad del gen (“enhancers”), la optimizacion
de transcripcion y traduccion y facilitar el transito al citoplasma u organulos donde
se ha de expresar el gen introducido; proceden de organismos variados: maiz, Ara-
bidopsis, plasmidos, virus, etc.
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Una posibilidad aun poco extendida es la de transformar el ADN del cloroplasto,
con lo que se eliminaria la critica del "escape de genes" ("escape” que, por otra
parte, siempre ha existido desde que se obtuvieron las primeras variedades domes-
ticadas), ya que el cloroplasto no se transmite, o lo hace muy raramente, por el
polen. La transformacion ha de hacerse por medio del cafion de ADN o por fusion
de protoplastos y esperar a que, por divisiones sucesivas, haya células con todos
sus cloroplastos ya transformados.

De particular importancia esta resultando la anulacion de la expresion génica
por medio de la sintesis de un ARNm complementario al natural por medio de un
gen antisentido o del silenciamiento génico. Con un gen antisentido se produjo el
primer alimento transgénico, el tomate “flavr savr", de maduracion retardada. Se
conocen hoy varios mecanismos de silenciamiento génico, mas complejos y menos
intuitivos que el antisentido mencionado, entre otros el de ARN de interferencia
(RNAI), que aparea con el ARNm transcrito por sus secuencias complementarias e
impiden su traduccion; es una regulacion, pues, post-transcripcional de la expre-
sion génica. Ambos mecanismos son universales, pero, como en el caso de la an-
droesterilidad, hay que ponerlos a punto para cada caso. El numero de casos se
incrementa cada afio; entre ellos cabe citar el café sin cafeina al lograr silenciar el
gen que codifica la xantosina transferasa, el tabaco sin nicotina y el clavel de larga
duracion para flor cortada por medio de una copia antisentido del gen de la ACC-
sintasa de Pseudomonas. Por medio de un ARNm de interferencia, un equipo del
Instituto de Agricultura Sostenible del CSIC ha conseguido en Cérdoba trigos sin
las gliadinas que causan los sintomas celiacos.

3.2.2. Las nuevas técnicas

Con objeto de evitar el acoso ecofundamentalista y su eco en los politicos de
la UE, se estan diseflando nuevos métodos que, con distinto éxito, se fundiran
pronto con los “clasicos” ya mencionados. Lo que sigue, que se representa esque-
maticamente en la Fig. 3.3, es una sucinta revision de los que ya han producido
resultados.

3.2.2.1. Técnicas enfocadas a mutagénesis dirigida

a) Mutagénesis dirigida por medio de oligonucledtidos (reparacion génica diri-
gida'y otros nombres). Se utilizan oligonucledtidos sintéticos para la induccion de
cambios de uno o dos nucleotidos adyacentes. Se los prefiere con longitudes de
20 a 100 nucleotidos, con secuencia homdloga con el ADN diana excepto en el nu-
cledtido que se quiere modificar; los oligos se degradan posteriormente en la cé-
lula. La mutacion se produce en el punto de desajuste producido en el
apareamiento del oligo con el ADN; la reparacidn subsiguiente puede reemplazar
uno o unos cuantos pares de bases, producir una retromutacion o causar una pe-
quena delecion. Pueden usarse oligos de ADN de cadena sencilla o quiméricos de
ARN y ADN. Se introducen en la célula con cualquier procedimiento, normalmente
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1. NUEVAS TECNICAS EN MUTAGENESIS DIRIGIDA

MUTAGENESIS NUCLEASAS CON TECNICA DE LA TECNICA TALEN
DIRIGIDA POR DEDO DE ZINC MEGANUCLEASA
OLIGONUCLEOTIDOS

At

2. VARIANTES DE LAS TECNICAS DE TRANSFORMACION

CISGENESIS E

INTRAGENESIS INJERTO EN
PATRON MG

G*‘ (

3. TECNICAS PARA CONSEGUIR SEGREGANTES NO MG

MEJORA INVERSA METILACION DE AND FLORACION PRECOZ

1<f Cuger A7

Fuente: Claudia Parisi, 2013

Figura 3.3.

con cafidén de ADN o electroporacidn de protoplastos. Se ha desarrollado comer-
cialmente en colza, maiz, lino, patata, tomate, tabaco y petunia.

b) Nucleasas con dedo de zinc. Son nucleasas (para cortar el ADN de doble ca-
dena) con un dominio "dedo de zinc" (que localiza areas precisas del ADN) que
provocan cambios (mutaciones) al romper las dos hebras de ADN en un punto es-
pecifico; la rotura activa el mecanismo de reparacion, y si se introducen fragmentos
de ADN que contengan secuencias del gen danado a las que se han anadido los
cambios deseados (por ejemplo, un nuevo gen o un simple cambio en la secuencia)
se podran generar cambios especificos en el ADN durante el proceso de reparacion.
Hay descritas al menos tres variantes del método. Se ha aplicado comercialmente
en maiz, colza, tomate, tabaco, remolacha azucarera, patata para almidén, lechuga,
petunia y chopo.

¢) Meganucleasas. Parecida en todo a la anterior; utiliza enzimas de restriccion
que reconocen secuencias cortas de ADN que crean un corte en el duplex y activan
el mecanismo de reparacion, con lo que o se origina una mutacion en ese sitio o
inserta una secuencia (un gen) dada. Tan solo hay registradas aplicaciones en maiz
y tabaco.

d) Técnica TALEN (“Transcription Activator Like Effector Nuclease"). Se parece a
las de dedo de zinc por utilizar enzimas de restriccion artificiales que constan de
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activadores de trascripcion (TAL) y endonucleasas para cortar secuencias especificas
de ADN. Reconocen puntos especificos y actuan de manera similar. Solamente el
tabaco, como planta modelo que es, ha sido objeto de esta técnica.

En estos métodos, los genes que codifican las enzimas hay que integrarlos en
la célula por los procedimientos al uso, por lo que dichos sistemas caen dentro de
la regulacion anti-OMG.

3.2.2.2. Variantes de las técnicas de transformacion

a) Cisgénesis e intragénesis. Si transformamos una variedad no con un ADN
extrafio sino de la misma especie (o de otra que pertenezca a un complejo génico
compatible con ella) no deberia llamarse “transgénica”; se han acuiado las palabras
cisgénesis e intragénesis para €sos casos con la esperanza de quedar fuera de la
regulacion europea, pues en definitiva la técnica equivale a un programa de re-
trocruzamiento. La diferencia entre ambas consiste en que, en el caso de la cisgé-
nesis, lo que se transmite es un gen completo con todos los elementos necesarios
para su expresion en una sola estructura, en tanto que en el de la intragénesis se
inserta un ADN construido con fragmentos distintos aunque también de la misma
especie. Pero Europa prefiere "marcar” la técnica y no los resultados; posiblemente,
aunque nos mantengamos dentro de la misma especie o de su complejo génico,
la etiqueta sequira siendo “organismo transgénico” por manejarse ADN en labo-
ratorio. Aplicado a patata, maiz, colza, cebada, trigo harinero y manzano; el go-
bierno holandés esta a favor de excluir la cisgénesis de la estricta requlacion
anti-OMG de la UE, pero Bruselas auin no se ha definido en el momento de redactar
este capitulo.

b) Injerto no-MG en patron MG. La legislacion de la UE admitira el patron pero
no la variedad injertada si en su obtencion ha intervenido la ingenieria genética.
Aplicado en vid (para resistencia a virus), manzano, peral y naranjo (para patrones
enanizantes y resistencia a hongos).

3.2.2.3. Técnicas para conseguir “segregantes no MG"

a) Mejora inversa. Se trata de invertir el proceso con el que se obtiene un hibrido
comercial con objeto de obtener sus lineas parentales. Se ha aplicado hasta ahora
solamente en tomate y brécol. Consiste en los siguientes pasos: (1) seleccion de
un heterocigoto; por ejemplo, un buen hibrido del que se desea conseguir las lineas
parentales; (2) supresion de la recombinacion meiotica por cualquier procedi-
miento; en este paso hay que utilizar técnicas de ingenieria genética para la trans-
formacion; (3) produccion de microsporas haploides de la planta resultante,
cultivarlas para conseguir plantas haploides vy, a partir de ellas, dobles haploides
(homocigoticos) y (4) seleccion de plantas dobles haploides sin el gen introducido
en el sequndo paso y reconstruccion del hibrido.
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b) Metilacion de ADN dependiente de ARN. La metilacion de ADN es un proceso
natural en el desarrollo epigenético de los seres vivos. Puede utilizarse para silen-
ciar genes por medio de la metilacion de sus promotores. La secuencia del ADN no
se altera, por lo que no produce OMGs y no habria que someter sus productos a
regulacion, pero en una fase del proceso hay que introducir genes que codifican
ARN homologo al ADN del promotor; el ARN producido es el agente que metila la
region diana. En la descendencia se seleccionan las plantas que no llevan el trans-
gén, por lo que el producto final es "limpio", pero el paso intermedio de obtencion
de una planta transgénica ofrece dudas normativas.

¢) Floracion extraprecoz. Es de particular utilidad en plantas de floracion tardia
como es la de las plantas lefiosas. Si se logra hacerlas florecer en uno o dos afios
las habremos transformado para el propdsito de la Mejora en plantas anuales o
bianuales con toda la facilidad que eso implica para la realizacion de la mejora por
cruzamiento. Se ha utilizado, por un equipo espafiol, en el naranjo, pero el proce-
dimiento es valido para cualquier especie. Se conocen varios genes, sobre todo en
Arabidopsis, que producen floracion precoz y se pueden utilizar técnicas de silen-
ciamiento de genes que mantienen la fase juvenil sin floracion o una sobreexpre-
sion de genes de induccidn de floracion.

3.2.2.4. Un comentario final sobre los nuevos métodos de Mejora

En cada paragrafo se han indicado los cultivos que han sido objeto de cada
método, sin que se pueda saber todavia la eficacia practica, entre otras cosas por-
que en estos nuevos métodos las empresas privadas estan teniendo un papel muy
activo motivado por la facilidad de patentarlos. De muchas otras especies hay re-
ferencias en la literatura, sin mayor indicacion comercial. Hasta 2011, el nimero
de publicaciones no era muy alto, pero de nuevo hay que considerar que los in-
tereses de la investigacion privada no coinciden a veces con los de la publica;
dominaban, en ese afio, la metilacion de ADN dependiente de ARN, cisgénesis-
intragénesis, dedo de zinc y TALEN, a pesar de su novedad en aquel momento. En
cuanto a las patentes, dedo de zinc, meganucleasas, mutagénesis dirigida por
medio de oligonucledtidos (la mas continuada desde principio de los 90) y, en los
ultimos afios, TALEN.

Aun hay poca experiencia. Pero es conveniente saber lo activa que es la inves-
tigacion en este campo.

3.3.¢Biotecnologia o mejora clasica?

3.3.1. Un falso dilema

Porque la pregunta del encabezamiento no expresa mas que un falso dilema.
Si la frase "el fin justifica los medios" tiene una aplicacién legitima es, precisa-
mente, la que hacen los mejoradores que, en efecto, han aceptado siempre toda
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técnica utilizable para conseguir una nueva variedad. Cada método tiene su ambito
de aplicacion, y esto es valido no solo al hablar de la ingenieria genética sino para
hacerlo dentro de los métodos tradicionales: seleccion masal, cruzamientos, mu-
tagénesis, etc., cada uno tiene sus ventajas y sus inconvenientes, y el mejorador
ha de elegir el mas conveniente en cada momento.

En particular, los grandes problemas actuales reflejan la necesidad de la inte-
gracion de todas las técnicas posibles; valgan dos ejemplos: (1) el "Horizonte 2050"
preve que en el afio 2050 la poblacion alcanzara los nueve mil millones de personas
y que hay que incrementar la produccion en al menos el 50% de la actual; no es
posible hacerlo con Mejora clasica o con Biotecnologia, sino con ambas, unidas
ademas a las de agricultura propiamente dicha (labores, mecanizacion, manejo del
agua, etc.; (2) la produccion de biocombustibles necesita no solo ambas técnicas
sino también las puramente industriales (purificacion, manejo, etc.)

Entre los criterios para decidir sobre qué tecnologia debe emplearse en cada
caso hay que considerar:

(1) si se quieren obtener variedades pldsticas (de amplia adaptacion) o bien
adaptadas a condiciones concretas (no necesariamente lugares geograficos;
piénsese en riego o secano, invernadero o aire libre, cultivo hidroponico o
tradicional, etc.),

(2) si la obtencion es consecuencia de la demanda o de la conveniencia del ob-
tentor,

(3) el coste de la tecnologia de obtencion; coste para el obtentor y para el agri-
cultor,

(4) si el enfoque es para grandes o pequefias explotaciones,

(5) si va dirigida a un mercado desarrollado o a una agricultura tradicional (in-
cluso de subsistencia),

(6) los posibles efectos sobre el ambiente,

(7) si el problema es resoluble por medio de una técnica mas sencilla que la
postulada.

Y quiza otras muchas facetas a considerar.

Como principio general cabe decir que la ingenieria genética es insustituible
cuando la transferencia del gen de interés se realiza entre especies que no pueden
en absoluto cruzar entre si y recomendable cuando a la finalidad perseguida se
llega mas rapida o mas economicamente que con métodos tradicionales, pero que
muchas situaciones pueden ser resueltas por técnicas tradicionales de Mejora. Algo
que aun no se puede conseguir es el manejo de caracteres cuantitativos, pues por
ingenieria genética solo se pueden transferir genes bien identificados, por lo que
rendimiento, ciclos bioldgicos, muchas resistencias a plagas y enfermedades, sobre
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todo las del tipo "horizontal” de Van der Plank, duraderas y estables, etc. Pero la
auténtica creacion de una nueva cadena de sintesis en una especie que no la poseia
(la de B-carotenos en el arroz) mediante cuatro genes demuestra la potencia del
método; el mayor conocimiento que se esta adquiriendo en el andlisis de QTLs v,
por tanto, de los principales genes que lo componen, sugiere que podria bastar la
transferencia de uno o pocos genes para conseguir cambios significativos en la
expresion biométrica. Esta es la traduccion a la nueva metodologia del ataque cla-
sico a un caracter cuantitativo: modificar alguno de sus componentes de genética
mas sencilla y menos modificable por el ambiente que el complejo caracter final.

3.3.2. Lo que hay que saber sobre una variedad transgénica

Cuando se ponen en el mercado productos obtenidos mediante una nueva tec-
nologia es de todo punto necesario que se sepa en qué consiste y como hay que
manejar el producto. Esto es valido para cualquier producto, incluyendo por su-
puesto a los puramente industriales, y los de la Mejora no son excepcion. Pero tal
necesidad no es privativa de la ingenieria genética. En efecto, no se maneja igual
una variedad-paoblacion que una linea pura, una de reproduccion sexual o de un
hibrido comercial. Sorprende, sin embargo, la escasa preparacion, en este sentido,
de un gran numero de agricultores que ignoran en qué casos pueden hacer uso
del "privilegio del agricultor" y en qué otros casos no deben hacerlo, como por
ejemplo en el caso de los hibridos, pues la semilla reservada, de entre la cosechada,
para uso propio, producira una descendencia heterogénea sin otro valor comercial
que el de servir de pienso o poco mas. El privilegio del agricultor esta viéndose res-
tringido en los ultimos afios para proteger los derechos de propiedad de los ob-
tentores.

Tan grave al menos es la misma ignorancia en no pocos técnicos, agravada por
la supresion de la Mejora genética como asignatura obligatoria en gran parte de
las Ilamadas "Escuelas de Ingenieros Agronomos” recientemente creadas: no saber
qué naturaleza tiene el material a sembrar es como no saber qué piedra poner
como cimiento de un edificio. Y un paso mas, tan grave como los anteriores, es el
desconocimiento sobre el tema manifestado por hombres de leyes a ambos lados
de la mesa del juez; la tipificacion de las variedades vegetales es algo recogido en
las leyes nacionales e internacionales, y un conocimiento somero es esencial para
saber actuar en el caso de la proteccion de derechos tanto del obtentor como del
agricultor. Es lamentable oir en nuestros dias, en boca de buenos juristas, que una
variedad de trigo es "hibrida" porque procede de un cruzamiento realizado veinte
0 treinta generaciones atras...

El caso de las variedades transgénicas une, al conocimiento que se ha de tener
de las variedades obtenidas por métodos tradicionales, el correspondiente al gen
0 genes introducidos. He aqui una sucinta relacion de las preguntas que un buen
agricultor deberia hacerle al técnico que le esta aconsejando la siembra de una de
tales variedades:
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® De qué gen o genes se trata.

® Donde se expresa: en toda la planta, en el capullo... Los primeros genes Bt
contra el taladro del maiz no se expresaban satisfactoriamente, en condicio-
nes espafolas, en la mazorca; un gen de resistencia al gusano rosado en al-
godon que no se expresara en el capullo seria inutil.

® En qué variedad esta el gen: el transgén es s6lo un gen que se integra en
todo un genotipo que, para todo lo demas, sigue siendo el mismo que antes;
el rendimiento, por ejemplo, podria no ser superior si la variedad no esta bien
adaptada al ambiente en que se va a cultivar.

® Hasta cuando se expresa: edad de la planta, fase del ciclo, nudos altos...

¢ Eficacia alta o baja.

e Como interacciona con el ambiente; esto es valido para cualquier gen; los
genes de restauracion de la androesterilidad, por ejemplo.

® En el caso de resistencias, como afecta al organismo diana y a los organismos
auxiliares.

e Coste del cultivo de la variedad transgénica comparado con el de la misma
variedad tradicional. No deberia cultivarse alli donde el coste fuera superior
al tradicional; es absurdo utilizar variedades resistentes, por novedosas que
sean, alli donde no exista la plaga o la enfermedad.

e Posibilidad de dispersion (“escape” de genes) y problemas de coexistencia con
agricultura tradicional (véase mas adelante).

Téngase en cuenta que las variedades transgénicas no son variedades milagro-
sas: son una oferta mas para tratar de resolver UN problema. Hay que seguir visi-
tando el campo y sequir cuidando el cultivo. En el caso de genes de resistencia, /os
transgenes tendrdn el mismo destino que los tradicionales: un mal manejo de los
esquemas de siembra, y la norma es manejar mal todos los genes de resistencia
(monocultivo continuo sin rotaciones, por ejemplo), podra hacer que se creen re-
sistencias en los organismos diana. En el caso de tolerancia a herbicidas se puede
llegar a un mayor uso de estos, pero no si se los maneja con la técnica adecuada,
con la que la experiencia esta demostrando que se ahorran fitoquimicos. £/ que se
utilicen variedades modificadas genéticamente no soluciona por si mismas el pro-
blema. Es una ayuda mas, importante desde luego, pero solo ayuda.

Una buena variedad, sea transgénica o no, debe ser utilizada con la mejor tec-
nologia agricola o industrial existente y en los ambientes a los que esta destinada,
que no tienen que ser los 6ptimos desde un punto de vista exclusivamente am-
biental (no hay mas que pensar en una variedad obtenida para climas extremos).
La variedad transgénica exige la mayor atencion en ese sentido, al haber estado
obtenida por la integracion de procedimientos cldsicos y biotecnoldgicos y haber
sido repetidamente ensayada para comprobar su estabilidad, sus efectos en el hom-
bre y en el medio ambiente y su valor agronomico.
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3.3.3. El coste de obtencidn

Pocos casos hay en que se haya podido comparar el coste de obtencion de una
variedad por métodos clasicos de Mejora y por ingenieria genética. Existen datos
comparativos entre métodos de seleccion masal o por cruzamiento pero estricta-
mente fenotipica y la llevada a cabo con ayuda de marcadores moleculares (MAS)
pero sin comparar los costes de los pasos de cada paso tecnologico. En conjunto,
la segunda resulta ser mas rapida, pero el coste depende del caracter, del momento
del ciclo vegetativo en que se usan los marcadores y de la complejidad genética
del caracter, esto es, de cuantos genes hay que marcar.

Pero son escasos, quiza por no publicados, los estudios de coste de la obtencion
de una variedad por dos métodos, tradicional y biotecnoldgico, llevados a cabo en
paralelo analizando los pasos dados, el tiempo necesario y las barreras a los dere-
chos de propiedad intelectual. Merecen ser citados dos de ellos (Parisi, 2013): la
mejora de la calidad en el trigo harinero y la obtencion de patrones transgénicos
de Citrus, siendo ambos programas totalmente espafioles desde su concepcion
hasta su finalizacion. Hay que partir del hecho de la escasez de datos sobre la labor
de mejora, en especial la de la biotecnoldgica por haber sido hasta ahora mayori-
tariamente llevada a cabo por empresas privadas que no acostumbran a publicar
sus datos. En particular, hay que prescindir de los costes previos a la transferencia
propiamente dicha, esto es, la puesta a punto de la tecnologia, lo que quiza sesgue
los resultados salvo que se acepte que en los dos ejemplos estudiados dicho coste
ha sido similar; se parte, pues, de la transformacion.

(a) La mejora de la calidad panadera del trigo se ha llevado a cabo por un equipo
cordobés por medio de introgresion (clasica), transgénesis y cisgénesis (Fig. 3.4).
(1) La introgresion se llevo a cabo en el programa tras la introduccion en el com-
plemento cromosomico del trigo del cromosoma 1H de cebada portador del gen
HorD que codifica las hordeinas D obteniendo previamente la linea de sustitucion,
lo que puede evitarse utilizando como donante del TH tritordeo en lugar de cebada.
Tras varios retrocruzamientos y seleccion identificando los portadores de hordeina
D, se consigue una linea de trigo con el brazo corto del cromosoma 1H. (2) Por
transgénesis, las plantas se transforman con genes que codifican la hordeina D y
marcadores moleculares adecuados; se cotransformo, utilizando el cafidon de ADN,
con dos plasmidos, uno de ellos portador el transgén de la hordeina D con su pro-
pio promotor y el otro con un gen para un herbicida (fosfinitricina) con el promotor
de la ubiquitina de maiz. Como se describio mas arriba, se seleccionan las plantas
transformadas mediante un tratamiento con el herbicida y, en ese conjunto, se
identifican por PCR las que llevan el gen de la hordeina D. (3) Por cisgénesis, las
plantas de trigo se transformaron con el gen que codifica las proteinas de alto
peso molecular (HMW) de las variedades de trigo que lo llevan. Se siguio un pro-
tocolo de cotranformacion semejante al anterior salvo que en lugar de plasmados
se utilizaron dos fragmentos de ADN portadores respectivamente del gen de la
hordeina D y del herbicida.
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D-Hor  D-hordeinas de cebada

HMW-GS Subunidad de glutenina de trigo de alto peso molecular

INTROGRESION

X

cebada trigo

cebada trigo

TRANSGENESIS

CISGENESIS

trigo

Figura 3.4.-Mejora de la calidad panadera del trigo.

Fuente: C. Parisi, 2013

CISGENESIS .
, INTROGRESION
TRANSGENESIS

TRANSFORMACION
Cafion de ADN €1,417.56 /
SELECCION
Seleccion in vitro €2,453.83 /
Seleccion molecular €4,501.25 €2,576.25
OPERACIONES CULTIVO €1,691.65 €1,850.00
MATERIAL EXTRA €85.60 /
COSTES TECNICOS €10,149.89 €4,426.25
MANO DE OBRA €5,990.00 €5,340.00
COSTES TOTALES €16,139.89 €9,766.25
TIEMPO 22 meses 30 meses

Figura 3.5.-Mejora de la calidad panadera del trigo.

Fuente: C. Parisi, 2013
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El estudio econdmico comparativo se da en la Fig 3.5. El coste de la mejora mo-
lecular por transgénesis o cisgénesis es mayor que el de la tradicional en especial
por la transformacion, etapa inexistente en la segunda, por los medios de selectivos
empleados, por el mayor numero de herramientas moleculares empleadas y por el
mayor coste del trabajo. Sin embargo, el procedimiento el tiempo empleado es mas
corto en estas técnicas que en la tradicional, aunque tal factor, el tiempo, demostro
ser muy variable en las tres metodologias, dependiendo fuertemente de la identi-
ficacion precoz o tardia de las plantas buscadas, lo que permite pensar en el uso
de nuevas "herramientas” que lo permitan en las fases mas precoces.

(o) El sequndo caso analizado por Parisi (2013) es el de la obtencion de un
patron enanizante en Citrus por medio de mejora clasica y de cisgénesis llevado
a cabo en el IVIA valenciano (Fig. 3.6). En el primer caso se cruzaron el mandarino
“King" como madre con Poncirus trifoliata y se selecciond en la descendencia
para conseguir, ademas del caracter buscado, la resistencia a algunos patogenos.
Por transgénesis, se silencio el gen codificante de la 20GA-oxidasa por medio de
un ARNm antisentido lo que reduce la produccion de giberelinas y produce, en
consecuencia, enanismo. El gen se obtuvo de un citrange y se le colocd el pro-
motor del virus del mosaico de la coliflor; en el plasmido portador, donde se co-
loco en posicion antisentido, también se incluyd un marcador de resistencia a la
kanamicina. El plasmido asi construido se introdujo por electroporacion en A.
tumefaciens.

GA-20: gen de la giberelin-oxidasa

MEJORA CLASICA

Injerto NO GM
* X #‘

MEJORA MOLECULAR

Patron

enanizante

Citrange

Fuente: C. Parisi, 2013

Figura 3.6.-Mejora de patron enanizante en Citrus
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TRANSFORMACION

Con Agrobacterium € 1,684.64 /
SELECCION

Seleccidn in vitro € 378.24 /
Seleccion molecular €4,421.12 /
CULTIVO € 5,071.60 €100.00
COSTES TECNICOS €11,555.60 €100.00
MANO DE OBRA €14,230.00 €1,915.00
COSTES TOTALES €25,785.60 €2,015.00
TIEMPO 5.5 afios 13 afios

Fuente: C. Parisi, 2013

Figura 3.7.-Mejora de patron enanizante en Citrus

Los resultados se dan en la Fig. 3.7. La transgénesis es claramente mucho mas
costosa que el método clasico; al coste de las herramientas necesarias para aquélla
se une la necesidad de cultivos en camaras especiales y de técnicos especializados
en las distintas etapas. Pero, como en el caso anterior, se llega antes al resultado
final (casi ocho aflos menos). Cabe hacer las mismas observaciones que antes rela-
tivas a las patentes y a la aceptacion por la UE si la planta formada por un injerto
no transgénico sobre un patron que si lo es se considera, como es de temer, trans-
génico in toto. Respecto a la calidad del producto final, no es posible realizar la
misma comparacion que en el caso anterior pues se han obtenido excelentes pa-
trones tras seleccion entre las plantas procedentes de las semillas de un mismo
arbol, sin necesidad de que reproduzcan exactamente las caracteristicas originales.

Pero hay que considerar otros factores:

(1) las patentes correspondientes a las herramientas moleculares (y del propio
canon de ADN) utilizadas, pues si bien algunas son de dominio publico, otras no
lo son y se deben hacer acuerdos con las compafiias poseedoras de los derechos
de patente; Parisi estima que dichos costes podrian suponer entre 50 y 100.000€;
habria diferencias entre trans- y cisgénesis, pues en este caso, por ejemplo, al no
usarse plasmidos no hay que considerar el pago por sus patentes;

(2) el otro factor es el coste de aprobacion y comercializacion en la UE; las va-
riedades obtenidas por métodos tradicionales (la introgresion en este caso) no ne-
cesitan ningun tramite especial, tan solo el registro en la Oficina Europea de
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Variedades Vegetales, con un coste bajo (alrededor de 10.000 €) y 2-3 afios de tra-
mite (en este caso, pues depende del grupo de especies de que se trate). Para va-
riedades transgénicas, el periodo puede alargarse indefinidamente en la Union
Europea (no asi en otros paises, donde puede durar 2-3 afios, incluso tan solo uno;
ver luego) con un costo, supuesta la aprobacion, de diez millones de euros como
minimo; si las cisgénesis fuera excluida por la UE del tratamiento dado a la trans-
génesis, el coste se reduciria respecta a €sta, evidentemente.

(3) los dos factores anteriores entran dentro del campo econdmico. En relacion
con la calidad del producto obtenido, el método mas favorable es el de la cisgénesis
que introduce un gen de la misma especie sin marcadores ni promotores extrafios.
Le sigue la transgénesis, que aun por medio de cotransformacion puede dejar se-
cuencias foraneas en el cromosoma huésped a menos que se consigan segregantes
sin el marcador de herbicida. Por ultimo, el que mas modifica es el de introgresion,
pues integra un brazo de un cromosoma de cebada y elimina el correspondiente
de trigo y, aunque esta pérdida sea minima, el genotipo resultante no es tan igual
al original como el conseguido con los otros dos métodos.

Los datos anteriores no nos deben llevar a la idea de que el producto obtenido
por ingenieria genética sera siempre mas costoso que el conseguido por métodos
tradicionales. Como queda demostrado por el abaratamiento de costes en la se-
cuenciacion del ADN, los métodos pueden evolucionar hasta llegar a costes muy
favorables. Las barreras impuestas por la UE no seran, tampoco, eternas. Si que-
daran los derechos de propiedad, pero todo es resoluble en el comercio. Ademas,
en el futuro préximo no existira la dualidad tan marcada como en el estudio de
Parisi, dualidad elegida ex profeso; se utilizaran unas u otras técnicas en distintas
etapas del proceso; de hecho, en los dos casos aqui resefiados, la seleccion ha sido
un paso obligado aun dentro de los programas "moleculares” y el uso de marca-
dores es ya una necesidad en la inmensa mayoria de programas de seleccién tra-
dicional.

3.4. La polémica

3.4.1. Consideraciones previas

Parece innecesario recordarlos, pero gran parte de la critica se debe a no te-
nerlos en cuenta: (1) No existen ni el riesgo nulo ni la sequridad total; no se puede
exigir, pues, una seguridad del 100% para los productos transgénicos; (2) "trans-
génico" no es sinonimo de antinatural, ni de alterado, perjudicial o dafiino; es el
producto de una nueva herramienta utilizable en Mejora de plantas (y en Medicina,
Industria, etc.): (3) "Natural" no es sindnimo de inocuo (la cicuta es "natural”), ni
“artificial” (la cicuta con el gen silenciado seria comestible); (4) lo "natural” no
siempre funciona mejor, pues la evolucion bioldgica no terminara nunca; el trabajo
del hombre ha permitido mejorar muchas cosas “naturales”, sobre todo las plantas
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que nos sirven de alimento; (5) los productos transgénicos son los mds sequros del
mercado a causa de la infinidad de pruebas de todo tipo a que se ve sometidos
para su aprobacion y comercializacion.

3.4.2. Los argumentos

Si'la pregunta "Biotecnologia o Mejora tradicional” es un falso dilema, la polé-
mica sobre los organismos modificados genéticamente hay que tildarla de "falsa”
en el sentido de "falsaria". No hay mas que observar que se dirige contra las varie-
dades vegetales, nunca contra las medicinas o productos industriales. La cerrazon
es tan grande que incluso cuando se obtienen variedades productoras de vitaminas,
como el arroz dorado, dirigidas sin carga de derechos a paises en vias de desarrollo,
también se las ataca y, si es posible, se destruyen ensayos, invernaderos y lo que
haga falta, siempre con la prensa presente; cuando apenas habia un pufiado de
arroz dorado de primera generacion en manos de sus obtentores, los ecofunda-
mentalistas ya anunciaron que “producia abortos en las mujeres”. La oposicion
ecologista utiliza, en el fondo, la protesta contra una técnica como arma contra
una politica econdmica que no le agrada ni a ellos ni @ muchos. Por ello, su postura
esta llena de paradojas y contradicciones y se va viendo cada vez mas aislada en
todo el mundo salvo en la UE, mejor dicho, salvo en los politicos de la UE.

Dado que el presente capitulo es una actualizacion de lo conocido sobre varie-
dades transgenicas, en esta seccion no habria que decir nada. Desde la primera cri-
tica que se emitio hace 18 aflos aproximadamente, la critica ecofundamentalista
no ha sido capaz de producir un solo argumento nuevo. Eso no obsta para que
sigan repitiendo los antiguos una y otra vez, siempre con eco en los medios de co-
municacidn que raras veces recogen las refutaciones inmediatas que se producen.
Los casos mas flagrantes son tan conocidos que no vale la pena referirlos aqui. Las
llamadas "pruebas experimentales” (las lecitinas de la patata, la mariposa monarca,
el reciente trabajo francés...) han sido tan burdas que no hubiera sido aceptadas
por ninguna revista de tercera division, y todavia es un misterio por qué fueron
publicadas por revistas cientificas de la mayor altura. Sin embargo, las demostra-
ciones inmediatas en sentido contrario pocas veces encontraron hueco.

Tampoco se ha modificado la aseveracion fundamentalista de que los cientificos
a favor de los organismos transgénicos, casi todos los del mundo, “estan pagados
por empresas multinacionales o por paises capitalistas”. Cabe preguntarse si los
cientificos que experimentan para las organizaciones ultraecologistas reciben su
salario de organismos celestiales...

Las objeciones a los OMG se basan en la posibilidad de dafio, de modo que hay
que preguntarse cual es el dafio previsto y cuales son sus alternativas. En pocas
palabras, las criticas se agrupan en dos conjuntos: (1) Las que pueden resolverse
experimentalmentey (2) Las que transcienden los limites de la Ciencia.
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Entre las que pueden resolverse experimentalmente figuran, desde el principio,
el posible uso masivo de herbicidas, el peligro para el hombre (alergias, enfermeda-
des, muerte...), la resistencia a antibidticos provocada por el uso de marcadores con
tal resistencia, aparicion de nuevas razas de parasitos y dafios generalizados contra
el medio ambiente y contra la biodiversidad, en especial el escape de genes (que
merece un comentario mas extenso, al haberse refugiado gran parte de los criticos
en la llamada "coexistencia”). Los estudios realizados han ido descartando todas y
cada una de dichas posibilidades (para un analisis detallado, Cubero, 2006y 2013.).
No cabe decir mas que si los alimentos usuales hubieran de pasar por los analisis
que se efectuan sobre las variedades transgénicas, muchos no llegarian al mercado.
El uso masivo de herbicidas y la aparicion de nuevas razas no dependen de que Ia
variedad cultivada sea transgénica o no sino de buenas practicas agricolas; la apa-
ricion de bacterias resistentes a antibioticos ocurre desde la misma existencia de
éstos, y se ha potenciado no por los marcadores moleculares sino por el uso indis-
criminado de aquéllos en la medicacion, aparte de que de forma natural tenemos
en nuestros intestinos mas de la mitad de la flora intestinal resistente a antibioticos,
que entran en el alimento de todo animal. Los supuestos dafios al hombre demues-
tran ser falsos tras la inmensidad de estudios nutricionales, toxicoldgicos, de mu-
tagenicidad, oncogenicidad y alergénicos; por cierto que si por la posibilidad de que
causaran alergias en el futuro hubiera que retirar los transgénicos, habria que ha-
cerlo ya con cereales, cupresaceas y olivo, que s/ son alergénicos comprobados.

Respecto a la pérdida de biodiversidad, desde el siglo XVIII se incremento la
erosion genética, existente desde que se domesticaron plantas y animales al favo-
recerse el monocultivo o la cria de muy pocas razas animales y a la aparicion casi
simultanea de casas comerciales que comenzaron a multiplicar para su venta unas
cuantas variedades, las mas adaptadas a sus explotaciones, de entre las miles dis-
ponibles; la biotecnologia tardd mas de dos siglos en aparecer: no tiene nada que
ver en ello, al contrario: al permitir la formacion de nuevas combinaciones génicas
lo que hace es precisamente incrementar la biodiversidad, con ésta acaba una mala
practica agricola, no una técnica que, en si misma, s positiva.

Las criticas que trascienden los limites de la ciencia pertenecen, légicamente, al
mundo de la metafisica, o incluso al de una religion que ha sustituido a Dios por
la Naturaleza: "se saltan las barreras evolutivas" (pero ¢quién las ha fijado? El tri-
ticale, el tritordeo, el freson, las rosas modernas, ;no se las han saltado?), estar
"jugando a Dios" (pero un buen Dios no querria el suplicio de Tantalo para su cria-
tura), "se va a cambiar el mundo” (hacer hoy lo que ayer era imposible no es in-
trinsecamente malo, y transferir un simple gen no puede compararse al arco y la
flecha, la ceramica, la electricidad...), "se va a comercializar la vida, y la vida es sa-
grada” (;qué se ha hecho con todo lo que nos comemos vy utilizamos?), “favorece
a los paises ricos"...

Este Ultimo punto debe colocarse ya entre las criticas del primer grupo, las que
pueden resolverse experimentalmente, pues, en efecto, la extension de las varie-

85



86

3. Las variedades transgénicas

dades transgénicas en los ultimos afios muestra que los paises en vias de desarrollo
llevan dos afos consecutivos superando las superficies de los desarrollados, en
contra de todos los pronosticos ecofundamentalistas (Fig. 3.1 y 3.2). En Africa,
aparte de aquellos que ya las cultivan, siete paises mas iniciaron ensayos oficiales
en 2013. No sélo eso, sino que Brasil, China e India tienen tecnologia propia y se
muestran indiferentes ante las absurdas regulaciones europeas.

3.4.3. La coexistencia

Nueva palabra acufiada por los ecofundamentalistas como ultimo refugio al
ver refutadas, con pruebas experimentales, todas sus profecias apocalipticas. Se
basa en el escape de genes: si una planta transgénica (por ejemplo, resistente a
herbicidas) se cruza con otra silvestre puede transferirle a ésta el gen de resistencia
que, sequn se dice, se difundira en las poblaciones naturales modificando la es-
tructura ecologica de regiones enteras. El escape de genes ha existido desde la
aparicion de la primera planta cultivada, pues entre la planta domesticada vy la sil-
vestre original se producen cruzamientos naturales que transfieren genes en una
y otra direccion. A veces causa problemas en productores de semilla; por ejemplo,
en la zona del Canal de la Mancha es arriesgado producir semilla de siembra de
remolacha pues alli existe silvestre y el flujo de genes impurifica tanto la variedad
cultivada como las poblaciones naturales, y esto ocurre desde mucho antes de que
existiera la biotecnologia. De hecho, y asimismo mucho antes de que se pudiera
imaginar la posibilidad de ingenieria genética, las normas legales exigian distancias
minimas entre cultivos comerciales y las parcelas destinadas a la produccion de
semilla de siembra certificada, distancias que variaban entre unos metros (casi de
especies estrictamente autogamas) hasta los dos kildmetros en el caso de lineas
puras de especies alogamas. El problema del escape de genes era, pues, bien co-
nocido.

Podriamos Ilamar a tal circunstancia “coexistencia” entre cultivos comerciales
y produccion de semilla certificada, pero el término se le reserva ese mismo escape
pero entre variedades transgénicas y no transgénicas. Es importante hacer notar
que tal "coexistencia” se refiere a las consecuencias econdmicas que puede pro-
ducir la presencia adventicia de semillas de una variedad en otra, no se refiere a la
sequridad (alimentaria o ambiental) pues el cultivo transgénico que ha de "coe-
xistir" ha sido previamente aprobado para su uso por la Comision Europea tras un
largo examen desde todos los puntos de vista posibles (véase luego). La Comision
establecio en 2006 que "por coexistencia se entiende la capacidad de los agricul-
tores de escoger entre la produccion convencional, la ecologica y la de cultivos mo-
dificados genéticamente. Constituye, por otra parte, una condicion previa para que
los consumidores puedan elegir'; en 2003 se refirio a "las consecuencias economi-
cas de la presencia adventicia de un cultivo en otro", y que "los agricultores deberian
estar capacitados para cultivar libremente los cultivos agricolas de su eleccion, sean
cultivos modificados genéticamente o cultivos bioldgicos”.
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Viendo rechazados sus argumentos por via experimental, los ecofundamenta-
listas tratan de obligar a que el cultivo de una variedad transgénica, aprobada para
siembra y comercializacion, se haga a una distancia minima de otra “tradicional”
(pero fundamentalmente de agricultura "bioldgica") para evitar que se “contamine”.
La idea es conseguir que tales distancias sean tan grandes que el cultivo transgé-
nico no pueda realizarse. Si se quiere una prueba de lo dicho, baste la noticia pu-
blicada en Francia el 15/12/2008: "Bajo presion de los grupos antibiotecnologia, el
Ministerio de Agricultura de Francia ha retirado un proyecto legislativo sobre co-
existencia entre cultivos en el que inicialmente se fijaba una distancia minima de
aislamiento de 50m entre parcelas de maiz MG y no MG. Los grupos y organiza-
ciones que se oponen a la biotecnologia, como los proponentes de la agricultura
"bio" y el sindicato agrario Confederation Paysanne, que postulan que la coexis-
tencia es imposible en la practica, han rechazado esta distancia, ya que no es lo
suficientemente grande para hacer que en la prdctica sea inviable el cultivo de maiz
MG". La coexistencia es, pues, el Ultimo intento de los activistas para intentar eli-
minar cultivos MG, especialmente en Europa.

Debe saberse que, en la UE, el etiquetado indicando “este producto contiene
OMG, etc." es obligatorio cuando el material tiene mas del 0.9% de OMG; a dicha
cifra se llegod por acuerdo con organizaciones ecologistas, pero no deriva de ningun
estudio cientifico ni esta relacionada con seguridad alimenticia o ambiental: en
Japdn es el 5%, en Corea, el 2% y en medicamentos o productos microbioldgicos
no es, en general, necesario el etiquetado. La coexistencia se entiende como el “es-
tablecimiento de normas de cultivo (distancia entre parcelas, barreras al flujo de
polen, fechas de siembra, etc.) de tal forma que el material cosechado en la parcela
sembrada con una variedad no MG, la semilla transgénica adventicia no supere el
umbral del 0.9%". Pues bien, tales normas de cultivo se han estudiado exhausti-
vamente, en maiz (Unico problema en la UE en este caso) en Espaia, Italia, Francia,
Alemania, Inglaterra, Holanda, Suiza y Portugal) y todos ellos indican que la “coe-
xistencia", tal como queda definida, es posible con normas faciles de establecer.
Para estar muy sequros se recomiendan distancias de al menos 25m entre parcelas
MG y no-MG o, si la distancia es inferior o las parcelas son pequefias, utilizar 4-8
surcos de maiz no-MG como barrera entre parcelas (para datos concretos deben
consultarse los trabajos experimentales, todos ellos publicos y de facil acceso.). Se
ha establecido, ademas, un cddigo de buenas prdcticas que, en el fondo, consiste
en buenas prdcticas agricolas y en una serie de normas de buena educacion y de
buen trato entre vecinos. En todo caso, es curioso que, salvo casos puntuales en
su mayor parte fraudulentos (es muy facil mezclar unas cuantas semillas MG en
lo que se va a sembrar para poder denunciar la "contaminacion”), no haya habido
problemas de coexistencia ni en Espafia ni en otros paises.

En todo caso, hay una serie de puntos que deberian tenerse en cuenta: (1) las
medidas a tomar deben basarse en datos experimentales; (2) no es realista exigir
una pureza comercial del 100% que no se exige ni para la semilla certificada de Ia
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mayor calidad; (3) las medidas a tomar deben ser proporcionadas y no discrimi-
natorias, pues (4) debe determinarse la importancia relativa de los cultivos impli-
cados; por ejemplo, si la superficie de maiz ecologico es insignificante, como
sucede en Espafia, no debe condicionar el cultivo de maiz MG en zonas en las que,
en este caso, el problema a resolver (el taladro) es limitante.

3.5. Normativa sobre variedades transgénicas

A pesar de que la propia Comision Europea ve el callejon sin salida en que su
farragosa legislacion sobre OMG la ha metido, y que ha reconocido mds de una
vez que hay que facilitar la actividad de la industria biotecnoldgica en Europa,
"cuya competitividad estaba claramente en desventaja debido a procedimientos
administrativos largos y laboriosos", no parece que la normativa existente vaya a
modificarse a corto o medio plazo. En Espafia, esta integrada por la Ley 9/2003 de
Organismos Modificados Genéticamente de 2003 y el Real Decreto 178/2004 con
el Reglamento de Organismos Modificados Genéticamente. En Europa existen nu-
merosas disposiciones entre las que hay que sefalar la Directiva 2009/41/CE rela-
tiva a la utilizacion confinada de microorganismos modificados genéticamente; la
Directiva 2001/18 CE sobre liberacion intencional de OMG, los Reglamentos
1829/2003 y 641/2004 sobre alimentos y piensos modificados genéticamente, el
Reglamento 1830/2003 sobre trazabilidad y etiquetado de los OMG y de los ali-
mentos y piensos producidos a partir de estos, y el Reglamento 1946/2003 relativo
al movimiento transfronterizo de OMG (detalles sobre la compleja normativa en
Cubero 2013, cap.21). La legislacion esta llena de términos con connotaciones ne-
gativas: ya lo es "organismo modificado genéticamente”, como si los transgénicos
fueran los Unicos que lo estan, pero son aun mas negativos los términos “utiliza-
cion confinada”, "liberacion intencional o voluntaria”, “comisiones de bioseguridad”,
"evento” (la transformacion genética), etc.

Las Figuras 3.8 y 3.9 muestran sucintamente la complicacion del método de re-
gistro europeo. El tramite para poder realizar ensayos de campo (o sea, la liberacion
voluntaria de una variedad transgénica) comienza con la presentacion a la "auto-
ridad competente” de un pais miembro, que funciona a través de distintas comi-
siones y organos administrativos, de una compleja documentacion: un estudio
técnico sobre la especie botanica, la modificacion genética (esto es, el "evento”),
la planta transgénica, donde se va a ensayar (a “liberar"), los planes de control, el
sequimiento de los ensayos y el tratamiento de residuos (quemar los restos de co-
secha o destruir el cultivo antes de la recoleccidn y, a veces, antes de la floracion;
en Francia, el agua de riego de los ensayos con variedades transgénicas se la ha
llegado a recoger para su eliminacion por separado) y los posibles efectos sobre el
medio ambiente y sobre la salud humana (véase a continuacion). Dicha documen-
tacion la estudia primeramente la citada Autoridad Competente Nacional; en Es-
pafia, ésta consta de la Comision Nacional de Bioseguridad, esencialmente técnica,
y de un Consejo Interministerial de Organismos Modificados Genéticamente, to-
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talmente politico. Una vez aprobada por la autoridad nacional competente (la Fig.
3.8 muestra los organismos que intervienen en Espafia segun el caso), el expediente
pasa a la Comunidad Europea, que sigue el complicado proceso indicado en la Fig.
3.9. Desde hace afios, la creacion de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA), compuesta exclusivamente de especialistas, ha simplificado estos primeros
tramites, pero de todos modos sigue en la UE el penoso tramite descrito sumaria-

ORGANISMOS RESPONSABLES

Consejo Interministerial OMGs - MAGRAMA (Min. de Agric.

DGCEA*

Com. Nac. de Bioseguridad Alim. y Medio Ambiente
Seguridad Alimentaria AECOSAN* MAGRAMA + Sanidad,
Serv. Soc. e Igualdad
Inscripcién de variedades S.G. Medios Prod. OEVV o DG Producciones y Mercados-
P Catal. Comun Europeo* MAGRAMA
Autorizacion fitosanitaria Sub. Gral. Sanidad e Higiene DG de Sanidad de la Prod.
Vegetal y Forestal Agraria - MAGRAMA

* previa autorizacién de comercializacién por la Comisién Europea

Figura 3.8.—Regulacion en Espafia de ensayos y autorizacion de variedades y productos modificados genéticamente
(M@)
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Figura 3.9.—-Procedimiento de aprobacion centralizado para Alimentos y Piensos MG (puede incluir el cultivo)
segun el Reglamento CE 1829/2003
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mente en la Fig. 3.9 que, en principio, es valido tan sélo para los OMG destinados
a alimentacion, pero no, por ejemplo, para el algodon; la EFSA ha tramitado OMG
no alimenticios, algo que siempre ha contado con la oposicion de varios paises
miembros a pesar de que las exigencias cientifico-técnicas para los eventos estu-
diados son las mismas. Una vez aprobado el evento, éste se puede incorporar a va-
riedades comerciales siguiendo las pautas del Registro de cada pais o del de la UE.

Los estudios necesarios conciernen al valor agronémico y el valor afadido, el
medio-ambiental, con evaluacion de riesgos, y el sanitario, que incluye varios com-
ponentes: el valor nutritivo (ha de demostrarse la equivalencia sustancial en la
composicion y equivalencia nutricional para animales con la variedad original no
MG, algo sometido a revision, entre otras cosas, por las numerosas dificultades en
la aplicacion practica), la toxicidad (aguda, subcronica, cronica, teratogenicidad y
oncogenicidad) y el potencial alergénico, para el que se exigen a veces ensayos cli-
nicos. En cuanto a la transformacion propiamente dicha se exige saber el origen
de los genes utilizados (de un organismo sin problemas ni secuencias relacionadas
con toxicidad o alergias); la caracterizacion molecular incluyendo el numero de in-
serciones y secuencias flanqueantes, su posicion, si estan completas o no; la esta-
bilidad de la insercion (a través de sucesivas generaciones); la caracterizacion de
la nueva proteina y la expresion en diversas partes de la planta y el fenotipo en
relacién con la variedad original.

Es importante recordar que la CE es /o que aprueba el “evento”y autoriza la co-
mercializacion de las variedades que lo lleven, pero la CE no aprueba el registro,
cosa que depende de cada pais o de las Oficina de Variedades Vegetales, europea
0 nacionales. Reciprocamente, los paises de la UE no pueden aprobar los eventos
pero son los que registran y protegen la variedad transgénica, al igual que cualquier
otra que no lo sea. Para la inscripcion de las variedades MG es necesario que la
modificacion genética (el evento) disponga de la autorizacion de comercializacion
y cultivo en la Unidn Europea; en Espafia el proceso se rige por la Ley 30/2006 de
Plantas y Semillas de Vivero y el Real Decreto 170/2011. Las variedades transgénicas
han de sequir el mismo proceso que las tradicionales con la condicidn de no pre-
sentar riesgos para la salud o el medio ambiente y cumplir las normas comunitarias
(en particular, la CE 258/97) si se van a destinar a alimento. En los envases de |a
semilla de venta debe figurar la leyenda "variedad modificada genéticamente” in-
dicando el identificador unico de la modificacion introducida. Ademas, debe so-
meterse a las exigencias legales de trazabilidad y se necesita adicionalmente un
plan de sequimiento de cinco afios de duracion para examinar si el cultivo comercial
ha producido dafios ambientales, lo que conlleva estudios de flora y fauna (macro
y micro) tanto aérea como subterranea, algo en lo que Espafia es pionera en la UE.

La regulacion europea es, a todas luces, excesiva. Ese cuidado de que nada ocu-
rra, ese principio de precaucion llevado tan al extremo que si nuestros antepasados
paleoliticos lo hubieran aplicado aun estariamos metidos en cuevas, esa obsesion
por un peligro que se ha demostrado inexistente pero que, no obstante, se previene
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perfectamente bien en otros paises... Ignoran o pareen ignorar nuestros politicos
que hasta ahora no ha habido ni un solo caso de intoxicacion, alergia, dafio al am-
biente, muerte de animales ni muerte de humanos... y si algun dia lo hubiera
¢qué..? iNo hubo un primer atropellado por el tren o por un automovil? ;O alér-
gicos a toda clase de productos...?

La Ciencia puede crear problemas, pero tiene los medios para resolverlos.

3.6. Problemas adicionales

Son la exencion del mejorador, el privilegio del agricultor, la patente encubierta
y el concepto de variedad esencialmente derivada.

La exencion del mejorador, que siempre fue tacita pero que fue recogida en los
Convenios de la UPQV, se refiere a la utilizacion por parte de un mejorador de va-
riedades obtenidas por otros, no para un uso comercial directo sino para incluirlas
en sus propios programas de mejora. La competencia actual es tan fuerte que se
esta limitando fuertemente tal exencion via proteccion o patente (para las seme-
janzas y diferencias entre una y otra véase el capitulo dedicado a patentes en el
presente volumen y el cap. 21 de mi Introduccion a la Mejora vegetal, dirigido a
agronomos y bidlogos y no a abogados) y, sobre todo, con la aplicacion del concepto
de variedad esencialmente derivada que luego se describe. Logicamente, las varie-
dades transgénica, por su alto valor de obtencion, quedan fuera de la exencion, con
no pocos problemas concernientes a la identificacion de la transformacion.

El privilegio del agricultor, que también se acepto tacitamente pero que asimismo
encontré cabida en las Convenciones de la UPQV, permite que un agricultor pueda
reservar parte de la cosecha para utilizarla como semilla de siembra, pero para uso
propio, no para venta. Logicamente, un agricultor podia reservar, sin pérdida de ca-
lidad, semilla de variedades autdgamas o plantas de propagacion vegetativa, no hi-
bridos (de ahi el inmenso éxito de éstos: llevan la proteccion en su propia estructura
genética). Siempre hubo abusos, pero el mercado actual, con variedades de alto
valor y con una poderosa “pirateria” en aumento, esta poniendo limites al privilegio,
que esta siendo sustituido por un pago asequible de aranceles en caso de reutiliza-
cion de la semilla o planta, algo a lo que se oponen paises y organizaciones que
claman por la anulacién de todo derecho de propiedad intelectual.

Los dos casos anteriores se complican aun mas con la llamada patente encu-
bierta. Si un mejorador hace uso de su exencién y un agricultor de su privilegio,
en el caso de que la variedad en cuestion posea un gen introducido por ingenieria
genética, dicha variedad podra ser incluso de dominio publico pero su siembra es-
tara condicionada por el transgén porque éste si estara patentado y sujeto a de-
rechos de propiedad.

La variedad esencialmente derivada es un concepto introducido en la Conven-
cion de UPQV de 1991 que trata de evitar el abuso de la exencion del mejorador
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arriba comentada si, en una excelente variedad, introduce una caracteristica fe-
notipicamente visible, distinta y estable pero insustancial o insignificante en el
plano comercial. La UPQV establecio en dicho Convenio que una variedad es esen-
cialmente derivada de una variedad inicial "si se ha obtenido a partir de ésta de
tal forma que se han conservado y expresando sus caracteres esenciales, distin-
guiéndose, no obstante, de ella". Sugeria que tales variedades “podran obtenerse,
por ejemplo, por seleccion de un mutante natural o inducido o de un variante so-
maclonal, seleccion de un individuo variante entre las plantas de la variedad inicial,
retrocruzamientos o transformaciones por ingenieria genética” (Art. 14,5¢ del Con-
venio de la UPOV, 1991).

Ese "por ejemplo” lo tratan de eliminar algunos lobbies que pretenden que toda
mutacion y todo OMG sea una variedad esencialmente derivada y, por tanto, de-
pendiente de la variedad inicial. Es una interpretacion contraria a toda la Historia
de la Mejora que condenaria a la mutagénesis, al retrocruzamiento y a la ingenieria
genética a un plano subsidiario y a detener el avance al hacer depender a varieda-
des de mayor valor comercial de las variedades iniciales que pueden ser totalmente
intrascendentes u obsoletas. Los primeros algodones Bt se obtuvieron en la varie-
dad Cocker 312, sin interés comercial desde mucho antes por estar sobrepasada
por variedades mas productivas, pero fue la que pudo cultivarse in Vitro y trans-
formarse; una vez conseguida la transformacion, por retrocruzamiento se transfirio
el transgén Bt a numerosas variedades comerciales; pretender que todas estas
hayan de depender de la original, sin valor alguno, es anular el progreso en Agri-
cultura; en el caso mencionado, no hubo problemas porque todo fue realizado por
la misma empresa, pero lo que pretenden algunos /obbies de presion es que asi
sea, en conflicto con la idea original de la UPQV, destinado a proteger los buenos
genotipos, no a impedir el avance en el mundo de la Mejora.

Todo ello lleva al plano juridico conceptos y casos que, hasta ahora, pertenecian
al mundo de la Mejora. Lo mas lamentable no es ya la indefinicion juridica existente
sino la falta de preparacion en este campo del mundo del Derecho no sélo en nues-
tro pais sino en casi todos, con pocas excepciones como Holanda, los EEUU v al-
gunos pocos mas. Sirva como ejemplo el caso de la variedad "Blancanieves” de
Gypsophila: un tribunal holandés la declard no esencialmente derivada pero otro
israeli si. Que son asuntos que competen a los jueces esta claro en una causa aun
activa en los tribunales espafioles; en un juicio sobre si una cierta variedad es o
no es esencialmente derivada se planted un conflicto de jurisdiccion entre el Mi-
nisterio de Agricultura (entonces con otro nombre) y el Juzgado ante el que se pre-
sentd la demanda; el Tribunal de Conflictos dictamino a favor de éste.’

3.7. Europa contra el mundo

Son tantas las medidas precautoriasy las clausulas de salvaguardia que la apro-
bacion del evento en la CE y el registro comercial se convierten en una pesadilla, y
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a veces en la ruina, para el obtentor. Es logico que el resto del mundo nos de la
espalda. La CE, ante el peligro de que no se puedan producir piensos suficientes
para el ganado propio, ha tenido que aceptar la importacion de soja y maiz trans-
génicos con eventos aprobados en otros paises, pero no la siembra en suelo europeo
de las variedades correspondientes. Una pura sinrazon. La razdn de la sinrazon la
dio el Comisario europeo de Agricultura en enero de 2006: “La autorizacion de
nuevos OMG en la UE se basa en criterios cientificos, pero este procedimiento no
es aceptado politicamente..."

El registro en Europa sigue siendo tan lento, tan costoso (se cifra en 10-15 mi-
llones de euros por evento) y tan irracional que algunas multinacionales han de-
cidido no registrar mas eventos en Europa, algo que las organizaciones ecologistas
han considerado un triunfo cuando es el signo mas evidente de derrota.

Europa se esta quedando aislada. La complejidad europea contrasta con la que
se sigue en otros paises, sin menoscabo de la sequridad. En los EEUU el procedi-
miento se basa en el producto final y no en la metodologia de obtencion; con el in-
forme positivo concordante de tres organismos: Sanidad (FDA), Agricultura (USDA)
y Medio ambiente (EPA) se concede el permiso de comercializacion, debiendo rea-
lizarse los mismos estudios que en la UE. Brasil ha aprobado en un solo afio su pri-
mera variedad de judia transgénica, que ya incorpora dos eventos (resistencia a
insectos y a herbicida).

Por el contrario, en la UE desde 2010 se registra un descenso en la solicitud de
autorizaciones; en 2013 se recibieron nueve, se aprobaron 5 (de peticiones pasadas,
algunas con larga historia) y se retiraron nueve a peticién propia. Hasta 2013 in-
cluido, se habia aprobado 50 eventos y 68 estaban pendientes de autorizacion. El
gran problema es que incluso con informes positivos de la EFSA, la decision final
es politica, e incluso cuando esta ha sido conseguida, cualquier fallo administrativo
hace suspender la autorizacion. El caso reciente de la patata "Amflora”, destinada
a producir almidon para uso industrial, es un buen ejemplo: habiendo pasado todos
los filtros y controles, un detalle formal hizo que se prohibiera su siembra, incluso
con el informe de la EFSA en contra de tal decision.

Los datos publicados por EuropaBio son demostrativos de la lentitud del pro-
ceso y de las barreras impuestas. En el periodo 2011-2013, con el mundo en pleno
avance, los tiempos medios para una solicitud son 29 meses para el estudio por la
EFSA y 19 para el proceso administrativo y votacion por los paises miembros tras
la opinion favorable de la EFSA; |a decision final la toma la propia CE, pues nunca
se llega a la mayoria cualificada en las comisiones de "los 28" tedricamente res-
ponsables de la agricultura y del medio ambiente. Cuatro afios de media. Son mu-
chos afios, y aun mas: esa cifra encubre muchos otros datos. Segun los mismos
datos de EuropaBio, hay procesos pendientes desde mayo de 1996; hasta 2011 es-
peraban 19 solicitudes, siete para cultivo y doce para importacion, a pesar del in-
forme positivo de la EFSA en todos los casos.
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En total, los retrasos acumulados de dichas solicitudes representan cuarentay
ocho afios. Son demasiados. El mundo hace caso omiso de Europa y sigue avan-
zando sin que la seguridad se resienta. Como se ha dicho antes, no ha habido ni
un solo caso de intoxicacion, alergia, dafio al ambiente, muerte de animales, muerte
de humanos... Con tanta precaucion ecofundamentalista, volvemos a entrar en la
cueva paleolitica.

Nada mejor para terminar esta seccion, y el capitulo, que transcribir las decla-
raciones de algunos lideres de otros paises. Ya a principios del siglo actual, China
declard que Europa podia hacer la politica que quisiera con los OMG, pero que ella
haria la suya. Las declaraciones que siguen muestran que no sélo China piensa asi.

En 2008 Wen Jiabao, entonces primer ministro chino, afirmo: “para resolver el
problema de la alimentacion, debemos contar con la gran ciencia y medidas tec-
nologicas, contar con la biotecnologia, contar con los organismos modificados ge-
neticamente”.

En 2010, el Primer Ministro indio, Manmohan Singh, manifestd: “Es importante
aplicar la biotecnologia a la agricultura. Lo que se ha hecho con el algodon Bt debe
hacerse con cultivos para la alimentacion”.

Y, finalmente, el Dr. Felix M'mboyi (Kenia, 4° pais africano en aprobar OMGs)
acuso a la UE de "hipocresia y arrogancia (de Europa)... al no permitir a los agri-
cultores africanos hacer buen uso de cultivos MG para aumentar los rendimientos...
esta clase de hipocresia y arrogancia viene con el lujo de un estomago lleno..."
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4.1. Introduccion

La disponibilidad de una secuencia gendmica bien anotada y de un transcrip-
toma completo facilita enormemente la localizacion e identificacion de los genes
involucrados en los caracteres de interés. Conocer la variacion en estas secuencias
génicas y gendémicas es un paso previo necesario para asociarla a la variabilidad
fenotipica que se observa en los cultivos, lo que resulta esencial para su mejora.

Desde hace varios afios venimos asistiendo a una revolucion de las técnicas de
secuenciacion, con el desarrollo de plataformas de secuenciacion a gran escala,
denominadas colectivamente “Next Generation Sequencing” (NGS) technologies
(Shendure vy Ji, 2008; Metzker, 2010). Las mas empleadas son las denominadas de
segunda generacion, como la plataforma Roche 454®, el sistema lllumina®, el mas
utilizado en la actualidad, la tecnologia de Applied Biosystems SOLID® o la estra-
tegia lon Torrent ™ de Life technologies. Ademas, se estan poniendo a punto otras
técnicas NGS de tercera generacion, como Helicos Heliscope®, Complete Geno-
mics®, and Pacific Biosciences SMRT®, algunas basadas en la secuenciacion de mo-
léculas individuales de mayor longitud (Niedringhaus et al., 2011). Todas estas
técnicas llevan a cabo millones de reacciones de secuenciacion en paralelo y, aso-
ciadas al avance en las estrategias bioinformaticas de analisis, han permitido ob-
tener grandes cantidades de secuencia gendmica y transcriptomica en numerosos
cultivos y especies silvestres relacionadas, a muy bajo costo y en un tiempo récord.
Las secuencias generadas suelen depositarse en la base de datos "Sequence Read
Archive”del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/). Aparte de la informacion del
NCBI, resultan de interés las bases de datos del PLantGDB Phytozome y Ensembl-
Plants; http://www.plantgdb.org; http://www.phytozome.net; http://plants.en-
sembl.org/index.html. Los avances también se describen en revisiones recientes
(Pérez de Castro et al., 2012; Gao et al., 2012).

Los cereales, entre los que se incluyen maiz, arroz, trigo y cebada se encuentran
entre los principales cultivos por su produccion, a nivel mundial y su uso, princi-
palmente en alimentacion humana y animal. En los ultimos afios, la mejora de cada
una de estas especies se ha visto beneficiada por los avances en gendmica y se-
cuenciacion, que han tenido lugar de forma exponencial. Hasta el afio 2010, la se-
cuenciacion de genomas se baso en la secuenciacion por Sanger de grandes
fragmentos gendmicos contenidos en cromosomas artificiales de bacterias (BACs).
Esta fue la metodologia utilizada para secuenciar el genoma de arroz (Oryza sativa
L., 389 Mb), completado en 2005 (IRGSP, 2005), el de maiz (Zea mays L., 2300 Mb)
en 2009 (Schnable et al., 2009), o el cromosoma 3B de trigo (Paux et al., 2008). El
mayor tamafo de los genomas de cebada (Hordeum vulgare L., 5100 Mb) y trigo
blando, hexaploide (Triticum aestivum L., 17000 Mb), con un 80-90% de ADN repe-
titivo, ha retrasado la secuenciacion de estos dos genomas, hasta que han aparecido
nuevos métodos de secuenciacion. El empleo de técnicas NGS, la reduccion de Ia
complejidad de los genomas, como la separacion previa de los cromosomas o brazos
cromosdmicos por citometria de flujo y el disefio de un orden virtual de genes, por
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sintenia con otros genomas ya secuenciados (arroz, sorgo y la especie modelo
Brachypodium distachion), se ha empleado con éxito en cebada (Mayer et al., 2011)
y trigo (Hernandez et al., 2012). En noviembre de 2012 se publico un ensamblaje
del espacio génico en cebada integrado en un mapa fisico y genético (IBSC, 2012) y
la secuenciacion parcial de trigo blando, hexaploide (Brenchley et al., 2012). El ge-
noma de estas dos especies es parcial y habra que esperar a la secuenciacion clon
a clon de BACs solapantes que corresponden a un “minimum tilling path” para cada
cromosoma. Todos los recursos generados a partir de estos proyectos constituyen
la base para el desarrollo de nuevas herramientas en mejora.

Un ejemplo del enorme avance que la aplicacion de técnicas NGS ha supuesto
en horticolas lo tenemos en la familia de las Cucurbitaceas, en la que hasta 2009
solo se disponia de algunas colecciones de secuencias de cDNA, habiéndose se-
cuenciado en los ultimos 4 afios los genomas de las 4 especies cultivadas mas im-
portantes, el pepino (Cucumis sativus L., 367 Mb) (Huang et al., 2009), uno de los
primeros genomas secuenciados combinando Sanger con NGS, el melon (Cucumis
melo L., 375 Mb) (Garcia-Mas et al., 2012), la sandia (Citrullus lanatus L., 425 Mb)
(Guo et al.,, 2013) y el calabacin (Cucurbita pepo L) (Fei et al., 2014). El genoma del
calabacin, todavia no publicado pero accesible en http://cucurbigene.net, se ha ob-
tenido en el marco de un proyecto en el que se han secuenciado los genomas de
las 3 especies cultivadas mas importantes del género Cucurbita. En el caso de las
Cucurbitaceas tenemos varias bases de datos http://www.cucurbigene.net,
http://[www.melogene.net, http://melonomics.net y http://icugi.org que facilitan el
acceso a los ultimos avances en secuenciacion genomica y transcriptomica en los
distintos cultivos de esta familia. Otra familia de horticolas de gran interés en la
que se ha avanzado enormemente ha sido la familia de las Solanaceas. La secuen-
ciacion del genoma del tomate (Solanum lycopersicum L, 950 Mbp) y de la patata
(Solanum tuberosum, 840 Mb) se inicio en la década pasada con la metodologia
de Sanger vy se finalizd con NGS (Tomato Genome Consortium, 2012; Xu et al,,
2011). Otros dos cultivos importantes de esta familia, que se encontraban mas atra-
sados en la generacion de informacién gendmica han sufrido también un gran
avance. El genoma del pimiento, Capsicum annum L (2.700Mb) y de la especie re-
lacionada Capsicum chinense, se ha publicado muy recientemente (Kim et al., 2014)
y, aunque no se dispone del genoma completo de la berenjena (Solanum melon-
gena L), ya existen estudios que describen secuenciacion gendmica parcial (Barchi
et al., 2011).

El primer genoma disponible de una especie lefiosa fue el del chopo Populus
trichocarpa secuenciado con la tecnologia Sanger (Tuskan et al., 2006), seguido
del de la vid, Vitis vinifera (Velasco et al., 2007). En la familia de las Rosaceas se
han secuenciado los del manzano, Malus domestica (Velasco et al., 2010), la fresa,
Fragaria vesca (Shulaev et al., 2011) el peral oriental Pyrus bretschneideri Rehd
(Wu et al., 2013), el peral europeo Pyrus communis (Gardiner et al., 20120) vy el
melocotonero, Prunus persica (Verde et al., 2013). Este ultimo se inicid también en
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la década pasada con la metodologia de Sanger y se finalizé con NGS. Otros
frutales secuenciados han sido Carica papaya (Ming et al., 2008), Citrus sinensis
(Xu et al., 2013), y el ultimo publicado de varias especies del género Citrus (Wu et
al., 2014). El genoma secuenciado mas largo entre las lefiosas ha sido el de Pinus
taeda (Neale et al., 2014). Asi mismo estan disponibles secuencias parciales de
cerezo y de almendro (Knoep et al., 2013), aunque no se dispone del genoma
completo. Las secuencias de los genomas de Rosaceas se pueden consultar en
http://www.rosaceae.org/.

La resecuenciacion a escala gendmica permite ampliar el numero de polimor-
fismos de tipo SNPs (Single nucleotide polymorphisms) y mejorar su distribucion.
La resecuenciacion de genomas completos se inici¢ en especies modelo como Ara-
bidopsisy arroz (Huang et al., 2009; Xu et al., 2012). La cada vez mayor disponibi-
lidad de genomas de referencia y el desarrollo de estrategias de secuenciacion de
fragmentos de mayor longitud y extremos pareados que facilitan el ensamblaje
(genotecas de pair ends o mate pairs) ha extendido la resecuenciacion gendmica
a un mayor numero de cultivos, con una cobertura de los genomas cada vez mayor
(Lam et al., 2010; Xu et al., 2014). La abundancia de elementos repetitivos en los
genomas de plantas dificulta el ensamblaje de secuencias cortas y la identificacion
de polimorfismos, por lo que en genomas complejos o en los que se dispone de
menor informacion se ha generalizado la resecuenciacion gendémica asociada al
empleo de técnicas de reduccion de la complejidad de los mismos antes de la se-
cuenciacion. Algunas de estas técnicas son la seleccion y secuenciacion de regiones
poco metiladas, la secuenciacion de fragmentos amplificados con AFLPs, o de se-
cuencias diana amplificadas en PCRs multiples o previamente capturadas mediante
hibridacion, o el empleo de "Reduced Representation libraries” (RRL) (Hyten et al.,
2010; Deschamps et al., 2012; Hirsch et al., 2014). Estas estrategias persiguen re-
ducir el coste de identificacion de los SNPs sin comprometer en exceso su calidad.

Dos de las estrategias mas empleadas utilizan enzimas de restriccion para frag-
mentar previamente el genoma y reducir su complejidad. En el caso de la estrategia
RAD, "Restriction Site-Associated DNA" (Miller et al., 2007; Baird et al., 2008; Wang
et al,, 2012), se ligan adaptadores con primers de amplificacion y secuenciacion a
los extremos cohesivos de los fragmentos genomicos digeridos y se fragmentan
de nuevo, secuenciandose los fragmentos resultantes. El empleo de RAD ha per-
mitido recientemente la identificacion de las primeras colecciones de SNPs en al-
gunos cultivos como berenjena o alcachofa (Barchi et al.,, 2011; Scaglione et al.,
2012). El sequndo método, mas sencillo que el anterior, es la reduccion de la com-
plejidad digiriendo previamente con enzimas que no corten frecuentemente en la
fraccion repetitiva del genoma, por lo que Unicamente se generan fragmentos de
tamanfo secuenciable en determinadas regiones gendmicas ricas en secuencias de
copia unica. La generacion de secuencias se combina con la identificacion de mar-
cadores y el genotipado de los individuos en la misma reaccion, por lo que nos re-
ferimos a este método como Genotipado por Secuenciacion “Genotyping by
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Sequencing" (GBS) (Elshire et al., 2011; Poland et al., 2012a). El niumero de SNPs
identificados en este tipo de estudios es tan grande que podemos aplicar criterios
muy restrictivos de calidad para su seleccion.

Las plataformas que compiten en genotipado masivo a gran escala, con decenas
o cientos de miles de SNPs, son los chips de Affymetrix, basados en hibridacion, y
las plataformas Infinium® de tecnologia lllumina, basadas en extension del cebador
(Perkel, 2008; Edwards et al., 2014). Los primeros chips de Infinium se desarrollaron
para un conjunto de especies seleccionadas, en las que se ha avanzado mas en la
identificacion de SNPs, como arroz o maiz (Yu et al., 2014; Wu et al., 2014), pero el
numero de especies para las que se dispone de estos recursos se esta incremen-
tando rapidamente (Ganal et al., 2012). Por ejemplo, ya hay chips de este tipo dis-
ponibles en tomate, Brassica napus, alfalfa o soja (Song et al., 2013; Hirakawa et
al., 2013: Raman et al., 2014; Li et al., 2014). En la familia de las Rosaceas se en-
cuentran disponibles los chip de Infinium de 9K para melocotonero, 9K para el
manzano, y de 6K para cerezo (Verde et al.,, 2012; Chagné et al., 2012).

Cuando no se dispone o no es necesario genotipar un numero de SNPs tan ele-
vado se pueden disefiar plataformas de rendimiento medio, entre las que destaca
la plataforma Golden Gate®, de tecnologia lllumina (Sharpe et al., 2013; Esteras et
al., 2013). Otras estrategias de genotipado a media o pequena escala que suelen
ser necesarias para validar conjuntos limitados de SNPs en muestras concretas tras
el empleo de plataformas a gran escala son sondas Tagman® de Applied Biosystems
(Shen et al., 2009), High resolution melting (HRM) (Seipp et al., 2009), la tecnologia
KASPar (KBiosciences) (Cuppen, 2007) vy la tecnologia Sequenom Mass Array en dis-
tintos formatos (Gabriel et al., 2009).

Los recientes avances en secuenciacion y genotipado descritos ya estan cam-
biando las estrategias de mejora, optimizando los procesos de seleccion y combi-
nacion de genotipos que resulten en fenotipos favorables. La integracién de esta
informacion y herramientas afecta a las 3 fases del proceso de mejora. La carac-
terizacion y seleccion de fuentes de variacion, la identificacion de genes o regiones
genomicas involucradas en el control de caracteristicas de interés y el desarrollo
de cultivares mejorados.

4.2. Analisis de la diversidad genética a escala gendmica.
Seleccion de fuentes de variacion para los programas de mejora

La domesticacion de las plantas ha llevado a la obtencion de genotipos mas
adaptados a los sistemas de cultivo pero a su vez ha supuesto una disminucion de
la variabilidad genética (Gur y Zamir, 2004). Las nuevas tendencias en mejora se
orientan a la identificacién de las regiones del genoma de especies silvestres que
se han perdido durante el proceso y su utilizacion en los procesos de mejora ge-
nética. Existen numerosas evidencias que demuestran la importancia de las espe-
cies silvestres ya que representan un reservorio de genes con gran potencial para
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la mejora de determinados caracteres (Hajjar y Hodgkin, 2007). En este contexto
conocer la diversidad genética de una determinada especie facilita el empleo de la
variacion natural, base primaria de la mejora de los cultivos (Morrell et al., 2011;
Nybom et al., 2014). A continuacion se presentan los avances en el analisis de la
diversidad genética a escala gendmica en los distintos grupos de cultivos.

En cereales, hasta hace pocos afios, los microsatélites fueron los marcadores
mas populares por su alto nivel de polimorfismo, co-dominancia y gran reprodu-
cibilidad, unido a su deteccion semi-automatica. Aunque se siguen utilizando
(Maccaferri et al., 2011; Kollers et al., 2013ab), se estan viendo sustituidos por otros
marcadores de mayor rendimiento. Un método de genotipado que se ha extendido
en los ultimos afos en estos cultivos son los DArT (Diversity Arrays Technology),
marcadores derivados de hibridacion diferencial a representaciones del genoma
después de la digestion con enzimas de restriccion para reducir su complejidad.
Estos marcadores son propiedad de la empresa Diversity Arrays Technology que es
quien los genera. Son bialélicos, dominantes, ya que se valora la presencia/ausencia
de ese fragmento en la muestra genotipada, e independientes de la secuencia de
nucledtidos. Desde el primer trabajo en cebada en 2004, con la construccion de
un mapa genético (Wenzl et al., 2004), se han utilizado con objetivos diversos en
cebada (Sztics et al., 2009), trigo blando (Akbari et al., 2006; Semagn et al., 2006)
y trigo duro (Mantovani et al., 2008), en muchos casos integrados con otros mar-
cadores. También se han empleado para evaluar la diversidad genética en cebada
(Crossa et al., 2007; Zhang et al., 2009) y trigo blando (Crossa et al., 2007; White
et al., 2008).

Los SNPs o polimorfismos en un unico nucleédtido son los marcadores mas
abundantes entre individuos de cualquier especie. Distintos proyectos de secuen-
ciacion de colecciones de cDNA o ESTs, han facilitado el disefio de nuevas colec-
ciones de SNPs y la construccion de plataformas de genotipado de baja-media
escala, entre 384 y 1536 SNPs en cebada (Close et al., 2009; Mufioz-Amatriain et
al., 2011), trigo blando (Chao et al., 2010) o trigo duro (Trebbi et al., 2011). Poco
después, utilizando la informacion derivada de secuenciacion de transcriptoma
(RNAseq) o de nuevos proyectos de secuenciacion gendmica, se han disefiado otras
plataformas de genotipado capaces de interrogar un mayor niimero de SNPs como
los chips de Infinium de 9k en cebada (Comadran et al.,, 2012) o trigo (Cavanagh
et al., 2013), 44k en arroz (Zhao et al., 2011), 50k en maiz (Ganal et al., 2011), hasta
el nuevo chip de 90k para trigo (Wang et al., 2014). Igual que se ha mencionado
para los DArTs, estas plataformas de genotipado se han utilizado para construir
mapas genéticos, analizar la diversidad existente en distintos conjuntos de mate-
riales (ej. arroz: Thomson et al.,, 2012; cebada: Mufioz-Amatriain et al., 2014; maiz:
Wu et al., 2014; trigo: Wiirschum et al., 2013). En los estudios anteriores se plantea
el estudio de la variacion en dos fases, primero se identifican los polimorfismos y
posteriormente se genotipan los mismos en las poblaciones. Con el desarrollo del
Genotipado por secuenciacion (GBS), el descubrimiento de los polimorfismos v el
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genotipado de los mismos puede realizarse al mismo tiempo. Como se ha comen-
tado en la introduccion, el método se basa en secuenciar una fraccion del genoma,
que se ha seleccionado utilizando métodos de reduccion de la complejidad del ge-
noma mediante la digestion con uno (Elshire et al., 2011) o dos enzimas de res-
triccion (Poland et al., 2012a), con la posterior secuenciacion de fragmentos cortos
multiplexando muestras y utilizando los nuevos sistemas de secuenciacion NGS.

Esta tecnologia se ha utilizado en arroz, cebada, maiz, trigo blando y trigo duro
(Elshire et al., 2011; Poland et al,, 2012 a b; Saintenac et al., 2013; Spindel et al.,
2013; van Poecke et al., 2013). El nimero de marcadores obtenidos es muy superior
al de los otros sistemas de genotipado. Permite identificar dos tipos de polimor-
fismos: SNPs, cambios de una base en las secuencias de ADN (co-dominantes) y
variantes de presencia/ausencia (dominantes). Para dar una idea de los nimeros
obtenidos, con la combinacion de enzimas Pstl+Msel, Poland et al., (2012a) pudie-
ron localizar 34.000 SNPs y 240.000 variantes de presencia/ausencia en una po-
blacion de cebada, mientras que Saintenac et al. (2013) consiguieron mapear
33.800 SNPs y 167.000 marcadores de presencia/ausencia en trigo blando. Recien-
temente se ha utilizado GBS para evaluar la diversidad en sorgo, en un panel de
971 accesiones con 265.000 SNPs (Morris et al., 2013) y se ha publicado otro tra-
bajo en maiz, donde se han analizado 2.815 lineas puras, muchas de ellas conser-
vadas en el banco de germoplasma americano, con 681.000 SNPs (Romay et al.,
2013). El poder de deteccidn de estos analisis es muy superior al de otros estudios
con menor nimero de marcadores.

Otra forma de analizar la diversidad genética a escala genomica es mediante
re-secuenciacion del genoma completo en especies como arroz 0 maiz, o de una
parte del genoma como seria en el caso de cebada o trigo. El menor tamafio del
genoma de arroz ha facilitado el analisis de la variacion secuenciando a baja co-
bertura un elevado numero de entradas. En un primer estudio se trabajo con 517
cultivares autdctonos chinos, de los que 373 pertenecian a la subespecie indica
(Huang et al., 2010); en otro trabajo posterior, se afadieron 100 cultivares autoc-
tonos chinos de la subespecie japonicay otras 330 variedades de arroz de distintos
origenes (Huang et al.,, 2012). Estos dos trabajos, resultado de la secuenciacion de
950 accesiones de arroz dieron lugar a 4,1 millones de SNPs, con los que se analizo
la estructura de poblacion del arroz a nivel mundial, con cinco grupos bien defini-
dos. Un estudio reciente con tres cultivares de arroz que presentan distinta res-
puesta a sequia y salinidad ha permitido identificar 1,78 millones de SNPs y
154.000 polimorfismos de tipo insercion/delecion, entre el genoma de referencia,
construido con la variedad Nipponbare y esos tres cultivares. A partir de esos re-
sultados se han podido identificar SNPs dentro de dominios funcionales de genes
relacionados con la tolerancia a estrés (Jain et al., 2014).

Los estudios en maiz, han puesto de manifiesto que el genoma de maiz no es
estatico sino que esta en movimiento. Un primer estudio con 6 lineas puras de
maiz detectd mas de 1 millon de SNPs y 30.000 indels entre la secuencia de esas
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lineas y la del genoma de referencia, obtenida con la linea B73 (Lai et al., 2010). Se
identificaron cientos de genes completos que presentaban variacion tipo presen-
ciafausencia en las lineas analizadas. Al menos 157 genes no estaban presentes en
la referencia B73. Otros dos trabajos posteriores identificaron 55 millones de SNPs
y un alto porcentaje de variantes estructurales, de la secuenciacion de 103 lineas
(Chia et al., 2012), asi como el elevado nimero de cambios genéticos que han te-
nido lugar a lo largo de la mejora de maiz, a partir de 278 lineas puras (Jiao et al.,
2012).

En el caso de otras especies con menos informacion genomica, se ha recurrido
a la secuenciacion de sélo una fraccion del genoma. Este sistema se empled para
generar un mapa haplotipo del genoma de maiz, secuenciando solo regiones de
baja complejidad (Gore et al., 2009), y para capturar solo el exoma, aquella parte
del genoma que codifica para ARN mensajero, permitiendo detectar variaciones
en el numero de copias en un buen numero de genes entre dos lineas recombi-
nantes de maiz (Liu et al., 2012). En cebada se ha desarrollado un sistema de cap-
tura de exoma en solucion, para aislar y secuenciar 61.6 Mb que es la fraccion de
ADN que corresponde a secuencia codificante (Mascher et al., 2013). El método,
comercializado por la empresa Roche, ha sido utilizado con distintos genotipos de
cebada demostrando su utilidad para descubrir nuevas variantes alélicas en zonas
codificantes. Un sistema equivalente se utilizd anteriormente en trigo blando, per-
mitiendo obtener mas de 500.000 SNPs entre 8 cultivares (Winfield et al., 2012).

Para muchas especies horticolas el paso de identificacion de polimorfismos de
forma masiva ya se ha llevado a cabo y existen amplias colecciones de SNPs que
se han implementado en plataformas de genotipado para el analisis de la diversi-
dad genética de la especie. Para asegurar el éxito del ensayo de genotipado es esen-
cial optimizar la seleccion de los SNPs. Su distribucion uniforme en el genoma debe
asegurarse, bien utilizandolos en la construccion de mapas genéticos, bien situan-
dolos directamente, en el caso de existir un genoma de referencia en la especie.
Dada la variabilidad de las poblaciones que se genotipan, es necesario seleccionar
SNPs que no presenten polimorfismos adicionales en zonas circundantes, que pue-
dan alterar el genotipado de algunos individuos. Asi mismo, resulta de interés in-
cluir SNPs funcionales, es decir mutaciones que puedan estar relacionadas con
cambios funcionales en genes de interés, lo que facilita la posterior asociacion
entre los genotipos y los correspondientes fenotipos en el germoplasma analizado.
Una vez establecida la plataforma puede evaluarse su calidad, antes de su uso ma-
sivo, ensayandola con un panel de individuos que represente lo mejor posible la
variacion de la especie.

Como resultado de este tipo de estudios, no sélo se puede conocer, con mayor
o menor detalle, la distribucion de la variacion en la especie y las relaciones entre
individuos a escala gendmica, sino también pueden obtenerse huellas moleculares
especificas de genotipos concretos y estudiar la estructura genética de las pobla-
ciones y la distribucion del desequilibrio de ligamiento, factores clave para la se-
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leccion de fuentes de variacion, para la eleccion de los parentales de poblaciones
de mapado, y para llevar a cabo estudios de asociacion con colecciones de germo-
plasma.

Los chips de Infinium empiezan a estar disponibles en horticolas. Uno de los
primeros se desarrollo en tomate, incluyendo mas de 7.000 SNPs (Sim et al., 2012a)
y se ha utilizado para genotipar distintas colecciones. En el estudio de Sim et al,,
2012b, con mas de 400 entradas cultivadas, se validan un 97% de los marcadores
y se observa una estructura poblacional relacionada con el proceso de mejora, que
separa las entradas de procesado de las de consumo en fresco y las procedentes
de procesos de mejora modernos de los cultivares antiguos. Asi mismo, se distin-
guen los tipos de tomate cereza y los pertenecientes a la especie silvestre S. pim-
pinellifolium. En este estudio de tomate se describen regiones génicas con mayor
diversidad genética en los tipos mejorados, resultado de procesos de introgresion
de las especies silvestres durante los programas de mejora. La identificacion de las
introgresiones de las fuentes de variacion (genotipos silvestres, razas locales, etc.)
en los cultivares mejorados es una aplicacion de gran interés de los estudios de
diversidad a escala genomica, ya que facilita la identificacion de los genes involu-
crados en los caracteres mejorados y proporciona dianas de interés para la mejora.
Utilizando el mismo chip de tomate, Hirakawa et al. (2013) identificaron mutacio-
nes en 200 genes candidatos que pueden estar relacionadas con variantes fenoti-
picas en distintos caracteres de interés. Los chips de Affimetrix también se estan
aplicando a nuevos cultivos. Hill et al., (2013) empleando el Pepper GeneChip de
Affimetrix para analizar 40 lineas diversas de C. annuum y genotipos representa-
tivos de otras 3 especies del género (C. frutescens, C. chinense 'y C. pubescens),
detectaron 33.401 variantes en 13.323 unigenes e identificaron regiones con di-
versidad genética diferencial en genotipos picantes y no picantes. En muchos otros
cultivos, donde todavia no hay disponibles chips de infinium, ya se han realizado
trabajos para el estudio de la diversidad genética vy la estructura de las poblaciones
empleando otras plataformas de genotipado a media escala, como Golden Gate,
lo que en ocasiones se lleva a cabo como un paso previo para la seleccion de ge-
notipos representativos de la variacion y su uso en amplios experimentos de rese-
cuenciacion o GBS (Blanca et al,, 2012; Esteras et al., 2012, 2013).

Los SNP disponibles derivados de la resecuenciacion de genotipos concretos
pueden no ser siempre de utilidad para detectar variacion si se amplia o reduce el
pool genético (Sonah et al., 2013). En este caso necesitariamos disefiar experimen-
tos de resecuenciacion, incluyendo un mayor numero de genotipos representativos
de la variacion a estudiar. Ademas, para que una plataforma de genotipado sea de
utilidad en un amplio espectro de estudios suelen incluirse SNPs con alelos fre-
cuentes, lo que lleva a un sesgo en el estudio de los alelos raros (Perkel et al., 2008).
Como hemos comentado, el avance de las técnicas de secuenciacion esta permi-
tiendo utilizar directamente la resecuenciacion genomica para la identificacion de
polimorfismos a gran escala. Los estudios actuales suelen incluir genotipos silves-
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tres y cultivados. La comparacion de sus patrones de variacion hace posible la iden-
tificacion de las regiones seleccionadas durante los procesos de domesticacion y
o0 posterior mejora de una forma mas precisa que las plataformas de genotipado
(Tang et al., 2010; Gross y Olsen, 2010).

El avance es muy rapido, y ya comienzan a publicarse los primeros estudios de
resecuenciacion genomica en horticolas, generando mapas de variacion a escala
gendmica. Por ejemplo Qi et al., (2013) describen la resecuenciacion gendmica de
una coleccion nuclear de 115 entradas de pepino, generando una coleccion de mas
de 3,6 millones de SNPs, mas de 300.000 indels y casi 600 variantes de
presencia/ausencia (PAV). Un aspecto esencial de este estudio es la seleccion previa
de las entradas analizadas. Las 115 entradas secuenciadas se seleccionaron a partir
de una coleccion de 3.342 entradas de origenes diversos a nivel mundial y se es-
tima que representan un 80% de la variacion existente en la coleccion global (Lv
et al,, 2012). Ademas, se resecuencia una variedad de un genotipo silvestre de Cu-
cumis sativus var. hardwickii. La comparacion de los resultados obtenidos con los
resultados previos en cereales, parece indicar que las hortalizas aprovechadas por
sus frutos han sufrido un mayor estrechamiento de su base genética durante la
domesticacion. En este estudio se identifican mas de 100 regiones que han sufrido
un sesgo durante el proceso de domesticacion, una de las cuales contiene el gen
involucrado en la pérdida del amargor del fruto, un suceso esencial para la do-
mesticacion de las cucurbitaceas.

En general, como ya hemos comentado, los ultimos genomas que se han pu-
blicado ya incluyen, aparte de genoma de referencia, varios genomas de entradas
diversas, gue en muchos casos incluyen especies distintas, consideradas ancestros
silvestres o de utilidad en la mejora, como es el caso de la sandia (Guo et al., 2013)
o el pimiento (Kim et al.,, 2014). En este ultimo la secuenciacion de Capsicum
annum y especies relacionadas ha permitido identificar genes relacionados con el
caracter picante de esta hortaliza.

En especies no modelo son estrategias como RAD o GBS, basadas en la reduc-
cion previa de la complejidad gendmica, las que permiten llevar a cabo en un sélo
paso la identificacion de los polimorfismos y el genotipado de las poblaciones (Bar-
chi et al.,, 2011). En estos casos, no es necesario hacer una seleccion previa de los
SNPs y es posible afiadir nuevos genotipos, o incluso especies, sin necesidad de
llevar a cabo una identificacion previa de SNPs especificos de los mismos.

Los trabajos citados se orientan al estudio de la diversidad natural. Sin embargo,
las estrategias de genotipado y secuenciacion descritas también pueden emplearse
para el estudio de la variacion inducida en colecciones de mutantes. Asi, la identi-
ficacion mediante secuenciacion de las variantes inducidas es una alternativa a la
digestion enzimatica, empleada habitualmente en los estudios de plataformas de
TILLING, que ya ha sido validada en algunas colecciones de mutantes (Gilchrist et
al., 2013). Recientemente, se han resecuenciado dos genotipos de la variedad de
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tomate Microtom, identificdndose mas de 1 millén de SNPs entre esta variedad y
el genoma de referencia. Este recurso sera de utilidad para el analisis de las colec-
ciones de mutantes derivadas de esta variedad (Kobayashi et al., 2014).

El estudio de la diversidad genética es también esencial para la mejora de fru-
tales, siendo el incremento de la variabilidad un paso basico en muchos programas
de mejora. Existen numerosos estudios orientados a la busqueda de nuevas va-
riantes en especies cultivadas o silvestres de los distintos géneros y especies de
interés. Un ejemplo muy estudiado es el manzano, donde en 20 poblaciones de
Malus sieversii procedentes de Xinjiang, China, se encontro mas variabilidad dentro
de cada poblacion que entre las poblaciones, por lo que se concluyo que M. sieversii
es una gran fuente de diversidad genética (Richards et al., 2009). En el género Pru-
nus también existen ejemplos del uso de especies silvestres con el objetivo de crear
lineas de introgresion que contengan regiones del genoma ventajosas dentro de
un fondo genético comercial (Donoso et al., 2012) o que contengan genes de re-
sistencia (Esmenjaud y Dirlewanger 2007; Quilot et al., 2004; Marandel et al., 2009).

Los marcadores tipo SSRs han sido los mas utilizados para el estudio de la di-
versidad en colecciones de germoplasma de todas las especies frutales y especies
relacionadas. Desde los primeros trabajos en el género Prunus, melocotonero, cerezo
y albaricoquero (Aranzana, et al., 2003, Dirlewanger et al., 2002, Hormaza, 2002,) y
en el género Malusy Pyrus (Silfverberg-Dilworth et al., 2006, Yamamoto et al., 2002)
han sido varias las colecciones a nivel local y nacional que se han estudiado en
practicamente todos los frutales de hueso (Bouhadida et al., 2011) y pepita (Pina et
al., 2014). Los ultimos trabajos en frutales han incluido la diversidad con varias es-
pecies silvestres relacionadas con manzano, almendro, melocotonero, albaricoquero
(Gross et al., 2012; Zeinalabedinia et al., 2008; Fernandez i Marti et al., 2014; He et
al., 2007). En otros géneros que incluyen especies de gran importancia economica
también han se ha estudiado la variabilidad de especie relacionadas de Citrus (Noelle
et al,, 2006), Vitis (Wan et al., 2008, 2013) y Olea (Belaj et al., 2010). En otras especies
frutales los trabajos mas recientes basados en marcadores moleculares para estudios
de germoplasma se han dado en frutales menores como en los géneros Eriobotrya
(Gisbert et al., 2009) y Dyospyrus (Naval et al., 2010).

Los estudios basados en marcadores tipo SSRs han demostrado la baja diversi-
dad genética presente en variedades comerciales de melocotonero en Europa y
USA (Vives, 2012), debido a que se ha utilizado una limitada base genética en todos
los programas de mejora tanto publicos como privados. Esta especie es un claro
ejemplo en el que el progreso en mejora necesita incorporar nuevas fuentes de di-
versidad. Un estudio de una coleccion de germoplasma compuesta por 97 acce-
siones de diferentes origenes geograficos demostré la clara ganancia aportada por
la misma respecto al material manejado en los programas (Badenes et al., 2014).

El desarrollo de marcadores SSR derivados de genotecas EST también ha incre-
mentado la disponibilidad de marcadores y su aplicacion en estudios de diversidad
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genética en Citrus (Luro et al., 2008), Vitis (Myles et al., 2011), Rubus (Lewers et al.,
2008), Malus (Gasic et al., 2009), Prunus (Lazzari et al., 2008). La secuenciacion
parcial del ADN cloroplastico también ha servido para establecer relaciones gené-
ticas en el género Prunus (Bielsa et al., 2014) o dilucidar las relaciones filogenéticas
del género Citrus (Bausher et al., 2006).

A partir de la mejora de las técnicas de secuenciacion se han empezado a uti-
lizar marcadores tipo SNPs. En el marco del Consorcio Internacional de SNPs de
Melocotonero (IPSC, del inglés, International Peach SNP Consortium), Verde et al.
(2012) desarrollaron un chip de Infinium de aproximadamente 9K SNPs. Este chip
se ha empleado para el genotipado de numerosas colecciones de variedades de
melocotonero, cerezo, almendro y algunos hibridos, asi como poblaciones de
mapeo de Prunus, tanto intra como interespecificas (Vives, 2012, Sanchez et al.,
2014; Romeu et al., 2014). Los chips 9K de lllumina Il array se ha utilizado para
evaluar el nivel de diversidad genética en el género Malusy ha demostrado un alto
nivel de transferabilidad de este género al género Pyrus. En manzano, el consorcio
internacional RosBREED SNP Consortium (IRSC) ha desarrollado un chip 9K basado
en la tecnologia lllumina con el fin de evaluar la diversidad alélica con fines de
mejora (Chagné et al.,, 2012). lgualmente en vid también se han desarrollado SNPs
que se han aplicado al genotipado de colecciones (Myles et al., 2011).

4.3. ldentificacion de genes y regiones gendmicas involucradas
en la variacion de caracteres de interés

Uno de los principales objetivos de los avances genémicos en los cultivos de
interés agricola es la conexidn entre el genotipo y el fenotipo. La mejora molecular
llevada a cabo en las décadas pasadas se ha orientado a explorar la base genética
de la variacion, utilizando mapas genéticos construidos con un numero limitado
de marcadores (RFLPS, RAPDS, AFLPs, SSRs). El empleo de los mismos ha resultado
exitoso para la localizacion y clonado de genes involucrados en caracteristicas cua-
litativas, en general de alta heredabilidad y fenotipado sencillo. Sin embargo, mu-
chos de los caracteres de interés agrondmico presentan variacion cuantitativa,
debido a un control poligénico, de varios genes con efectos menores e interaccio-
nes epistaticas entre ellos, y a la influencia del ambiente en su expresion. El empleo
de estos mapas poco densos no permitia obtener informacién precisa sobre el nu-
mero v la localizacion de los QTLs (Quantitative trait loci) involucrados en el control
de estas caracteristicas complejas.

Tradicionalmente, las poblaciones empleadas para la construccion de mapas y
la localizacion de genes o regiones cromosomicas asociadas con caracteres de in-
terés han sido poblaciones biparentales. Hay muchos trabajos de este tipo, en los
que solo se pueden evaluar dos alelos a la vez, conforme al disefio del cruzamiento
estudiado. Por este motivo, se han impuesto en los ultimos afios los métodos de
mapeo por asociacion, o mapeo por desequilibrio de ligamiento (LD). EI LD es una
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estimacion de la asociacion no aleatoria de marcadores a lo largo del genoma, no
necesariamente en el mismo cromosoma. El desequilibrio de ligamiento decrece
con la distancia genética, pero puede estar afectado por multiples factores, entre
ellos el sistema reproductivo (las especies autogamas suelen tener mayor nivel de
LD), la estructura poblacional, la existencia de fendmenos de epistasia o la ocu-
rrencia de cuellos de botella durante la domesticacion y los procesos de mejora.
La intensidad del desequilibrio no es uniforme a lo largo del genoma vy difiere bas-
tante entre cultivos, reduciéndose en algunos en pocas kb y conservandose en
otros durante varias Mb.

En los estudios de asociacidn no es necesario construir una poblacion especifica
para cada caracter. Suelen utilizarse paneles de genotipos ya disponibles, bien ca-
racterizados fenotipicamente en los que se pueda asociar un determinado fenotipo
con una variante genética. Al disponer de métodos de genotipado de alto rendi-
miento, se pueden hacer analisis a lo largo de todo el genoma (Genome-wide as-
sociation study, GWAS) e identificar regiones que pueden estar asociadas con
variacion en el caracter analizado. Las diferentes plataformas de genotipado men-
cionadas en el apartado anterior se han utilizado para estudios de asociacion ge-
nética en varios cultivos, tanto los DArTs (Comadran et al., 2009; Kulwal et al.,
2012; Roy et al., 2010; Yu et al., 2011, 2012; Ziems et al., 2014) como los chip de
Infinium (Famoso et al., 2011; Comadran et al., 2012).

Una revision de los articulos publicados en Molecular Breeding, en el periodo
2011-2014 (Cuadro 4.1) indica que: la mayoria de los articulos de arroz son en po-
blaciones biparentales y se dirigen a identificar resistencias a bacterias (Xantho-
monas oryzae), hongos (Magnaphorte oryzae), distintos virus y plagas de insectos,
y solo unos pocos trabajos se centran en la busqueda de QTLs para caracteres agro-
nomicos. En cebada hay un numero equivalente de articulos describiendo QTLs
para caracteres agronomicos o de calidad maltera, y otros que buscan identificar
resistencias a distintos hongos o virus utilizando poblaciones biparentales y tam-
bién paneles de asociacion. En el caso de maiz, la mayoria de los trabajos se centran
en la busqueda de QTLs para caracteres agronomicos (altura de planta, longitud
de la mazorca, numero de granos, rendimiento) en cruzamientos biparentales o el
analisis de varias poblaciones a la vez. En este cultivo hay pocos trabajos de resis-
tencia a enfermedades, entre los que destacan la identificacion de QTL para resis-
tencia a la acumulacion de aflatoxina, la toxina producida por infecciéon de
Aspergillus flavus (Willcox et al., 2013). Aparecen trabajos en trigo dirigidos a iden-
tificar QTL para caracteres morfoldgicos vy distintos componentes de calidad. Por
ultimo, hay muchos articulos describiendo la busqueda de resistencias a enferme-
dades fungicas como carbon, oidio, roya amarilla (Puccinia striiformis), roya del
tallo (P. graminis), roya de la hoja (P. triticina), Septoria, y a distintos virus. Se debe
destacar la identificacion de marcadores ligados a resistencia a la raza Ug99, muy
virulenta, de roya del tallo, en un estudio con 6 poblaciones biparentales de trigo
(Lopez-Vera et al., 2014).
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Cuadro 4.1.-Ejemplo de algunos QTLS localizados recientemente en mapas de cereales por especie y caracter

cartografiado

Caracter Especie Referencia
Crecimiento radicular arroz Uga et al. 2013a
Floracion y altura de la planta arroz Liu et al. 2013a
Rendimiento en sequia arroz Venuprasad et al., 2012
Resistencia a podredumbre bacteriana arroz Mizobuchi et al., 2013
Resistencia a virus arroz Lietal, 2013

Calidad maltera cebada Islamovic et al., 2014
Floracién cebada Comadran et al., 2012
Resistencia a nematodos cebada Galal et al., 2014
Resistencia a Rhynchosporium cebada Hofmann et al., 2013
Resistencia a roya (Phordel) cebada Ziems et al., 2014
Tolerancia a frio cebada Fisk et al., 2013
Altura de planta maiz Teng et al., 2013
Altura de planta maiz Peiffer et al.,, 2014
Caracteres agrondmicos maiz Xue et al., 2013
Contenido y composicion aceite maiz Lietal, 2013b
Respuesta al. fotoperiodo maiz Hung et al., 2012
Resistencia a virus maiz Zambrano et al.,, 2014
Tolerancia a aluminio maiz Maron et al., 2013
Tamarfio del grano maiz Liuetal, 2014
Tolerancia a sequia trigo duro Maccaferri et al., 2011
Resistencia a roya del tallo trigo duro Letta et al,, 2013
Contenido en carotenoides trigo blando Ravel et al., 2013
Resistencia a roya del tallo trigo blando Lopez-Vera et al., 2014
Resistencia a plagas de insectos trigo blando Joukhadar et al., 2013
Resistencia a Fusarium trigo blando Kollers et al., 2013b
Rendimiento, peso hectolitrico trigo blando Bordes et al., 2014
Rendimiento trigo blando Lopes et al., 2013
Contenido proteina en grano trigo blando Bogard et al., 2013

m
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Ademas de poblaciones biparentales, ha habido grandes avances en mapeo por
asociacion. No es posible describir todas las iniciativas en este sentido, pero como
ejemplo se destacan las siguientes. Para contrarrestar el efecto de la sequia sobre
el rendimiento del maiz, Xue et al., (2013) utilizaron 350 lineas puras genotipadas
con SNPs, derivados de genes relacionados con sequia, y otros 56.000 SNPs no
preseleccionados. En este trabajo se identificaron 33 genes asociados con distintos
caracteres agrondmicos. Entre ellos uno, que corresponde a un factor de trans-
cripeion, presentd asociaciones con la posicion de la mazorca, el peso de grano y
el tiempo a floracion, masculina y femenina. En trigo, se han identificado asocia-
ciones importantes para peso hectolitrico, fecha de floracion y rendimiento, a partir
de tres poblaciones desarrolladas con material élite de distintos programas de me-
jora, y genotipadas con 2500 marcadores DArT (Bordes et al., 2014). En cebada, se
esta utilizando mapeo por asociacion para identificar nuevas resistencias a enfer-
medades fungicas dentro de programas de mejora. Asi se hizo para buscar resis-
tencia estable a la roya, (P. hordei) dentro de material élite australiano (360 lineas
genotipadas con 3244 marcadores DArT), donde se ha verificado la posicion de
genes de resistencia conocidos y se han detectado otros nuevos (Ziems et al., 2014).
De forma similar, se han buscado QTL de resistencia a infeccion por Fusarium
(Huang et al., 2013) o a la misma raza Ug99 de roya del tallo (Zhou et al., 2014),
para su incorporacion en programas de mejora en Estados Unidos.

En el caso especifico del maiz, especie alogama, con bajo desequilibrio de liga-
miento (2 kb), se necesitaria emplear un elevado nimero de marcadores para en-
contrar asociaciones entre marcadores y fenotipos con esa metodologia. Una
alternativa que se ha utilizado ha sido la obtencion de una poblacion de lineas em-
parentadas NAM, (Nested Association Mapping, McMullen et al., 2009). La pobla-
cion se construyo a partir de 25 lineas puras, elegidas maximizando la diversidad
entre ellas, por cruzamiento con un mismo parental. Se obtuvieron 25 familias de
lineas puras recombinantes (RIL), cada una de 200 individuos. La poblacién NAM,
de 5000 lineas ha sido genotipada y fenotipada extensivamente y es un recurso
excelente para estimar la variacion en caracteres muy distintos como fecha de flo-
racion (Buckler et al., 2009; Hung et al., 2012), tamafio y disposicion de la hoja
(Tian et al., 2011); resistencia a patogenos (Kump et al,, 2011; Poland et al., 2011),
o0 la composicion quimica del grano. En todos esos trabajos se ha llegado a identi-
ficar genes importantes, con variacion alélica clara y utiles en mejora. En cebada
se esta desarrollando una pablacion similar, HEB-25, resultado del cruzamiento de
la variedad ¢élite Barke con 25 donantes de la especie silvestre, H. vulgare ssp. spon-
taneum (Schnaithmann et al., 2014).

Otros recursos genéticos especiales, para facilitar la localizacion e identificacion
de genes, son las poblaciones MAGIC, (Multiparent Advanced Generation Inter-
cross, Cavanagh et al., 2008) desarrolladas a partir de cruzamientos entre multiples
parentales. Este tipo de poblaciones se estan utilizando en arroz y trigo (Bandillo
et al., 2013; Rebetzke et al., 2014). Los primeros resultados, de la poblacion MAGIC
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han permitido identificar genes conocidos y QTLs nuevos para tolerancia a estrés
abiotico, resistencia a enfermedades y caracteres de calidad.

Los nuevos avances en secuenciacion y genotipado permiten la construccion
de mapas genéticos de alta densidad y la construccion de poblaciones mas ade-
cuadas para el mapado de caracteristicas cuantitativas. En el Cuadro 4.2 se mues-
tran QTLs identificados en mapas de especies horticolas. Son numerosos los
ejemplos en los que se orienta la identificacion de SNPs para generar marcadores
utiles para mapado, resecuenciando los parentales de poblaciones de mapado de

Cuadro 4.2.-Ejemplo de algunos QTLS localizados recientemente en mapas de algunos cultivos horticolas por
especie y caracter cartografiado

Patron de Volatiles del fruto tomate Rambla et al.,, 2014
Contenido en Licopeno del fruto tomate Kimkade y Foolad, 2013
Resistencia a Phytophtora infestans tomate Chen et al., 2014
Numero y tamafio del fruto pimiento Dwivedi et al., 2013
Contenido en pigmentos del fruto pimiento Brand et al., 2011
Contenido en capsicina pimiento Reddy et al., 2014
Contenido en antocianina berenjena Barchi etal., 2011y 2012
Presencia de espinas berenjena Frary et al,, 2014
Resistencia a hongos vy virus. meldn Diaz et al,, 201

Tipo de maduracion melon Vegas et al., 2013
Precocidad de floracién y parametros de calidad del fruto calabacin Esteras et al., 2013
Contenido en azucares del fruto sandia Ren et al, 2014
Precocidad de floracion pepino Lu etal, 2014
Resistencia a oidio pepino He et al., 2013

Control de la ginoecia melén amargo | Matsumura et al., 2014
Caracteristicas de semilla judia Yuste-Lisbona et al., 2014
Resistencia a la antracnosis altramuz azul | Yang etal., 2012
Resistencia a mildiu lechuga Den Boer et al., 2013
Color de la semilla y estructura y color de la hoja lechuga Kwon et al., 2013
Precocidad de floracion y resistencia a enfermedades colza Raman et al., 2014

n3
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interés. Por ejemplo, Barchi et al., (2011 y 2012), empleando RAD y secuenciacion
con illumina, ampliaron la coleccion disponible de microsatélites en berenjena, una
de las especies de la familia de las solanaceas de mayor interés agronomico y con
menor informacién gendmica, generando la primera coleccién de marcadores de
tipo SNPs que se utilizan para construir varios mapas genéticos, inter- e intra-es-
pecificos. Estos mapas se han empleado, entre otras cosas, para el estudio de la
base genética del contenido en antocianina, identificando QTLs y genes candidatos.
Estudios similares se han llevado a cabo en otras hortalizas (Esteras et al., 2012;
Garcia-Mas et al., 2012). Recientemente, empleando un chip de SNPs de Affymetrix
se ha construido un mapa de alta densidad en una poblacion de RILs de lechuga,
con mas de 13.000 marcadores en mas de 12.000 unigenes (Truco et al., 2013). El
chip de Infinium de tomate se utilizo para generar 3 mapas a partir de poblaciones
F, derivadas de cruzamientos interespecificos, 2 de Solanum lycopersicum x S. pen-
nellii, y la tercera de S. lycopersicum x S. pimpinellifolium (Sim et al., 2012a). Para
mapar QTLS a gran escala en Brassica napus se ha empleado un chip de infinium,
con mas de 5.000 SNPs, en el genotipado de una poblacion de lineas diplohaploi-
des. El mapa construido se ha empleado para identificar /oci asociados a precocidad
de floracion y resistencia a enfermedades (Raman et al., 2014).

Los mapas, al igual que ocurre en los estudios de diversidad, pueden construirse
directamente resecuenciando una poblacion adecuada de mapado (Schneeberger
y Weigel, 2011)., aunque hay otros métodos que no requieren de la resecuenciacion
de la poblacién completa de utilidad sobre todo cuando se buscan marcadores
asociados a caracteres de control genético simple y fenotipado sencillo. En estos
casos se acelera el proceso resecuenciando solo individuos informativos con fe-
notipos contrastantes para el caracter. Asi, Yang et al., (2012) describen la identi-
ficacion de marcadores ligados a menos de 1 ¢cM al gen de resistencia Lanr1, que
confiere resistencia a la antracnosis causada por Colletotricum lupini en Lupinus
angqustifolius, combinando NGS con RAD secuenciando 20 individuos informativos
y confirmando el ligamiento en una poblacion extendida. Una alternativa mas sen-
cilla es la combinacion de técnicas de secuenciacion masiva con BSA (Bulk Segre-
gant Analysis), sustituyendo el genotipado por la secuenciacion de dos pools de
plantas. Asi el ligamiento entre los marcadores y el gen que controla el caracter
se determina mediante el analisis de las frecuencias alélicas en ambos pools. Por
ejemplo, Matsumura et al., (2014) combinan la resecuenciacion con la técnica RAD
de una poblacion F, de Momordica charantia segregante para la ginoecia/monoe-
cia, con el BSA de pools ginoicos/monoicos para acelerar la identificacion de mar-
cadores ligados a los genes que controlan la ginoecia.

Una vez identificados el gen o genes candidatos relacionados con procesos de
interés, una forma de comprobar si estan asociados al mismo es determinar su ex-
presion diferencial en distintas condiciones. La abundancia diferencial de distintos
transcritos medida por ejemplo con gRT-PCR o microarrays ha sido ampliamente
utilizada en décadas anteriores. La secuenciacion masiva, concretamente el RNA-
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seq, puede también aplicarse a la cuantificacion de la expresion génica. Estos es-
tudios de expresion con RNA-seq estan sustituyendo a los microarrays (Martin et
al., 2013), ya que presentan un rango mas amplio de cuantificacion y permiten ex-
tender el estudio a transcritos y variantes de splicing no conocidas previamente,
incluyendo transcritos raros, que son dificiles de identificar con otras estrategias.
Esta informacién permite mejorar las anotaciones de los genomas, siendo las va-
riantes de splicing muy utiles para la identificacion de las uniones exon/intron. Sin
embargo, el RNA-seq para estudios de expresion no esta exento de limitaciones,
como las dificultades de un correcto ensamblaje y anotacion del gran numero de
secuencias cortas que se generan para cada fragmento y el sesgo que se puede
producir durante la construccion de las genotecas para secuenciar.

Algunos de los genes que se han identificado como responsables de la variacion
de QTLs son factores de transcripcion (Powell et al., 2012). Una forma de encontrar
factores de transcripcion que regulan la expresion de otros genes es mediante QTLs
de expresion (e QTLs), cuando la variacion en una determinada region gendmica
resulta en cambios en la abundancia de determinados transcritos (Holoway v Li,
2010). La mejora se ha orientado fundamentalmente a la identificacion de factores
en cis (polimorfismos nucleotidicos o presencia o ausencia del gen involucrado en
el caracter), pero también resulta imprescindible el estudio de factores en trans
que puedan regular la expresion de estos genes. Los estudios de expresion basados
en RNA-seq pueden contribuir a avanzar en este campo.

A pesar de que el empleo de nuevas poblaciones y el incremento de la densidad
de los mapas genéticos han incrementado la eficiencia en la deteccién de QTLs,
con marcadores asociados utiles para la seleccion asistida, en muchos casos esta
estrategia no ha llevado a la identificacion de los genes responsables de los mismos
(Salviy Tuberosa, 2005). Como se ha comentado en el caso de los cereales, una al-
ternativa al mapado en poblaciones derivadas del cruce de parentales selecciona-
dos son los estudios de asociacion a escala genomica (GWAS) (Rafalski et al., 2011;
Duran et al., 2010). Los estudios de asociacion explotan la variabilidad natural ge-
nerada por sucesos de recombinacion ocurridos en multiples generaciones en una
poblacién determinada.

Uno de los pasos preliminares para abordar un estudio de asociacion es el ana-
lisis a escala gendmica del desequilibrio de ligamiento, ya comentado anterior-
mente. Esta informacion permite optimizar las estrategias de mejora, ya que la
existencia de bajos niveles de desequilibrio permite llevar a cabo con éxito estudios
de GWA, pero como contrapartida requiere un nimero muy elevado de marcadores
para saturar el genoma e identificar las asociaciones con una resolucion 6ptima.
Los elevados niveles de desequilibrio permiten rastrear el genoma con un menor
numero de marcadores, pero la resolucion del mapado sera menor. Los marcadores
que se encuentren ligados seran utiles en procesos de seleccion asistida por mar-
cadores, pero sera dificil el clonaje posicional de los genes asociados a los mismos.

15



116

4. Aplicacion de la biotecnologia en los programas actuales de mejora

Un ejemplo de cdmo el nivel y la distribucion del desequilibrio pueden afectar
a los resultados lo tenemos en tomate, una especie con un alto desequilibrio de
ligamiento, lo que dificulta el mapado posicional. Ranc et al. (2012) llevaron a cabo
con éxito la identificacion de asociaciones significativas con el peso del fruto, el
numero de loculos y el contenido en sélidos solubles en tomate Para lograr una
mayor resolucién en el mapado por asociacion emplearon S. lycopersicum var. ce-
rasiforme, que presenta una estructura gendmica mixta entre S. lycopersicumy su
ancestro silvestre S pimpinellifolium, y en la que se ha encontrado un menor nivel
de desequilibrio de ligamiento.

Otros estudios que analizan una mayor diversidad de material vegetal, emple-
ando entradas de S. lycopersicum, S. cerasifome y S. pimpinellifolium, identifican
diferencias en la extension del desequilibrio de ligamiento en regiones especificas,
relacionadas con introgresiones de especies silvestres en especies cultivadas, lle-
vadas a cabo durante el proceso de mejora (Sim et al., 2012b; Xu et al., 2013;
Causse et al., 2013). Estos resultados deben ser tenidos en cuenta en los estudios
de asociacion. Empleando estrategias similares, Kwon et al. (2013) describen un
estudio empleando 300 lineas homocigotas de lechuga en el que identifican mar-
cadores asociados a caracteres de color de la semilla, y estructura y color de la
hoja, utiles para seleccion asistida.

En lugar de estudiar la asociacion a escala gendmica, el estudio puede orien-
tarse a la asociacion de mutaciones en genes candidatos. Reddy et al. (2014) llevan
a cabo un estudio de asociacion para identificar SNPs relacionados con el conte-
nido en capsicina en pimiento. Partiendo de 4 genes candidatos identifican un con-
junto de SNPs en el promotor de uno de ellos, relacionados de forma consistente
con la variacion en el contenido en capsicina de esta hortaliza.

Una de las principales estrategias que se ha empleado en especies arbdreas para
encontrar asociacion entre genotipo y fenotipo ha sido la elaboraciéon de mapas
genéticos con la identificacion de QTLs o regiones del genoma ligadas a los carac-
teres de interés. En especies arboreas la mayor parte de los mapas realizados con-
ciernen a especies frutales de interés economico como son los frutales de hueso o
género Prunus vy frutales de pepita o género Malus. Dada la alta heterozigosidad
de estas especies y la herencia cuantitativa o poligénica de muchos de los carac-
teres de interés, se ha conseguido determinar en la mayoria de los casos las zonas
del genoma ligadas, pero no con la suficiente precision para poder realizar mejora
asistida. Sin embargo, estos resultados suponen puntos de partida para que a tra-
vés de los genomas publicados y los marcadores SNPs disponibles que permiten
saturar las regiones diana, obtener marcadores y potenciales genes candidatos
para MAS.

Uno de los caracteres que ha despertado mas interés en los ultimos afios es el
de las necesidades en frio para la salida de la latencia, asi como caracteres feno-
l6gicos, como fechas de floracion y maduracion del fruto, pues comprenden el
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mayor factor limitante para la expansion de los frutales en zonas calidas y a su
vez representan la base genética sobre la que actuar en condiciones de cambio cli-
matico. Los primeros trabajos se realizaron en Populus (Frewen et al., 2000) y pos-
teriormente en especies del género Prunus. En melocotonero se localizd un
mutante que no entraba en latencia (evergrowing), el mapeo posicional de esta
mutacion determino que se debia a una delecion en un tandem de genes MADS-
box (Bielenberg et al., 2008). Posteriormente, mediante analisis de QTLs se deter-
mino que el mayor QTL asociado a necesidades en frio y fecha de floracidn se
localizaba en el cromosoma 1 de albaricoquero (Okolulu et al., 2009) y melocoto-
nero (Fan et al., 2010), y ambos se co-localizaban con los genes MADS-box. Esta
localizacion se ha corroborado en un mapa posterior de melocotonero, que ademas
incluye otros caracteres fenoldgicos (Romeu et al.,, 2014). A partir de la secuencia
de individuos extremos para el caracter salida de latencia se identificaron polimor-
fismos y potenciales genes candidatos en 3 de los mas importantes QTLs descritos
ligados a este caracter (Zhebentayeva et al., 2014). Similares QTLs, aunque con di-
ferencias en la contribucion individual, se han detectado en otras especies de Pru-
nus (Campoy et al,, 2011; Sanchez-Pérez et al., 2012; Dirlenwanger et al,, 2012) y
en Malus (Celton et al.,, 2011). Los primeros analisis de QTLs ligados a caracteres
de calidad del fruto se realizaron en melocotonero. Posteriormente, se han estu-
diado el efecto pleiotrépico entre caracteres de calidad y fecha de maduracion
(Eduardo et al., 2011). En melocotonero se han desarrollado mapas de alta densidad
de SNPs obtenidos por secuenciacion de los parentales para determinar QTLs de
calidad del fruto (Martinez-Garcia et al., 2013). La alta densidad de marcadores ha
permitido hacer hipotesis sobre los potenciales genes candidatos. En albaricoquero
se han obtenido QTLs para la arquitectura del arbol, fecha de brotacién y caracte-
risticas del fruto (Socquet-Juglard et al., 2013). En manzano se han realizado ana-
lisis de QTLs en 20 poblaciones que raramente comparten parentales. Entre los
primeros trabajos se encuentra el de Liebhard et al. (2003) que cartografio nume-
rosos caracteres de calidad del fruto y fenologia. Otros trabajos estudiaron carac-
teres como la firmeza y caracteristicas organolépticas (Cuadro 4.3). La resistencia
a patogenos también es una prioridad en la mejora. Se han identificado algunas
de herencia mendeliana que han permitido el establecimiento de marcadores y
mejora asistida (Esmenjaud y Dirlewanger, 2007), mientras que en otras de herencia
cuantitativa, se han identificado QTLs, lo que comporta limitaciones para la selec-
cion asistida por marcadores (Cuadro 4.3). Otra opcion es la seleccion a partir del
genoma o GS (genomic selection), una alternativa viable en aquellas especies que
cuentan con genomas conocidos y dispongan de SNPs para genotipar. Kumar et
al. (2012) utilizaron el chip 8K de manzano para identificar polimorfismos ligados
a caracteres del fruto que permitan la mejora asistida.

La identificacion de los genes subyacentes a estos QTLs se ve facilitada por los
estudios de expresion de genes candidatos. Se han llevado a cabo estudios de ex-
presion con Microarrays conteniendo unigenes y ESTs, para identificar candidatos
de calidad de fruto en Prunus. EI primer microarray empleado fue el uPEACH1.0,
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Cuadro 4.3.-Ejemplo de algunos QTLS localizados recientemente en mapas de algunos cultivos lefiosos por especie

y caracter cartografiado

Necesidades en frio

melocotonero

Fan et al., 2010,
Romeu et al,, 2014
Zhebentayeva et al., 2014

Necesidades en frio

almendro

Sanchez Pérez et al.,, 2012

Necesidades en frio

albaricoquero

Olokulu et al.,2009

Fenologia de yemas

manzano

Celton et al.,, 201

Fenologia de yemas

melocotonero, cerezo

Dirlewanger et al., 2012

Latencia de yemas

chopo

Chen et al.,, 2002

Cuajado de yemas

chopo

Fabbrini et al., 2012

Latencia de yemas

melocotonero

Blaker et al., 2013

Fenologia

albaricoquero

Campoy et al., 2011
Soquet-Juglard et al., 2013

Calidad del fruto

almendro

Sénchez Pérez et al.,, 2010
Font i Forcada et al., 2012

Fernandez i Marti et al., 2013

Calidad y caracteristicas del fruto

melocotonero

Martinez-Garcia et al., 2013
Eduardo et al., 2011
Quilot et al., 2004

Caracteristicas del fruto vid Cabezas et al., 2006

Calidad del fruto y fenologia manzano Liebhard et al., 2003
Kenis et al., 2008
Potts et al., 2014

Resistencia al fuego bacteriano manzano Peil et al., 2007,

Gardiner et al., 2012a

Resistencia a Xanthomonas

melocotonero

Yang et al., 2013

Resistencia a oidio

manzano, melocotonero

Calenge y Durel 2006

Lalli et al., 2005
Resistencia a moteado peral Pierantoni et al., 2007
Resistencia al virus de la tristeza naranjo Asins et al.,, 2004
Tolerancia a clorosis vid, Prunus Bert et al,, 2013, Gonzalo et al., 2012
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con 4,806 oligonucleotidos (Trainotti et al., 2006) con el cual se identificaron genes
involucrados en la fase climatérica, asi como en calidad post-cosecha en meloco-
tonero (Ziliotto et al., 2008) y albaricoquero (Manganaris et al., 2011). El siguiente
microarray Chill-Peach fue desarrollado para estudiar dafios por frio en meloco-
tonero (Ogundiwin et al., 2008), conteniendo 4.468 unigenes de mesocarpo. Este
ultimo microarray ha sido utilizado para identificar distintos genes involucrados
en la tolerancia a la asfixia radicular en Prunus (Rubio-Cabetas et al.,, 2010). En
chopo se han identificado genes diferenciales con respecto a Arabidopsis (Chris-
tianson et al,, 2010) en respuesta a hypoxia, e igualmente mediante la comparacion
con Arabidopsis se han identificado dos genes en respuesta a estreses abioticos
en Prunus (Almada et al., 2013). Otra técnica que se ha utilizado para identificar
genes asociados a caracteres cuantitativos ha sido la hibridacion sustractiva por
supresion (SSH). Esta técnica, combinada con el empleo de microarrays, permitio
determinar los genes relacionados con la salida del reposo invernal en melocoto-
nero (Leida et al., 2010) y la identificacion de genes que se inducian ante infeccio-
nes de fuego bacteriano (Noreli et al., 2009). En manzano se han identificado genes
en respuesta a la sequia por medio de una genoteca de raiz SSH (Kilian et al., 2007).
En citricos Yun et al. (2012) estudiaron la expresion diferencial de genes que in-
tervienen en el mantenimiento de la calidad del fruto en post-cosecha. Por ultimo,
los estudios de asociacion se han desarrollado en melocotonero con SNPs asocia-
dos a fecha de cosecha, contenido en flavonoides, sorbitol, azucares totales y fir-
meza (Picafiol et al., 2013: Font i Forcada et al., 2013).

4.4. Empleo de la informacion genética y gendmica para el desarrollo
eficiente de cultivares mejorados

Una de las primeras aplicaciones de las nuevas tecnologias genomicas con
mayor impacto en mejora es el desarrollo de protocolos para seleccion asistida por
marcadores (MAS), que facilitan la introgresion de /oci de interés en materiales
élite mediante retrocruzamiento. Un ejemplo fue la introduccion de un QTL para
tolerancia a la inmersion (sumergimiento) en arroz (Sub7), lo que supuso mejorar
los rendimientos en una zona muy amplia de Asia (Septiningsih et al., 2009). La
mejora privada, especialmente en maiz, utiliza rutinariamente esta metodologia.
En otros cereales como cebada y trigo, donde la mejora publica es importante, se
han diseflado marcadores funcionales, del propio gen o asociados a genes que con-
trolan caracteres morfoldgicos, agronomicos, o de resistencia a enfermedades que
pueden ser utilizados para diferenciar variedades, o facilitar el sequimiento de de-
terminados alelos en programas de mejora (Cockram et al.,, 2012; Liu et al., 2012).
Ademas, en el caso especifico de trigo, se estan implementando protocolos espe-
cificos para seleccion asistida por marcadores para genes de resistencia a hongos
(royas, oidio, Fusarium, etc.), virus, insectos, calidad de grano (alto contenido de
proteinas, contenido en amilosa y amilopectina, firmeza del gluten, color de la se-
molina, etc.), asi como otros marcadores para caracteres agrondmicos (genes de
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enanismo y de vernalizacion). Es una herramienta en constante desarrollo, a la que
se puede acceder en la direccion http://maswheat.ucdavis.edu/Index.htm.

La seleccion asistida con marcadores funciona bien para caracteres monogé-
nicos, en retrocruzamientos, o en la piramidalizacion de unos pocos genes, como
se ha hecho en arroz (Luo et al., 2013; Steele et al., 2013) 0 maiz (Yang et al., 2013).

Una vez que se han identificado SNPs especificos para un gen, o asociados a un
determinado caracter, para su aplicacion en mejora se esta empezando a utilizar el
sistema KASP (Kompetitive allele specific PCR), desarrollado por KBioscience y ofre-
cido por la empresa LGCGenomics. Este sistema permite genotipar a pequefia escala,
con un disefo especifico para cada polimorfismo. Es el sistema de genotipado uti-
lizado por el CIMMYT de forma rutinaria, con un coste menor que los de otras pla-
taformas (Semagn et al.,, 2014). Ademas, ha sido el sistema elegido para convertir
SNPs en marcadores utiles para mejora en once cultivos, entre los que se encuentran
arroz, maiz y trigo, en la iniciativa del Generation Challenge Programme.

En el caso de caracteres cuantitativos, controlados por muchos genes con
efecto pequeno, este método es ineficaz. Una metodologia nueva en plantas, que
puede tener gran impacto en la mejora de cereales, es la seleccion genomica (GS,
Genome Selection), (Heffner et al., 2009), combinando informacién fenotipica y
genotipica. En seleccion gendmica se estima el valor de un individuo basado en su
informacion genética, teniendo en cuenta todos los marcadores a la vez y no sélo
unos pocos como se hace en MAS. La base de la seleccion gendmica esta en la im-
plementacion de nuevas plataformas de genotipado, y en los nuevos métodos de
secuenciacion, capaces de generar un elevado numero de marcadores que cubran
todo el genoma. En seleccion genodmica se utilizan dos poblaciones distintas, por
un lado estd la poblacion de entrenamiento (“training”), que es genotipada a escala
gendmica con un numero elevado de marcadores y fenotipada con detalle en en-
sayos repetidos para los caracteres de interés en el programa. La informacion de-
rivada de la poblacion de entrenamiento es la que se utiliza para seleccionar
candidatos en funcion de su genotipo en la poblacion de seleccion. El éxito de la
seleccién genomica no solo se basa en los avances gendmicos, sino que también
requiere del desarrollo de técnicas de fenotipado, fundamentalmente para los ca-
racteres cuantitativos. Asi, la fendmica (phenomics), tecnologia de fenotipado a
gran escala, es esencial para establecer estos modelos y llevar a cabo con éxito los
procesos de GS (Toppa et al., 2013).

Aunque es una metodologia reciente en plantas, ya se esta aplicando en la prac-
tica. Los primeros estudios en maiz y trigo utilizan, en la poblacion de entrena-
miento, 300-400 lineas genotipadas con 30.000-100.000 SNPs en combinacion
con unos 1300-1700 DArT (Poland et al., 2012b; Crossa et al., 2013, 2014; Heslot
et al., 2013; Lado et al., 2013), a partir de los cuales hay que ajustar los modelos
para predecir el potencial genético de distintos individuos, sin tener que evaluarlos
fenotipicamente en campo.
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Como queda patente en los puntos anteriores, se esta avanzando mucho en el
establecimiento de la conexion entre genotipo y fenotipo. Como consecuencia de
los estudios de ligamiento llevados a cabo en numerosas horticolas se dispone de
muchos marcadores, basados en el propio gen o ligados a genes de resistencia a
enfermedades causadas por virus, hongos o bacterias (Foolad y Panthee, 2012). Por
ejemplo, en tomate se dispone de marcadores para la resistencia a numerosos virus,
hongos, bacterias y nematodos (Meloidogyne). A pesar de su disponibilidad solo
algunos parecen utilizarse de forma rutinaria para la seleccion asistida por mar-
cadores en los programas de mejora. Entre estos destacan la incorporacion en ma-
terial comercial de resistencia a Fusarium oxysporum f sp. lycopersici (genes /), a
Phytophthora infestans (genes Ph), a Cladosporium fulvum (genes Cf), a Leveillula
taurina (gen Lv), a Verticillium (genes Ve), a Pseudomonas syringae (genes Pto) o
a Xanthomonas (genes Xv). Aunque en algunos casos ha sido necesario combinar
la seleccion asistida por marcadores con una seleccion fenotipica para conseguir
mayores niveles de resistencia. La seleccion mas eficiente por marcadores ha sido
la resistencia a virus, concretamente al Tobamovirus ToMV (Tomato Mosaic Virus),
al geminivirus, TYLCV (Tomato Yellow Leaf Curl Virus) y al Tospovirus TSWV (Tomato
Spotted Wilt Virus), permitiendo una seleccion no sélo mas rapida, sino también
mas econdmica que el fenotipado por resistencia.

Situaciones similares a la de tomate se encuentran en otras horticolas. Por
ejemplo, en el caso del pimiento donde la seleccidn asistida por resistencia a
Phytophthoray Colletotrichumy a virus, como CMV (Cucumber Mosaic Virus), TMV
(Tobacco Mosaic Virus), PepMoV (Pepper Mottle Virus) y TSWV (Tomato Spotted
Wilt Virus), es posible, pero también por caracteristicas de calidad, por ejemplo uti-
lizando marcadores ligados al gen Pun1, involucrado en la sintesis de capsinoides,
compuestos similares a los capsicinoides, pero que no pican (Garcés-Claver et al,,
2007; Tanaka et al., 2014). En el caso del melon, existen marcadores de utilidad
probada para resistencias a afidos (gen Vat), al MNSV (Melon Necrotic Spotted
Virus, gen nsv), a distintas razas de Fusarium oxysporum f melonis (genes Fom), y
también a parametros relacionados con la produccion y la calidad, como la deter-
minacion sexual (gen a, andromonoecious) o el color de la carne (gen W1 (Fer-
nandez-Trujillo et al., 2012; Diaz et al., 2011).

La seleccidn asistida de estas caracteristicas monogeénicas ha sido mas fre-
cuente y eficiente para el desarrollo de nuevos cultivares que la de caracteristicas
de genética compleja, fundamentalmente por la falta de estabilidad de los QTLs al
cambiar de poblacion y por el arrastre de ligamiento de caracteristicas desfavora-
bles. Aunque la mejora para caracteres de calidad, tales como el sabor y el dulzor
basada en los QTLs disponibles no ha sido demasiado exitosa, si se han logrado se-
lecciones adecuadas en la mejora de caracteres cuantitativos relacionados con la
resistencia a enfermedades. Por ejemplo, en el caso de la resistencia a Phytoph-
thora, donde existe la posibilidad de seleccion de resistencias monogénicas espe-
cificas de raza, se han identificado QTLs no especificos de raza en entradas de
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Solanum habrochaites. Sin embargo, su uso en seleccion asistida no se ha llevado
a cabo con éxito debido a que arrastran por ligamiento caracteristicas desfavora-
bles (como madurez tardia y excesivo tamafo de la planta), por lo que se requiere
separar estos efectos previamente, por ejemplo mediante el desarrollo de NILs
antes de utilizarlo. A pesar del esfuerzo dedicado a identificacion de QTLs asociados
a la mejora de la resistencia a estreses abioticos, salinidad, sequia o bajas tempe-
raturas, todavia no se ha conseguido una mejora efectiva de estos caracteres ba-
sada en marcadores.

En relacion con lo comentado anteriormente, el enorme esfuerzo invertido en
la identificacion de QTLs no ha podido ser suficientemente explotado, debido fun-
damentalmente a las limitaciones de los QTLs identificados empleando determi-
nados tipos de poblaciones. Por ello, para poder llevar a cabo una mejora asistida
por marcadores de caracteristicas cuantitativas es esencial el empleo de poblacio-
nes adecuadas. Las nuevas técnicas gendmicas estan permitiendo avanzar en el
desarrollo de poblaciones que son a la vez herramientas de estudio de caracteres
cuantitativos y herramientas de combinacion de variantes genéticas para el des-
arrollo de nuevos cultivares. Entre estos tipos de poblaciones se encuentran las
colecciones de lineas de introgresion, en las que, mediante un retrocruzamiento
asistido con marcadores a escala gendmica, se introducen en un genoma cultivado,
a ser posible de una variedad de élite, introgresiones Unicas de un genoma exotico.
De esta forma, la coleccion completa de lineas representa el genoma exotico en
su totalidad. La separacion de segmentos gendmicos individuales, minimiza los fe-
nomenos de epistasia entre QTLS, que dificultan su deteccion y la introgresion de
los mismos en fondos genéticos de elite, valida su expresion en los mismos. El em-
pleo de este tipo de poblaciones esta permitiendo mejorar la seleccion por marca-
dores de caracteres cuantitativos.

Entre las especies frutales la mejora asistida destaca en el manzano y el melo-
cotonero, tanto por su importancia econdmica como por la mayor disponibilidad
de recursos (mapas de ligamiento, secuencia del genoma y plataformas de SNPs),
en ambas especies para resistencia a patdgenos y para algunas caracteristicas de
calidad del fruto.

Para la resistencia al moteado en manzano, causado por el hongo Venturia in-
aequalis, se identifico el gen Vf posteriormente renombrado Rvi6, localizado en el
GL1 donde se identificaron 3 genes candidatos del tipo RGA con un dominio LLR.
Después se identifico un nuevo gen de resistencia como Rvi15 o Vr2 y se carto-
grafié en una zona de 48,7 Kb, determinado por la presencia de 3 genes candidatos
del tipo TIR-NBS-LRR (Galli et al., 2010). En la actualidad se han identificado hasta
un total de 8 genes de resistencia alternativos al Vf por lo que se requiere la pira-
midizacion de genes mayores (Gessler y Pertot, 2012). Se dispone de un total de
14 SSRs organizados en 4 multiplex que permiten el analisis de 9 genes de resis-
tencia mayores (Patocchi et al., 2009). A partir del genotipado con las plataformas
de SNPs de RosBreed existen ademas SNPs disponibles para la mejora asistida de
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resistencia al moteado, concretamente para los genes Rvi6 y Rvi2. Los marcadores
que permiten seleccionar caracteres de fruto en manzano son la acidez mediante
el SNP2 (ss475876558), textura crujiente, Crispness-SNP1 (ss475881704) y con-
servacion post-cosecha (ACO_FEM_cg_4 ACO_FEM_cg_5). En melocotonero se
dispone de marcadores ligados al caracter melocoton/nectarina, color de la pulpa
y forma del fruto (Picafiol et al., 2013), el tipo de fruto basado en polimorfismos
en un intron de la endoPG (Peace et al., 2005), SSRs asociados a alto contenidos
en sorbitol, fenoles y azucares (Font i Forcada et al.,, 2013), y una insercion en un
exon del gen candidato ppa008301m que cosegrega con la fecha de maduracion
y permite desarrollar marcadores de seleccion (Pirona et al., 2013).

En los programas de mejora de patrones para melocotonero la resistencia a ne-
matodos agalladores Meloidogyne spp. es uno de los objetivos prioritarios (Rubio-
Cabetas et al.,, 2012). El gen Ma de resistencia a M. arenaria del ciruelo mirobolan
(P. cerasifera) pertenece al grupo de genes TIR-NBS-LRR (Claverie et al., 2011) y
esta localizado en el GL7 donde se dispone de dos marcadores gendmicos NSCALF2
(dentro del primer intron) y CT3-4N (dentro de la region C-terminal) (Esmenjaud y
Dirlewanger 2007, Claverie et al., 2011). Otro gen RMia (R) confiere resistencia a
M. incognitay M. arenaria que co-segregan en otros genotipos, ‘Nemared', ‘Shalil’
y ‘Juseitou' en el GL 2. Para este gen se dispone de 5 marcadores SSR especificos
para 'Nemared'. Se ha cartografiado en una distancia de 92-kb que comprende 4
genes candidatos para el gen de la familia TNL (Duval et al., 2014). El polimorfismo
de los tres marcadores mas estrechamente ligados son dos SNP_APP92,
SNP_APP91, y un SSR, y discriminan perfectamente las accesiones Ry S, sugiriendo
que al menos la fuente de R de 'Nemared', 'Nemaguard' y ‘Shalil' comparte un an-
cestro comun de resistencia.

Para el virus de la sharka solo se han identificado fuentes de resistencia en al-
baricoquero. Aunque se identifico el locus PPVres (Vera et al., 2011), la comparacion
con la secuencia disponible del melocotonero permitié la obtencion de marcadores
ligados. En la actualidad se cuenta con 3 marcadores SSR: PGS1.21, PGS1.23 y
PGS1.24 que muestran diferencias alélicas ligadas a la resistencia a sharka y que
permiten realizar la seleccion precoz de las descendencias (Soriano et al., 2012).
Por medio de mapeo posicional se han identificado genes candidatos (Zuriaga
etal, 2013).

La autoincompatibilidad es otro caracter en el que se han invertido muchos es-
fuerzos y en el que se realiza mejora asistida por marcadores. Este caracter (SI)
esta controlado por un locus multialélico basado en la actividad de las RNAsas del
pistilo. En el género Prunus la region codificante de la RNAsa esta interrumpida
por dos intrones que varian en tamafo, lo que permite identificar diferencias alé-
licas por secuenciacion parcial de dichos intrones y posterior disefio de cebadores.
Esta metodologia ha permitido diferenciar por medio de PCR convencionales los
distintos alelos y realizar mejora asistida para la seleccion de los alelos de autoin-
compatibilidad o para determinar la fertilidad de cruces intervarietales en los pro-
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gramas de mejora de almendro (Fernandez i Marti et al., 2010); cerezo (Cachi y
Wiinsch, 2014), albaricoquero (Vilanova et al., 2005), manzano (Matsumoto et al.,
2007), peral (Sanzol, 2009) y nispero (Gisbert et al., 2009).
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5.1. Introduccion a la propiedad intelectual

Los derechos de propiedad intelectual (DPI) protegen a los creadores de inven-
tos, ideas y disefios de la explotacion de su creacion por parte de terceros sin im-
pedir que los beneficios se filtren a la sociedad (Adcock, 2007; WIPQ, 2008). Las
dos categorias mas importantes de DPI son el "copyright” y "la propiedad indus-
trial" (WIPO, 2008; Kannan, 2010). El copyright se aplica principalmente a obras li-
terarias, artisticas y musicales, pero también puede utilizarse para dibujos técnicos
y arquitectonicos, mientras que en la propiedad industrial se incluyen invenciones,
marcas registradas y disefios (Kannan, 2010). Una invencion se ha definido como
la creacion de un proceso o un producto que proporciona una nueva 0 mejor ma-
nera de hacer algo, o que proporciona una nueva solucion a un problema (WIPO
2006). Las invenciones estan protegidas por patentes, que son definidas por la Or-
ganizacion de la Propiedad Intelectual Mundial (WIPQ) como "un derecho exclusivo
concedido por el estado a una invencion que sea nueva, implique un paso inventivo
y sea susceptible de aplicacion industrial” (WIPQO, 2006). Estos requisitos de la in-
vencion se describen a menudo como novedad, no obviedad y utilidad, y deben
darse a conocer de forma clara y completa en la solicitud de patente (Fleck and
Baldock 2003; WIPO, 2006).

La solicitud de la patente marca su alcance juridico, la naturaleza de la inven-
cion, los detalles del inventor, el titular de la patente y otra informacién legal
(WIPQ, 2006). Consta de una peticion, una descripcion, unas reivindicaciones, di-
bujos (si es necesario) y un resumen. La estructura de la solicitud es similar en
todo el mundo. La descripcion debe contener suficiente detalle para ser recons-
truida sin un esfuerzo inventivo adicional, y las reivindicaciones deben determinar
el alcance de la invencion y por lo tanto el alcance de la proteccidn requerida
(WIPQ, 2006). Cuando se considere presentar una solicitud de patente, el solici-
tante debera determinar si la invencién cumple con los requisitos de novedad, no
obviedad y utilidad (Fleco and Baldock, 2003). Las definiciones de no obviedad y
utilidad son subjetivas y pueden diferir entre las distintas jurisdicciones, pero la
novedad puede establecerse acudiendo a dos fuentes de documentacion que for-
man el cuerpo de conocimiento existente o "estado de la técnica”. La primera, es
la literatura cientifica, accesible al publico y muestra si las invenciones anteriores
fueron divulgadas v, por lo tanto, de dominio publico. Una vez en el dominio pu-
blico, una invencion ya no se puede patentar. La sequnda, es la gran coleccion de
patentes existentes.

5.2. Dificultades en la busqueda de patentes

La mayoria de los cientificos se convierten en adeptos a la busqueda bibliogra-
fica cientifica, como consecuencia del facil acceso a las bases de datos bibliogra-
ficas como PubMed y Web of Knowledge (Parisi et al., 2013). Gracias a ellas, un
investigador puede establecer rapidamente si una invencion esta, o no, en el do-
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minio publico. Sin embargo, debido a que hay millones de patentes, tanto en vigor
como caducadas, una busqueda de la propiedad intelectual dentro del conoci-
miento existente o "estado de la técnica" se vuelve larga y compleja, sobre todo
cuando se trata de invenciones que requieren de conocimientos especializados,
tanto de conceptos cientificos, como de legislacion de patentes. Las grandes em-
presas y organizaciones emplean a abogados especialistas en patentes para su-
pervisar este proceso, pero los gastos que conllevan no pueden ser asumidos por
pequefos proyectos de investigacion financiados con fondos publicos.

Un enfoque alternativo es el uso de los servicios en linea que ofrecen la mayoria
de oficinas nacionales de patentes para su analisis. Las oficinas de patentes de los
tres territorios mas importantes (Europa, USA y Japon) retnen las bases de datos
mas grandes y completas, y dos bases de datos adicionales (WIPO y Cambia) tienen
una cobertura global (Figuras 5.1y 5.2; Parisi et al., 2013). Por lo tanto, es aconse-
jable analizar estas bases de datos en la fase inicial del proyecto de investigacion,
sobretodo si este implica aplicaciones comerciales potenciales. Es necesario ase-
gurarnos que tecnologias que vamos a utilizar y productos que podamos obtener,
no invaden derechos de propiedad intelectual existentes y son lo suficientemente
novedosos para generar nueva propiedad intelectual. Es importante distinguir entre
la propiedad intelectual generada durante el desarrollo del proyecto, de la ya exis-
tente e incorporada al proyecto por parte de los investigadores que participan en
el. La publicacion de manuscritos cientificos puede también requerir la citacion de
patentes como referencia, en este caso, las bases de datos de patentes proporcio-
nan una fuente util que puede ser utilizada de la misma forma de las bases de
datos de publicaciones cientificas.
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Figura 5.1.=Solicitudes totales de patentes por afio, divididas por oficinas nacionales (WIPO, 2013).
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Figura 5.2.-A. Contribucion de las oficinas nacionales al aumento de solicitudes de patentes en todo el mundo
para 2011 (WIPO, 2012) B. Contribucion por region geografica al numero de patentes para 2011. (WIPQ, 2012).

5.3.Busqueda previa de IP en un proyecto concreto como ejemplo

El proyecto SmartCell (KBBE 222.716; http://www.smart-cell.org) financiado con
fondos europeos del Séptimo Programa Marco tenia el objetivo de desarrollar co-
nocimientos basicos y tecnologias que capacitarian la ingenieria genética de plan-
tas de tabaco para la produccion de productos del metabolismo secundario de
elevado valor economico, que podrian ser extraidos y purificados facilmente para
usos médicos o industriales. Agrupaba a 14 laboratorios e institutos de investiga-
cion publicos y 4 empresas de la Unidn Europea. El presupuesto total era de 8,5
millones de euros y con una duracion inicial de 4 afos (2009-2012). Una parte
esencial del proyecto era la ingenieria metabdlica de la ruta de los alcaloides indol
terpenoicos (TIA) en plantas de tabaco. La complejidad de la ruta metabdlica vy el
desconocimiento de algunas secuencias y genes nos obligaron a aplicar el proceso
de busqueda previa en el contexto del proyecto para desarrollar una estrategia sis-
tematica para el analisis de las patentes que se relacionan con la ingenieria meta-
bolica de la ruta de TIA en plantas. La estrategia de busqueda que desarrollamos
permitio la rapida identificacion de las 50 patentes que podian afectar a los dere-
chos comerciales resultantes de aplicar la ingenieria genética a la ruta metabolica
de TIA en plantas. Esta estrategia podria aplicarse a otros proyectos de investiga-
cion modificando los términos de busqueda.

5.3.1. Las bases de datos

El estudio se centro en el uso de las cinco bases de datos de patentes mas im-
portantes, publicamente disponibles y que ofrecen servicio de exploracion a través
de Internet:
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1. La base de datos (Espacenet) de la Organizacion de Patentes Europea (EPOQ),
que ofrece acceso gratuito a mas de setenta millones de patentes publicadas
desde 1836 (EPO, 2013a) y que, ademas, ofrece acceso a la informacion de
patentes relacionadas (patentes similares en otros paises), informes sobre
su estado legal, otras publicaciones no relacionadas con las patentes y en-
laces al registro de patentes europeo (EPO, 2013b).

2. La base de datos completa (PatFT) de la oficina de registro de marcas y pa-
tentes de Estados Unidos (USPTO), que contiene toda la documentacion de
las patentes concedidas desde 1976 (USPTO, 2013a).

3. La Oficina de Patentes Japonesa (JPO), que alberga la biblioteca digital de Ia
propiedad industrial (IPDL) y que ofrece acceso publico a las bases de datos
de patentes y modelos de utilidad, disefios o marcas registradas y figuras
(JPO, 2013).

4. La Organizacion de la Propiedad Intelectual Mundial (WIPQ), cuya base de
datos alberga 18.650.000 documentos de patentes que incluyen 2.170.000
aplicaciones que representan a todas las oficinas WIPO (WIPO, 2013a, b).

5. La base de datos de patentes CAMBIA y los recursos vinculados a ella (CAMBIA,
20133, b).

5.3.2. Metodologia general de busqueda

Cada una de las bases de datos mencionadas anteriormente cuenta con un for-
mato de busqueda Unico, lo que significa que se requieren elementos de busqueda
distintos para acceder a la informacion en cada caso y, ademas, el alcance de dicha
informacion esta restringido por los términos de busqueda permitidos. Las cinco
bases de datos cuentan con multiples categorias de busqueda, desde una busqueda
simple con capacidad limitada, hasta una busqueda avanzada que permite con-
sultas complejas y extensas (Figura 5.3).

La base de datos de patentes EPO (Espacenet) ofrece opciones de "busqueda
inteligente”, "busqueda avanzada" y "busqueda clasificada”. La busqueda inteligente
permite el uso de una o varias palabras a la vez como términos de busqueda, o co-
mandos de busqueda booleanos mas complejos enfocados a campos especificos
de la patente como, el titulo, el resumen, el afio, el inventor o el numero de la pa-
tente (Espacenet, 2013a). La busqueda avanzada puede utilizarse para combinar
distintos términos de busqueda, por ejemplo, patentes de un afio en concreto, un
pais determinado, y palabras especificas que se encuentre en el titulo o en el re-
sumen (Figura 5.3); también se puede limitar la busqueda a colecciones diferentes
de todo el mundo (todas las patentes de mas de 90 paises), EP (al texto completo
de las todas las patentes de la Union Europea) y WIPO, una coleccion completa
que incluye el texto completo de las patentes publicadas y sus aplicaciones (Espa-
cenet, 2013b). Se puede buscar un grupo de patentes publicadas de un area técnica
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Figura 5.3.-Una 'busqueda avanzada' en la base de datos de patentes EPO. A. 'Busqueda Avanzada' usando el
término "ingenieria metabdlica”. B. Resultados de la busqueda.

concreta utilizando la busqueda clasificada, que es una herramienta muy Util para
los profesionales de las patentes (Espacenet, 2013a).

La base de datos de imagenes y texto completo de la USPTO (PatFT) ofrece una
“busqueda rapida y simplificada”, una "busqueda avanzada personalizada” y una
“opcion de busqueda” a través del numero de patente que permite recuperar pa-
tentes individuales (USPTO, 2013b). La busqueda rapida permite utilizar uno o dos
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términos para la busqueda, bien en todos los campos, bien en campos especificos
como pueden ser el resumen, el titulo, el numero de la patente, el inventor o el
solicitante. Con la opcion busqueda avanzada se pueden afadir mas términos, per-
mitiendo secuencias de busqueda mas complejas que incluyen operadores boole-
anos (Figura 5.4).

El aplicativo de busqueda de la Oficina de Patentes Japonesa (JPO) es mas com-
plejo y restrictivo que las equivalentes de la EPO y la USTPO. Las herramientas "base
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Figura 5.4.-Una 'busqueda avanzada' en la base de datos de patentes USPTO. A. '‘Busqueda Avanzada' usando el
término "ingenieria metabdlica”. B. Resultados de la busqueda.
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de datos de los boletines de patentes y modelos de utilidad” y "concordancia pa-
tente y modelo de utilidad" permiten recuperar patentes por el codigo o nimero
de aplicacion. La busqueda a partir del termino FI/F, permite recuperar patentes
mediante el término-F, un sistema para clasificar patentes basado en sus aspectos
técnicos, que se superpone con el sistema de proteccion de la propiedad intelectual
supervisado por la WIPOQ. Sin embargo, el aplicativo mas util es la busqueda en los
resumenes de las patentes de Japdn, donde la combinacion de palabras clave puede
utilizarse ligada a operadores booleanos, pero esta limitada a tres términos y solo
busca en el titulo, inventores y resumen (Figura 5.5). En este sistema parece que
no existe un sistema de acceso publico para llevar a cabo busquedas del texto com-
pleto de las patentes japonesas (IPDL, 2013).
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3. 2010 - 284173 ENGINEERING OF METABOLIC CONTROL
4. 2010 - 268807 PROMOTER AND PLASMID SYSTEM FOR GENETIC ENGINEERING
5.2010- 022374 METABOLIC ENGINEERING OF AMINO ACID PRODUCTION
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12. 2006 - 280383 METABOLIC ENGINEERING OF AMINO ACID PRODUCTION
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Figura 5.5.-Una 'busqueda avanzada' en la base de datos de patentes JPO. A. 'Busqueda Avanzada' usando el
término "ingenieria metabdlica". B. Resultados de la busqueda.
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La base de datos de WIPO puede explorarse utilizando operadores booleanos
por campo, donde se incluye la portada y el texto completo. A pesar de que las
bases de datos de WIPO pueden ser exploradas a través de la aplicacion de la EPO
descrita anteriormente, el portal de WIPO también permite busquedas restringidas
a oficinas concretas como muestra la Figura 5.6 (WIPQ, 2013b).

La pagina web de CAMBIA ofrece la opcion de "busqueda rapida” que permite
buscar a través de palabras clave en todo el texto o en una de las secciones de la
pagina frontal (titulo, resumen, inventor y solicitante) utilizando la sintaxis apro-
piada (Figura 5.7), mientras que el sistema mas complejo de "busqueda estructu-
rada" permite el uso de expresiones de busqueda booleanas exhaustivas sobre un
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Figura 5.6.-Una ‘busqueda avanzada' en la base de datos de patentes WIPO. A. ‘Busqueda Avanzada' usando el
término "ingenieria metabdlica". B. Resultados de la busqueda.



Teresa Capell, Paul Christou

Home | Search Patents | Search Sequences | Help Language: English (US) | Enalish (GB) | Francais | s | Pycoa

P@n Lens Free Full-text Worldwide Patent Searching - 12,242,942 patent documents - updated Oct 23, 2012

‘ Patent Number | Quick Search | Structured Search | Expert Search ¥ Search for Sequences in Patents H
Match criteria (if multiple fields are used)
Patent Collections &
Metabolic AND engineering in (full-text B Grants Applications
in [ude 9 @D # us # us
N —D D) Europe & wipoyeCT
5  Australia o Australia
L in (inventor 3 (D °
< = Language O (Engish )
5 in [(applicantjassignee ] ((-1)
o (+1
£
o O Publication or Filing Date
3 O Predicted Expiry Date (US granted patents only) @
i [ Lapsed Date (US granted patents only)
Stemming © Items per page [101%
A
Search Results for ((Metabolic AND engineering) in fulltext) FER S
Showing 1-10 of 187,278 results (in 0.418 seconds) < 12345678910 >
O No PatentNo Title Info Published Score v
O 1 AU2007/299219 A1  Process for the production of a fine chemical Mar 27, 2008
patent application
O 2 WO02008/034648 A1 PROCESS FOR THE PRODUCTION OF A FINE CHEMICAL §  Mar27,2008
patant application
O 3 WO02007/087815 A2 PROCESS FOR THE CONTROL OF PRODUCTION OF FINE CHEMICALS Aug9,2007
patent application
04 us 1Al REVERSE GENGME-SCALE METABOLIC NETWORK RECONSTRUCTIONS FOR Oct 15,2009  EE
patent application ORGANISMS WITH INCOMPLETE GENOME ANNOTATION AND DEVELOPING CONSTRAINTS
USING PROTON FLUX STATES AND NUMERICALLY-DETERMINED SUB-SYSTEMS
~
2 O 5 U52009/0210968 Al Drought Responsive Genes In Plants And Methods Of Their Use ¥ Aug20,2009 mEEE
3 patent application
3 0 6 US7469185 Primary rat hepatocyte toxicity modeling &  Dec23,2008 HEE
‘; granted patent
H O 7 US2006/0099578 A1 Mitochondrial biclogy expression arrays §  May11,2006 mEEE
3 patant application
O 8 U52009/0023182 Al COMPLEMENTARY METABOLIZING ORGANISMS AND METHODS OF MAKING SAME Jan 22,2006 .
patent application
09 us 15A1 ‘mined DNA fragments and corresponding encoded therapy Oct 22,2009 H—
patent application
O 10 W0 2003/029425 A2 WHOLE CELL ENGINEERING USING REAL-TIME METABOLIC FLUX ANALYSIS. Apr 10,2003 N
patant application
< 12345678910 >
(View checked patents)  (Save checked patents)
Patent Lens {v1.3.8) a service of Cambia | Patent Search Help. b Iitiative for
Please report any search issues using our feedback form C&‘M {23 m Open Innovation B
R Y
Disclaimer <

Figura 5.7.-Una 'busqueda avanzada' en la base de datos de patentes CAMBIA. A. '‘Busqueda Avanzada' usando el
término "ingenieria metabdlica”. B. Resultados de la busqueda.

intervalo de campos mas amplio. Finalmente, la "ousqueda avanzada o experta”,
permite introducir toda la peticion de busqueda manualmente, lo que implica un
sistema mas dificil de aprender, pero es un recurso muy poderoso para realizar
busquedas complejas (Patentlens, 2013).

5.3.3. Resultados del desarrollo de una estrategia de busqueda enfocada

Nuestra tarea consistio en identificar patentes que podrian interferir en el des-
arrollo de un proceso comercial basado en la ingeniera de la ruta metabdlica TIA
en las plantas. Por lo tanto, el primer paso consistio en definir los términos de bus-
queda relacionados con la invencidén que captarian patentes relacionadas. Estos
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términos se clasificaron en varias categorias (relacionados con productos, con pro-
cesos y con tecnologia). Iniciamos el proceso de busqueda utilizando términos am-
plios como “ingenieria metabolica” o "producto secundario” con el objetivo de
capturar un amplio numero de patentes, pese a asumir un alto porcentaje de falsos
positivos. Este primer paso fue necesario para definir el espectro de patentes rela-
cionadas con la ingenieria metabdlica en el que queriamos centrarnos vy, a la vez,
asegurarnos que patentes clave no fuesen excluidas en esta primera busqueda. Por
ejemplo, con la busqueda en la base de datos de la USPTO utilizando “ingenieria
metabalica” se obtuvieron mas de 14.000 resultados. En el siguiente paso inten-
tamos emparejar esos términos de busqueda mas amplia con términos tangibles
mas especificos relacionados con la ruta metabolica TIA utilizando los operadores
booleanos, buscamos por ejemplo “ingenieria metabolica AND estrictosidina”. Re-
dactamos una lista de genes/enzimas, intermediarios y productos importantes para
la ruta y los emparejamos con los cuatro términos generales que habian sido mas
productivos en numero de resultados: "ingenieria metabdlica”, "productos natu-

"o

rales”, "metabolismo secundario” y "productos secundarios” (Miralpeix et al., 2014).

Descubrimos que esta estrategia inicial requeria de varias busquedas repetitivas
que producian resultados que a menudo se solapaban debido a que muchas pa-
tentes relacionadas con la ingenieria metabolica enumeran multiples genes, enzi-
mas, intermedios y productos, incluso si éstos no estan directamente relacionados
con la invencion, y también porque muchas patentes contienen mas de uno de los
términos generales que usamos para definir el alcance de patentes relacionadas
con la ingenieria metabolica. Como consecuencia, desarrollamos una estrategia de
busqueda inteligente basada en el uso de operadores booleanos y caracteres co-
modin para definir un término ideal que capturase el rango de patentes que que-
riamos explorar.

La segunda ronda de busquedas la llevamos a cabo combinando dos estrategias
distintas. En la primera evaluamos el coste de restringir la busqueda al titulo/re-
sumen o solo al titulo comparandolo con explorar el texto completo. En la segunda
refinamos el rango de la busqueda con términos adicionales. Con el fin de excluir
la ingenieria metabolica en microorganismos, afiadimos términos para asegurarnos
que la patente incluyese el término planta o un derivado y también afiadimos tér-
minos identificando plantas medicinales especificas y plantas modelo (por ejemplo
tabaco, Arabidopsis, Catharanthus). Estos términos fueron relacionados por el ope-
rador booleano OR con el objetivo de evitar la ambigiiedad con la palabra planta,
como se daria en el caso de una planta de manufacturacion o una planta de ma-
quinaria pesada.

Nos dimos cuenta de que la busqueda solo en el titulo/resumen era demasiado
restrictiva y que generaba demasiados falsos negativos. Por ejemplo, buscando en
la base de datos de la USPTO con los términos "P450 AND ingenieria metabdlica
AND planta AND (tabaco OR Arabidopsis OR Catharanthus)" se obtuvo un resul-
tado de 226 patentes cuando examinamos el texto completo; el resultado se redujo
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a nueve patentes cuando se restringio la busqueda al titulo y resumen; se obtu-
vieron unicamente tres patentes cuando examinamos solo los titulos. Los términos
generales para elementos tangibles como alcaloide y terpenoide, fueron también
demasiado generales y captaron demasiadas patentes cuando examinamos el texto
completo. No obstante, en muchos casos, la restriccion de busqueda al titulo/re-
sumen/reivindicaciones redujo el nimero de resultados a practicamente cero o
cero (Miralpeix et al., 2014).

5.3.4. Desarrollo de una estrategia de busqueda ideal

Para afrontar el reto de desarrollar una estrategia de examen de patentes, sin
redundancias, que capturara todas las patentes relevantes con el menor numero
de falsos positivos, se decidi¢ desarrollar una estrategia ideal de busqueda que in-
cluiria cuatro términos generales, la restriccion a plantas modelo y medicinales y
a los elementos tangibles como genes y enzimas, intermediarios y productos. Se
probaron estos términos utilizando los elementos tangibles mas generales como
“alcaloide” y "terpenoide” para evaluar el impacto de las diferentes secuencias de
busqueda en la recuperacion de patentes relevantes e irrelevantes. Ademas de los
términos tangibles se determinaron cuatro términos mas a afiadir que permitian
reducir el numero de falsos positivos sin eliminar patentes relevantes, pero esta
adicion no mejoro los resultados. Encontramos que el término “planta” mejoraba
la relevancia de los resultados y que el hecho de afiadir el nombre de varias espe-
cies s6lo aumentaba marginalmente el numero de resultados, lo que indica que
los autores de patentes utilizan ocasionalmente el nombre de la especie de una
planta sin concretar que se trata de una planta (Miralpeix et al., 2014).

En términos booleanos, la secuencia de busqueda ideal fue:

“X AND ingenieria metabdlica AND (producto natural* OR secundario)
AND (planta* OR Y)"

Donde la X es el término tangible primario, Y es una lista de especies de plantas
separadas por la operacion ORy * es un caracter comodin que puede sustituir cual-
quier numero de los caracteres reales. La expresion booleana (producto natural*

OR secundario) abarca "producto(s) natural(es)", "producto(s) secundario(s)", y “me-
tabolismo secundario”.

La busqueda fue realizada de un modo distinto en cada base de datos porque
el formato para introducir los términos de busqueda booleanos es especifico de
cada una de ellas. Por ejemplo, USPTO requeria que las frases fuesen introducidas
entre comillas y no aceptaba términos comodin, por lo que las frases en plural tu-
vieron que ser enumeradas de forma separada de las frases en singular. Esto se
pudo llevar a cabo porque se permite hasta 20 términos de busqueda en una se-
cuencia, por lo que el texto de la busqueda correspondiente fue:
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X$ AND “ingenieria metabolica” AND (“productos naturales” OR “natural
AND producto” OR secundario) AND (planta$ OR tabaco OR Catharanthus
OR Arabidopsis OR Y)

Donde la X es el término primario tangible, Y es una lista opcional de especies
de plantas adicionales y $ es el simbolo escogido por la base de datos de la USPTO
como término comodin.

El motor de busqueda de la base de datos de EPO sélo permite once términos
de busqueda, pero acepta comodines sin necesidad de comillas, por lo que la se-
cuencia de busqueda correspondiente fue:

X* AND ‘ingenieria metabalica’ AND (secundario OR producto natural*')
AND (planta* OR tabaco OR Catharanthus OR Arabidopsis OR Y)

El motor de busqueda de CAMBIA se rige por normas similares al de la EPO,
mientras que la JPO tan solo permite introducir tres términos en campos separados
para las busquedas en titulos/resimenes.

5.3.5. Desarrollo de un sistema de control de calidad

Las busquedas iniciales sin restricciones arrojaron muchos falsos positivos en
todas las bases de datos, pero limitar la busqueda a titulos y resumenes eliminaba
muchas patentes relevantes. La finalidad de afinar los métodos de exploracion ex-
plicados anteriormente fue para reducir el numero de falsos positivos sin obviar
patentes relevantes. Por estas razones, llevamos a cabo una revision exhaustiva,
una por una, del término de busqueda general “terpenoide” para determinar el nu-
mero de patentes relevantes y luego planear un sistema de control de calidad para
evaluar los resultados de las busquedas refinadas (Miralpeix et al., 2014).

El resultado de la evaluacion se calculd estableciendo una puntuacion del 100%
cuando el resultado de la busqueda proporcionaba solo patentes relevantes y no
habia falsos positivos. La puntuacion se reducia proporcionalmente para los falsos
negativos, en el porcentaje de patentes relevantes, y para los falsos positivos, en
el porcentaje de resultados. Asumiendo que el numero de patentes relevantes para
un término de busqueda X es exactamente 100, una secuencia de busqueda que
recuperase todas esas patentes y tan solo esas, conseguiria la maxima puntuacion
de calidad: 100%. Una busqueda que recuperase el 90% de patentes relevantes sin
falsos positivos, conseguiria una puntuacion del 90%, mientras que una busqueda
que recuperase las 100 patentes relevantes junto a otras 50 irrelevantes puntuaria
un 66% (33% del total son irrelevantes). La penalizacion para falsos positivos y
falsos negativos es aditiva, por lo que una busqueda que recuperara 95 patentes
relevantes y 35 de irrelevantes puntuaria un 72% (100% - % -239%). Esta aproxi-
macién penaliza mas a un falso negativo que a un falso positivo, por lo que refleja
la mayor importancia de obviar patentes relevantes en lugar de incluir alguna irre-
levante, que puede ser manualmente desestimada mas adelante. Este método de
evaluacion otorga puntuaciones negativas si la busqueda esta mal disefiada.
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5.4. Presentacion de los resultados de busqueda

La estrategia de busqueda descrita anteriormente fue realizada con un reducido
numero de palabras clave que representaban genes/enzimas, productos/interme-
dios y procesos (Miralpeix et al., 2014). Este hecho redujo el volumen de patentes
a un numero razonable, adecuado para la seleccion manual. La relevancia de cada
patente fue evaluada leyendo el titulo, el resumen y finalmente las reivindicaciones.
El titulo ofrecia una guia preliminar de la relevancia, pero esto aun resulto en casos
que estaban en el limite y precisaban ser evaluados con mayor detalle para consi-
derar el impacto en el proyecto. Las reivindicaciones eran la parte mas importante
del documento porque determinaban la extension de la proteccion, y son consi-
deradas como el "patron dorado” que permite juzgar la relevancia de la patente.
Este analisis resultd en un conjunto basico de aproximadamente 300 patentes re-
levantes, que se acotaron a 49 cuando fueron eliminados los miembros redundan-
tes de las misma familia de patentes (Miralpeix et al., 2014). Estas 49 patentes
fueron afadidas a la base de datos de propiedad intelectual del proyecto SmartCell,
que puede ser buscadas por el numero de la patente, titulo, fecha de archivo, so-
licitante, inventor y otras categorias, incluyendo el potencial impacto en productos
comerciales derivados del proyecto (Figuras 5.8 y 5.9).

B2 Microsoft Access - [SC_patent_master_list : Table]
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Figura 5.8.-Las categorias en la base de datos de propiedad intelectual de SmartCell.
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Figura 5.9.-Las palabras clave utilizadas para clasificar las patentes relevantes en la base de datos de propiedad
intelectual de SmartCell.

Para resumir el impacto de las reivindicaciones en cada una de esas 49 patentes,
se organizaron en 5 categorias:

e Genes/Proteinas. Aqui se incluyeron las reivindicaciones que englobaban se-
cuencias de ADN especificas aisladas o recombinantes, los productos corres-
pondientes y sus usos. En este punto identificamos 16 patentes relevantes
que englobaban 11 genes/proteinas individuales y 5 productos individuales
o intermediarios de la ruta TIA.

e Ruta metabolica TIA sintética. Aqui se incluyeron las reivindicaciones rela-
cionadas con versiones sintéticas de la ruta metabolica TIA utilizadas para
generar metabolitos especificos. En este punto se identificaron 5 patentes
relevantes.

® Organismos modificados genéticamente. Aqui se incluyeron las reivindi-
caciones relacionadas a células vegetales, tejidos y plantas enteras que con-
tenian o expresaban parte de la ruta metabolica TIA. En este punto se
identificaron 5 patentes relevantes.

® Métodos especificos. Aqui se incluyeron las reivindicaciones relacionadas
con los métodos de clonacion y expresion que tenian como objetivo especi-
fico la ruta metabdlica TIA, que distaban de los métodos de clonacidn gene-
rales, incluyendo, vectores especificos, construcciones, librerias, sondas y
también métodos para la transferencia de genes y el cultivo de tejidos. En
este punto se identificaron 19 patentes relevantes.
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® Produccion industrial. Aqui se incluyeron reivindicaciones para procesos y
producciones a gran escala. En este punto se identificaron 4 patentes rele-
vantes.

5.5. Discusion de los resultados

Las bases de datos de patentes a las que se puede acceder son un recurso muy
valioso, ya que permiten a los investigadores estudiar el cuerpo de conocimiento
existente o "estado de la técnica”, sin incurrir en los costes de contratar especia-
listas en patentes o en malgastar financiacién en programas inutiles. No obstante,
el hecho de que haya mas de 40 millones de patente y solicitudes publicadas, con-
vierte la exploracion de las bases de datos gratuitas en una ardua e intensiva tarea
si no se dispone de una estrategia focalizada de busqueda. (WIPO, 2006). Como
ejemplo analizamos las patentes relacionadas con la ingenieria del metabolismo
de la ruta TIA en plantas. Desarrollamos una estrategia de busqueda enfocada a
eliminar redundancias y a reducir el volumen de trabajo sin perder las patentes re-
levantes e importantes. El resultado fue la identificacion de 49 patentes clave re-
lacionadas con la ingenieria metabolica de la ruta TIA en plantas, que luego
clasificamos en 5 categorias principales.

La categoria de Genes/Proteinas contiene 16 de las 49 patentes relevantes y
pudo ser dividida en 4 subcategorias (a) secuencias aisladas; (b) secuencia aislada,
métodos de produccion de proteinasy uso; (c) enzimas y sus reacciones; y (d) mé-
todos para la preparacion de un compuesto. Todas las patentes fueron clasificadas
a excepcion de la CN101250543 porque las reivindicaciones no estaban disponibles
en inglés (Miralpeix et al., 2014). Las reivindicaciones en la subcategoria (a) son
los polinucledtidos que mejoran la produccion de como minimo un metabolito se-
cundario, como la tabersonina, catarantina, vinblastina, vincristina y cualquier
combinacion de ellas, también las secuencias que codifican polipéptidos con activi-
dad citocromo P450. Las reivindicaciones en la subcategoria (b) protegen secuencias
como la geranil difosfato sintasa, 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa,
sesquiterpenoide sintasa/ciclasa y terpeno sintasa/ciclasa. También protegen los
vectores que contienen estas secuencias, asi como células huéspedes o plantas
transgénicas transformadas utilizando esos vectores. Las reivindicaciones en la
subcategoria (c) protegen enzimas que rompen la union B(1,4) del p-nitrofenil B-
D-glucopiranosido y ésto convierte el 2C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato [sic]
en 1-hidroxi-2-metil-2-butenil-4-difosfato. Las reivindicaciones en la subcategoria
(d) estan relacionados con métodos para la preparacion de la estrictosidina y pro-
ductos naturales que procedan de especies de Vinca.

La categoria de la Ruta Metabdlica TIA sintética engloba 4 patentes que pro-
tegen diferentes métodos para la produccion de moléculas relacionadas con la ruta
metabdlica TIA como triptamina, isoprenoides y serpentina, utilizando plantas
transgénicas o células transformadas con genes. Pero a diferencia de la categoria
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de genes/proteinas, las reivindicaciones propuestas no protegian los genes o las
proteinas implicadas.

La categoria de Organismos Modificados Genéticamente engloba 5 patentes
generales que reivindicaban métodos para producir compuestos mediante inge-
nieria metabdlica, incluyendo los métodos de transformacion de células, proto-
plastos, tejidos de plantas o plantas enteras para adquirir un perfil metabdlico
especifico.

La categoria de Métodos Especificos contenia 18 de las 49 patentes relevantes,
que reivindicaban métodos especificos relacionados con (a) identificacion de
genes/proteinas en la ruta metabolica TIA, (o) andlisis de los metabolitos corres-
pondientes, (c) produccion de estos metabolitos y (d) modulacion de la produccion
mediante la manipulacion de la expresion genética (Miralpeix et al., 2014). Las rei-
vindicaciones en la subcategoria (a) protegen métodos que identifican genes, pro-
ductos de los genes y metabolitos o determinan la funcion de un gen (donde se
incluyen sistemas informaticos y el programario utilizado para predecir la actividad
de los enzimas). La subcategoria (b) incluye una Unica patente que protege un mé-
todo para analizar los metabolitos en una muestra bioldgica, incluyendo el marcaje
isotopico de los metabolitos utilizando un kit. Las reivindicaciones en la subcate-
goria (c) se relacionaron con 6 patentes que protegen métodos para la produccion
de metabolitos secundarios in vitro mediante cultivos de células vegetales, inclu-
yendo los biorreactores, el medio y el sistema de cultivo, y los métodos para con-
vertir el sustrato en un producto apropiado utilizando las enzimas. Las
reivindicaciones en la subcategoria (d) incluyen la proteccion de los promotores,
transportadores, vectores y los péptidos sefial y los vectores que los contienen.

Finalmente, la categoria de produccion industrial incluyo 4 patentes relevantes,
tres de las cuales protegian el uso de células y plantas fruto de la ingenieria gene-
tica como biorreactores para la produccion a gran escala de metabdlitos impor-
tantes. La cuarta patente estaba solo disponible en japonés por lo que no se pudo
determinar su importancia.

Las solicitudes de patente deberian incluir una descripcion del cuerpo de co-
nocimiento existente o “estado de la técnica” para mostrar como la invencion es
nueva, no evidente y aplicable en un entorno industrial. Por tanto, el estado de la
técnica debe ser analizado comparandolo con las invenciones preexistentes o rei-
vindicaciones con las que se solapan y que pueden influir en las posibilidades de
éxito comercial. Las grandes organizaciones contratan expertos en patentes para
llevar a cabo una busqueda diligente, pero esto, a menudo, va mas alla de las ca-
pacidades y posibilidades de la investigacion financiada con fondos publicos. Por
lo tanto, muchos investigadores hacen uso de bases de datos de patentes gratuitas
que mantienen organizaciones como EPO, USPTO, JPO y CAMBIA, que aproxima-
damente cubren mas del 80% de los documentos de patentes de todo el mundo
(Eurostat, 2013).
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La disponibilidad de mas de 40 millones de patentes significa que la busqueda
y analisis pertinente puede ser un proceso laborioso y lento, si no se realiza de una
forma enfocada. Sin embargo, centrarse solo en las patentes relevantes no deberia
conllevar un alto riesgo de exclusidn accidental.

En conclusion, hemos desarrollado un procedimiento de busqueda por etapas
de alta calidad, que permite la recuperacion de las patentes mas relevantes mien-
tras que excluye la mayoria de falsos positivos y sirve como primera aproximacion
para determinar la patentabilidad de una invencion sin recurrir a la ayuda de un
profesional caro. Esta estrategia de busqueda nos ha permitido identificar 49 pa-
tentes relevantes para la ingenieria de la ruta metabdlica TIA en las plantas, mos-
trando los principales genes/proteinas, productos, productos intermedios vy los
métodos que necesitan ser negociados, asi como las rutas sintéticas descritas an-
teriormente y organismos manipulados genéticamente relevantes para la investi-
gacion. Los datos asi recogidos permitiran a los investigadores “inventar rodeando”
estas restricciones evitando la infraccion de patentes, y garantizando que no se
estan utilizando secuencias, vectores, biorreactores 0 métodos de procesamiento
protegidos. Es importante destacar que la estrategia descrita en este capitulo puede
ser facilmente aplicada en otros proyectos de investigacion mediante la modifica-
cion apropiada de la estrategia de busqueda.
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6.1. Antecedentes

Como se expone en el Capitulo 1, la mejora genética tiene como objetivo fun-
damental la obtencion de nuevas variedades que resuelvan los problemas actuales
del cultivo. Evidentemente, toda nueva variedad, antes de ser ofrecida al mercado,
debe quedar perfectamente definida para su reconocimiento en todos los niveles
de su utilizacion, desde el productor de semillas o el viverista que la propagan para
ofrecerla a los agricultores para su cultivo, a estos mismos productores, al sector
comercial y finalmente al consumidor. Por lo tanto, la descripcion de una variedad
no solo es un paso esencial en su registro oficial, con todos los requisitos que se
analizan en el Capitulo 8, sino también una definicion de sus caracteristicas para
conocimiento de todos los sectores involucrados en su produccion y comerciali-
zacion, ya que tienen un interés directo en su reconocimiento, definido por la po-
sibilidad de disponer de su “carnet de identidad" para su perfecta caracterizacion.
En una nueva variedad se ha acumulado todo el avance tecnologico logrado me-
diante los trabajos de mejora.

A lo largo de los afios se han ido definiendo los caracteres mas significativos
para la identificacion varietal, siendo especialmente demostrativo el ejemplo de la
vid, en el que se han desarrollado amplias descripciones ampelograficas para la
caracterizacion de las variedades, en una discusion permanente sobre los caracteres
mas relevantes en la discriminacion de las diferencias entre variedades. Hay que
tener en cuenta que para el registro de una nueva variedad, como también se ex-
pone en el Capitulo 8, esta nueva variedad debe superar un examen técnico que
demuestre que es diferente, uniforme y estable (examen DUS), para el que se deben
definir los caracteres que realmente permitan establecer si una variedad supera o
no este examen.

6.2. El registro espaiol de variedades vegetales

Previo al establecimiento del registro europeo de variedades vegetales que se
expone en el capitulo 8, en Espafa ya venia funcionando un sistema de registro y
proteccion que sigue en vigor de forma paralela y complementaria a la Oficina Co-
munitaria de Variedades Vegetales (OCW), adaptando su funcionamiento a las nue-
vas normativas establecidas por la Union Europea a lo largo de los afos.

En el marco espafiol, la proteccion de variedades vegetales comienza con la Ley
11/1971 de 30 de marzo, de Semillas y Plantas de Vivero en el que definen dos
puntos fundamentales de la labor del Ministerio de Agricultura, ya que debia es-
tablecer un Registro de Variedades Comerciales de de Plantas y recomendaciones
o restricciones en el uso de las mismas, asi como un Registro de Variedades Pro-
tegidas (Arte 51-e), asi como las normas para la debida proteccion de las derechos
del obtentor de nuevas variedades (Arte 50-d).
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A la luz del desarrollo legislativo en relacion a la proteccion de las variedades
vegetales, actualmente coexisten tres sistemas de proteccion en Espafna:

1.-La Ley 12/1975 de 12 de marzo, cuyas normas siguen de aplicacion para
los titulos concedidos conforme a dicha ley, con las excepciones establecidas por
la ley posterior. Entre las excepciones que no se aplican cabe destacar el privilegio
del agricultor, en conformidad con el Acta de 1972 de la Unidn Internacional para
la Proteccion de las Obtenciones Vegetales (UPOV).

2.-La Ley 3/2000, de 7 de enero, de régimen juridico de la proteccion de las
obtenciones vegetales, en conformidad con el Acta de 1991 de la UPQV.

3.-La proteccion Comunitaria establecida en el Reglamento (CE) 2100/94, del
Consejo, de 27 de julio, relativo a la proteccion comunitaria de las obtenciones
vegetales, de aplicacion en todo el territorio de la Unién Europea, y que en materia
de infracciones, acciones judiciales y sanciones remite a las legislaciones nacionales
en materia sobre derechos de obtentor del pais en que se cometa el delito o la in-
fraccion, conforme al Acta de 1991 de la UPOV.

La Autoridad competente para la tramitacion y resolucion de los procedimientos
de concesion de los titulos de obtencion vegetal es el Ministerio de Agricultura y
Medio Ambiente a través de la Oficina Espafiola de Variedades Vegetales
(OEWV). Tramitados los expedientes por la OEVV, son estudiados por la Comision
Nacional de Proteccion de Obtenciones Vegetales que emite las propuestas de
concesion o denegacion del derecho al Ministro, autoridad que finalmente concede
o deniega el derecho

Las Comunidades Autdnomas ejercen las facultades relativas a la recepcion de
las solicitudes y a la apreciacion del cumplimiento o falta de cumplimiento de los
requisitos formales de las mismas. La potestad sancionadora se ejerce por la Co-
munidades Auténomas y por la Administracion General del Estado, de acuerdo con
sus respectivas competencias.

Los requisitos para la inscripcion de una variedad son los de novedad, distincion,
estabilidad y homogeneidad, a los que va dirigido especialmente el examen técnico,
pero también se debe cumplir con la obligacion de proponer una denominacion
adecuada y se deben abonar las tasas correspondientes.

El sistema "sui generis” de proteccion del derecho del obtentor establecido
en Espafia en la Ley 3/2000, de 7 de enero de Régimen Juridico de la Proteccion
de las Obtenciones Vegetales, esta abierto para todos los géneros y especies vege-
tales.

En el marco espafiol de la proteccion de variedades vegetales queda prohibida
la proteccion por el sistema de patentes. Asi mismo se establecen una serie de nor-
mas en relacion al derecho del obtentor, a las limitaciones a este derecho, a su du-
racion y a sus posibles vulneraciones, asi como al beneficio del agricultor.
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6.2.1. Tipos de registros

Tanto la legislacion espafiola como la de la UE establecen varias categorias de
variedades que corresponden a diferentes estatus legales. El obtentor debera de-
cidir cual es la opcion mas adecuada, dependiendo del origen del material de par-
tida, del método de obtencidn, de las innovaciones introducidas, de la prevision de
la extension de su uso, y del grado de exclusividad al que se aspire en la posible
comercializacion de la misma. Las categorias actualmente existentes son:

Variedad comercial. Da derecho a comercializar la variedad en toda la UE.

Variedad protegida (con titulo de obtencion vegetal). Da el derecho de ex-
clusividad en la multiplicacion y comercializacion de la variedad en el ambito ge-
ografico de un Estado concreto, o en el ambito de la UE. Es compatible y
complementario con la opcion anterior. Se puede aplicar también a variedades no
comerciales como por ejemplo lineas parentales.

Variedad de conservacion. Da derecho a comercializar la variedad en un am-
bito geografico reducido. Esta pensado para variedades tradicionales especificas
de una comarca. Incompatible con la proteccion.

Variedad sin valor intrinseco o para su cultivo en condiciones determinadas
(Mas conocida como variedad para amateur) Es la categoria inferior en cuanto a
exigencias de calidad. De hecho se proyecta sustituir en la legislacion, el nombre
por la expresion “material de reproduccion vegetal con nichos de mercado”, pro-
bablemente para no entrar en conflicto con el concepto de variedad que implica
unas exigencias de uniformidad. Es una categoria permitida con objeto de favore-
cer la biodiversidad, que se puede comercializar solo en pequefios envases y can-
tidades limitadas.

Los requisitos de las variedades para su registro es que sean distintas (de todas
las demas variedades notoriamente conocidas), homogéneas y estables (el nivel de
homogeneidad, y por tanto de estabilidad, exigibles es mas alto para variedades
comerciales y protegidas que para variedades de conservacion y para cultivo en
condiciones determinadas). En el caso de las especies de gran cultivo se exige su-
perar una prueba de valor agrondmico. Ademas, para obtener el titulo de Obtencién
Vegetal (variedad protegida) se exige que la variedad sea nueva, es decir que no
haya sido comercializada con anterioridad.

6.2.2. El derecho del obtentor

La proteccion de una variedad da el derecho exclusivo al obtentor de llevar a
cabo las siguientes operaciones: la produccion o la reproduccion (multiplicacion)
del material vegetal; su acondicionamiento con los fines de la reproduccion o de
la multiplicacion; la oferta en venta o la venta o cualquier otra forma de comer-
cializacion; la exportacion, la importacion, o la posesion para cualquiera de los
fines mencionados en los apartados anteriores. También se requiere la autorizacion
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del obtentor para los actos mencionados anteriormente realizados respecto del
producto de la cosecha, siempre que se haya obtenido por utilizacion no auto-
rizada de material de reproduccion o multiplicacion de la variedad protegida,
y el obtentor no haya podido ejercer razonablemente su derecho en relacion con
dicho material de reproduccion o multiplicacion. lgualmente se extiende este de-
recho a los productos fabricados con el producto de la cosecha, en las mismas
condiciones sefnaladas en el caso anterior.

Todos los actos que forman parte del contenido del derecho del obtentor vienen
referidos Unicamente a actuaciones realizadas respecto al material de reproduccion
o multiplicacion. El derecho del obtentor no se extiende a los actos relativos al ma-
terial de su variedad que no impliquen una nueva reproduccion o multiplicacion.

6.2.3. La excepcion del agricultor

Los agricultores estan autorizados a utilizar con fines de propagacion en sus
propias explotaciones el producto de la cosecha obtenido de la siembra en ellas
de material de propagacion de una variedad protegida que haya sido adquirida li-
citamente y no sea hibrida ni sintética. Ademas se define lo que se entiende por
"explotacion propia” y por “agricultor”. Este derecho no se aplica a todas las espe-
cies, sino solo a las siguientes: especies forrajeras (zulla, almortas, altramuz
blanco, altramuz azul, altramuz amarillo, alfalfa, esparceta, guisantes, trébol de
Alejandria, trébol persa, alholva, veza, haba, yeros y almortas), cereales (avena, ce-
bada, arroz, alpiste, centeno, triticale, trigo blando, trigo duro, escafia mayor), pa-
tata, oleaginosas y textiles (colza, nabina, linaza, excluido el lino textil) y
horticolas (lenteja, garbanzo, judias y guisantes).

En relacion al derecho del agricultor, los pequefios agricultores no estan obli-
gados a pagar remuneraciones al titular del derecho, pero los demas agricultores
estan obligados a pagar al titular una remuneracion, que sera apreciablemente
menor que la cantidad que se cobre por la produccion, bajo licencia, de material
de propagacion de la misma variedad en la misma zona.

6.2.4. Otras limitaciones al derecho del obtentor

El derecho del obtentor no se extiende a los actos realizados en un marco pri-
vado con fines no comerciales, a los actos realizados a titulo experimental ni a los
actos realizados a los fines de la creacion de nuevas variedades.

También se establecen limitaciones por interés publico, que deben ser estable-
cidas por Real Decreto, acordado por el Consejo de Ministros a propuesta del Mi-
nistro de Agricultura y Medio Ambiente. Se consideran motivos de interés publico
casos como los que la iniciacion, el incremento o la generalizacion de la explotacion
de la variedad protegida, o la mejora de las condiciones en que tal explotacion se
realiza, sean de primordial importancia para la salud publica o para la defensa na-
cional o para el medio ambiente; que la falta de explotacién o la insuficiencia en
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calidad o en cantidad de la explotacion realizada, implique graves perjuicios para
el desarrollo econdmico o tecnoldgico del pais; o que las necesidades de abasteci-
miento nacional asi lo exijan.

Cuando existan estas razones se podra conceder licencias obligatorias a ter-
ceros, adoptando el Gobierno las medidas necesarias para que los titulares de los
derechos afectados reciban una compensacion econémica equitativa.

Cuando un obtentor no pudiera obtener o explotar un derecho de obten-
cion vegetal sin vulnerar una patente anterior, podra solicitar una licencia obli-
gatoria no exclusiva de la invencion protegida por la patente, en la medida en que
dicha licencia sea necesaria para la explotacion de la variedad vegetal que deba
protegerse, mediante el pago de una compensacion econdmica adecuada al titular
de la patente. Cuando se conceda una licencia de este tipo, el titular de la patente
tendra derecho a una licencia reciproca.

Cuando el titular de una patente de invencion biotecnoldgica no pudiera
explotarla sin infringir un derecho de obtencion vegetal anterior, podra solicitar
una licencia obligatoria no exclusiva de la variedad vegetal protegida, mediante el
pago de una compensacion adecuada al titular del derecho de obtencion vegetal.
Cuando se conceda una licencia de este tipo, el titular del derecho de obtencién
vegetal tendra derecho a una licencia reciproca.

6.2.5. Duracion del derecho del obtentor

El derecho del obtentor se extiende hasta el final del vigésimo quinto afio na-
tural o, en caso de variedades de vid y de especies arboreas, hasta el final del tri-
gésimo afio natural.

Durante el periodo comprendido entre la presentacion de la solicitud y la
concesion del derecho, el solicitante de un titulo de obtencion vegetal tiene de-
recho a percibir una compensacion econdmica de quien, durante el mencionado
periodo, haya realizado actos que, tras la concesion del derecho, requieran la au-
torizacion del obtentor, siendo obligatorio que el titular ponga en conocimiento
del tercero la existencia de la solicitud. Si el derecho de obtentor es finalmente re-
chazado el solicitante, salvo pacto en contrario, esta obligado a devolver al ter-
cero las cantidades recibidas.

6.2.6. Vulneracion de los derechos del obtentor

El titular del derecho del obtentor puede ejercitar ante los 6rganos de la juris-
diccion ordinaria las acciones civiles y penales que correspondan contra quienes
lesionen su derecho y exigir las medidas necesarias para su salvaguardia. El delito
penal se ha configurado en el Codigo Penal espafiol como delito perseguible de
oficio, lo que quiere decir que no es necesario la denuncia del agraviado para su
persecucion.
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Las infracciones administrativas pueden dar lugar a sanciones economicas, pér-
dida de la condicion de productor de semillas o de plantas de vivero, decomiso del
material vegetal, precintado de locales, y otras medidas precautorias.

6.3. El examen técnico de variedades

La Autoridad Competente en materia de examen técnico es el Ministerio de
Agricultura y Medio Ambiente. El ensayo para el examen técnico implica el cultivo
de la variedad. La autoridad competente puede realizar el ensayo DHE por si misma
o encargarlo a las Comunidades Auténomas o a otras instituciones nacionales o
extranjeras que desarrollen tareas similares. En los casos que se determinen, se
pueden utilizar los resultados de los examenes técnicos realizados en otro pais con
el que Espafia mantenga acuerdos sobre la proteccion de derechos de obtentor y
siempre y cuando técnicamente sea posible con las debidas garantias. En aquellos
casos en que el examen técnico entrafie dificultades la autoridad competente podra
acordar que se tenga en cuenta los resultados de los ensayos de cultivo o de otros
ensayos ya efectuados por el obtentor.

Las directrices del examen técnico son las establecidas por la Oficina Comuni-
taria de Variedades Vegetales (OCVV). Cuando la Oficina no las haya establecido,
son las directrices de examen de UPOV que se encuentren en vigor en el momento
de la realizacion del ensayo. Cuando las directrices de examen no se hayan esta-
blecido por la OCVV ni por la UPQV, se utilizan las directrices nacionales.

Los requisitos del material vegetal para el examen técnico de los ensayos DHE
son los equivalentes al material certificado en lo que se refiere a germinacion, pu-
reza especifica, humedad y sanidad; el material no debe tener tratamiento alguno;
se debe entregar solo el primer afio; es obligatoria la entrega de los componentes
hereditarios en caso de variedades hibridas; se debe cumplir la legislacion en vigor
sobre medidas de proteccion contra la introduccion y difusion en Espafia y la Union
Europea de organismos nocivos para los vegetales o productos vegetales, asi como
para la exportacion y transito hacia paises terceros.

La autoridad competente tiene establecidos unos centros de ensayo de varie-
dades especializados segun las especies como se especifica en el Cuadro 6.1.

6.3.1. Examen técnico de variedades de horticolas

Solo es necesario realizar el examen técnico en las tres primeras categorias de
variedades: comerciales, protegidas y de conservacion. En el caso de variedades
para cultivo en condiciones determinadas, basta con una descripcion presentada
por el solicitante, basada en informacion de fuentes fiables. El examen técnico de
especies horticolas en Espafa se realiza, por encargo de la OEVV en dos centros de
examen, situados en Valencia y Madrid dependientes de INIA. Las especies exami-
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Cuadro 6.1.-Centros que llevan a cabo los ensayos de identificacion de variedades para la Oficina Espariola de

Variedades Vegetales

CENTRO ESPECIES

Instituto Nacional de Investigacion
y Tecnologia Agraria y Alimentaria
(INIA) - SEVILLA

Brachypodium distachyon (L) (Brachipodium)
Brassica napus L. (Colza)

Cicer arietinum L. (Garbanzo)

Distichlis spicata var. yensen (Distichlis)
Glycine max (L) (Soja)

Gossypium hirsutum L. (Algodon)
Helianthus annuus L. (Girasol)

Oryza sativa L. (arroz)

Sorghum bicolor (L) (Sorgo)

Zea mays L. (Maiz)

Zoysia matrella (Zoysia)

Sinapis alba L. (mostaza)

Lupinus angustifoluis L.

Carthamus tinctorius L. (cartamo)

Instituto Nacional de Investigacion
y Tecnologia Agraria y Alimentaria
(INIA) - MADRID

Allium sativum L. (ajo)

Asparagus officinalis L. (esparrago)

Avena sativa L. (avena)

Brassica oleracea L. var. gemmifera Zenker (col de bruselas)
Cucurbita moschata Duchesne (calabaza moscada)
Hordeum vulgare L. (cebada)

Phaseolus vulgaris L. (judia)

Pisum sativum L. (quisante)

Triticum eastivum L. (trigo blando)

Triticum durum Desf. (trigo duro)

Vicia ervilia (L) (yeros)

Vicia fava L. (haba)

Cucurbita pepo L. (calabacin)

Solanum melongena L. (berenjena)

Instituto Nacional de Investigacion
y Tecnologia Agraria y Alimentaria
(INIA) - VALENCIA

Allium cepa (grupo Cepa)

Allium porrum L. (puerro)

Borago oficinalis L. (borraja)

Brassica oleracea L. convar. botrytis (1.)
Alef. var. botrytis (coliflor)

Brassica oleracea L. convar. botrytis (1)
Alef. var. cymosa Duch (broculi)

Capsicum annuum L. (pimiento)

Cichorium endivia L. (escarola)

Citrullus lanatus (Thunb.) (sandia)

Cucumis melo L (melon)

Cucumis sativus L. (pepino)

Daucus carota L. (zanahoria)

Lactuca sativa L. (lechuga)

Lycopersicon esculentum Mill. (tomate)

Lycopersicon lycopersicum (L) x Lycopersicon hirsutum
L. (tomate)

Raphanus sativus L. var. sativus (rabanito)

Spinacia oleracea L. (espinaca)
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CENTRO ESPECIES

Instituto Nacional de Investigacion
y Tecnologia Agraria y Alimentaria
(INIA) - MURCIA

Vitis L. (vid)

Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas.
Estacion Experimental "Aula Dei"

Prunus amygdalus Batsch x Prunus persica Batsch
Prunus cerasifera Ehrh.

Prunus insititia L.

Prunus domestica L.

Malus domestica (Borkh.) Borkh.

Patrones del género Prunus L.

Institut de Recerca i Tecnologia
Agroalimentaries (IRTA)

Juglans regia L. (nogal)
Juglans nigra L. e hibridos (nogal)
Corylus avellana L. (avellano)

Centro de Investigacion y
Tecnologia Agroalimentaria (CITA)

Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb = Prunus amygdalus
Batsch (almendro)

Prunus persica (L) Batsch
(melocotonero, variedades medias y tardias).

Centro de Semillas y Plantas
de Vivero. Diputacion de Aragon

Prunus avium L.
Pyrus communis L.
Cydonia oblonga Mill

Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias (IVIA)
Unidad de Examen Técnico

de Identificacion Varietal (UETIV)

Citrus L. (citricos en general)

Prunus persica L. (melocotonero, variedades tempranas
y muy tempranas)

Prunus armeniaca L. (albaricoquero)

Prunus salicina Lindl. y otros ciruelos diploides

Poncirus L. e hibridos (patrones de citricos)

Escuela Técnica Superior
de Ingenieros Agronomos. Dpto.
de Agronomia. Univ. de Cdordoba

Olea europea L. (olivo)

Instituto Andaluz de Investigacion
y Formacion Agraria y Pesquera.
Centro de Investigacion y Fomento
Agroalimentario

Fragaria L. (Fragaria x ananassa) (fresa)

Instituto Vasco de Investigacion
y Desarrollo TecnoldgicoNeiker
Tecnalia

Solanum tuberosum L. (patata)

Centro de Investigacion de la Finca
La Orden y Valdesequera

Ficus carica L. (higuera)

nadas en cada Centro y el numero de variedades examinadas en los afios 2004-

2013 se reflejan en el Cuadro 6.2.

Los distintos protocolos (de la OCVV, de la UPOV o el nacional) establecen los
caracteres a observar, la forma y el momento de observarlos, los niveles de homo-
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Cuadro 6.2.-Numero de variedades de especies horticolas examinadas en los Centro de examen de Valencia y
Madrid.

VALENCIA Ne solicitudes Ne variedades MADRID Ne solicitudes Ne variedades
2004-2013  en C. comun 2004-2013  en C. comun
Acelga 0 51 Ajo 15 13
Alcachofa n 44 Berenjena 26 318
Apio 5 15 Berza 0 45
Borraja 0 Calabacin 40 649
Broculi 5 198 Calabaza 1 32
Cardo 0 12 Col Repollo 4 1040
Cebolla 55 1019 Esparrago n 80
Col China 0 82 Guisante 25 750
Coliflor 0 737 Haba 9 120
Escarola 0 260 Judia 92 1320
Espinaca 0 365
Lechuga 14 2263
Melon 151 994
Nabo 4 156
Pepino 65 1360
Pimiento 235 2357
Rabanito 2 410
Sandia 49 481
Tomate 4n 3850
Portainjertos Tomate 8 31
Zanahoria 0 592

geneidad exigibles, los caracteres de agrupacion, que por ser mas consistentes se
utilizan para seleccionar las variedades de la coleccion que hay que incluir en los
ensayos, y que por tanto el obtentor debe declarar en la solicitud rellenando un
cuestionario técnico.

El examen técnico de variedades de especies horticolas tiene algunas peculia-
ridades con respecto al de otros grupos de especies:

169



170

6. La identificacion para el registro de variedades: examen técnico y descriptores morfologicos y moleculares ——

1. En el examen técnico de hibridos, no es necesario identificar ni por tanto
presentar semilla de sus lineas parentales.

2. No se evalua el valor agronomico.

3. En las especies horticolas son de particular importancia los caracteres de
resistencia a enfermedades, que son objetivo prioritario de la mejora en al-
gunas de las mas importantes, y cuya comprobacion es una parte funda-
mental del examen técnico. Para comprobar la resistencia de la variedad a
una determinada raza de una enfermedad, se realiza un ensayo biologico
con inoculacion y observacion de sintomas, de acuerdo a un protocolo in-
cluido en el protocolo técnico de la especie. También se testan en el mismo
ensayo al menos una variedad testigo de susceptibilidad y una o mas varie-
dades como testigo de resistencia.

En enfermedades en las que estan descritos marcadores moleculares predictores
de resistencia, se pueden utilizar como herramienta de apoyo, pero no se conside-
ran validos a los efectos de descripcion oficial de una variedad. Hay una excepcion
que es la resistencia al virus del bronceado en tomate, para el que se admite como
oficial la prueba biomolecular, siempre que se compruebe sobre 20 plantas. Esta
excepcion se ha admitido tras haber comprobado varios paises la correlacion 100%
entre los resultados de la prueba biomolecular y la bioldgica. Es de esperar que se
pueda ir ampliando este criterio a algunas otras enfermedades, pero siempre que
la resistencia dependa de un solo gen. En casos en que intervengan mas genes, las
pruebas biomoleculares se van haciendo mas complicadas y pierden interés.

Las enfermedades mas importantes que se testan en los examenes técnicos rea-
lizados en Espafia son:

Para el tomate: *Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, razas 0,1,2, *Verticillium
dahliae, *Meloidogyne incognita, *Mosaico del tomate (ToMV) patotipo 0, Mosaico
del tomate (ToMV) patotipos 1y2, Fusarium oxysporum radicis lycopersici), Virus
del bronceado del tomate (TSWV), Virus de la cuchara (TYLCV) y Pseudomonas
syringae pv.tomato. Otras enfermedades consideradas en el protocolo son: Fulvia
fulvaraza O, grupos A,B,C,D.E, Leveillula taurica, Oidium lycopersicum, Phytophtora
infenstans, Pyrenochaeta lycopersici, Ralstonia solanacearum, Stemphylliuy Virus
del torrado del tomate (ToTV).

Para el pepino: Mosaico del pepino (CMV), Oidio (Podosphaera xanthii) y Cory-
nespora cassiicol. Otras enfermedades consideradas en el protocolo: Virus de las
venas amarillas (CVYV), Cladosporium cucumerinum, Pseudoperonospora cubensis
y Erysiphe cichoriacearum.

Para la lechuga: *Mildiu (Bremia lactucae) razas (16,18,20,21,22,23,24,25,26,27
y28), Mildiu (Bremia lactucae) razas (2,5,12,17). Otras enfermedades consideradas
en el protocolo: Mosaico de la lechuga (LMV) y Fusarium oxysporum f.sp. lactucae
raza 1.
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Para el meldn: *Fusarium oxysporum f.sp. melonis razas 0, 1y 2y Virus del cri-
bado (MNSV). Otras enfermedades consideradas en el protocolo: Qidio (Podos-
phaera xanthii) razas 1,2 y 5, Pulgon (Aphis gossypii), Erysiphe cichoriacearum,
Mosaico del pepino (CMV), Virus de la papaya (PRSV) y Virus del mosaico del cala-
bacin (ZYMV).

Para la judia: *Antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum) raza 6, Grasa
(Pseudomonas syringae phaseolicola) raza 6 y Mosaico de la judia (BCMNV). Otras
enfermedades consideradas en el protocolo: Xanthomonas campestris.

Para el guisante: Fusarium oxysporum pisirazas 1, 5, 6. Otras enfermedades
consideradas en el protocolo: Ascochyta pisiraza Cy Erisiphe pisi.

Para el pimiento: *Tobamovirus patotipos 0, 1-2, 1-2-3, *PVY patotipo Oy Virus
del bronceado del tomate (TSWV). Otras enfermedades consideradas en el proto-
colo: Phytophtora capsici, Mosaico del pepino (CMV) y Xanthomonas campestris.

Para la sandia: otras enfermedades consideradas en el protocolo: Fusarium
oxysporum niveumy Colletotrichum lagenarium.

Los obtentores estan obligados a declarar en la solicitud de registro, el com-
portamiento de la variedad con respecto a las enfermedades marcadas con aste-
risco. Las demas son de declaracion voluntaria. Las resistencias enfermedades
marcadas con asterisco y algunas otras importantes, como virus del bronceado en
tomate y pimiento, virus del cribado del melon, se utilizan, junto con algunos ca-
racteres morfoldgicos para hacer grupos de variedades que ayudan al manejo de
la coleccion de referencia de las especies grandes, subdividiéndola en conjuntos
de variedades mas reducidos, a los efectos de seleccionar las variedades con las
que hay comparar la variedad candidata para comprobar la distincion. Por tanto
es muy importante declarar bien estas enfermedades obligatorias para no dilatar
y encarecer el examen técnico.

Para ayudar a obtentores que no dispongan de medios para comprobar las re-
sistencias de sus lineas y variedades, INIA ofrece servicios de testado bioldgico para
todas las enfermedades de declaracion obligatoria y algunas otras, asi como algu-
nas pruebas de marcadores moleculares predictores de genes de resistencia. Los
precios de dichos servicios se publican junto con los demas precios publicos de
INIA, en el BOE.

El examen técnico de las variedades horticolas requiere normalmente 2 afios
de ensayo para comprobar la distincion y redactar una descripcion de la variedad
con un grado aceptable de precision. En algunas especies en las que la evaluacion
de la distincion es mas dificil por la gran cantidad de variedades dentro del mismo
grupo, es necesario un tercer afio de ensayo para algunas variedades. Actualmente,
al solicitar el registro de una variedad como variedad comercial, se solicita simul-
taneamente una autorizacion provisional de comercializacion que se concede au-
tomaticamente, con solo haber presentado correctamente la solicitud de registro
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con el cuestionario técnico debidamente relleno y haber entregado la muestra de
semillas, con la cantidad requerida, a la camara de conservacion de semillas de
INIA. La autorizacion provisional permite comercializar la variedad en toda la UE
sin limite de cantidad. Tiene una duracion de 3 afios. En consecuencia en casi todos
los casos, el examen técnico finaliza sin haber interrumpido la comercializacion de
la variedad.

El informe final del examen contiene un documento sobre los resultados de la
distincion, homogeneidad y estabilidad de la variedad, y una descripcion oficial de
la variedad donde ademas de la descripcion de todos los caracteres que figuran
en el protocolo técnico, se informa de cudl es la variedad mas parecida y se detallan
las diferencias entre ambas.

El indice histérico medio de variedades horticolas evaluadas en el centro del
INIA en Valencia con resultado negativo del examen técnico, es del 13%, de las
que un 10% fue debido a insuficiente homogeneidad y un 3% a su no distincion
con respecto a otra variedad.

6.3.2. Examen técnico de variedades de frutales

El Examen Técnico de los nuevos clones frutales, tanto de variedades como de
patrones, presenta un conjunto de peculiaridades, sobre todo por tratarse de cul-
tivos lefiosos plurianuales, con un periodo improductivo mas o menos largo de-
pendiendo de la especie. Ello condiciona entre otras cosas la duracidn del examen,
ya que se deben realizar las observaciones para la descripcion varietal durante un
minimo de dos ciclos productivos. En consecuencia, en la mayoria de especies del
género Prunus, la conclusion del examen DHE requiere de cuatro a cinco afios
desde la plantacion en la parcela de examen. En el olivo, sin embargo, este periodo
de examen puede alargarse mucho, dependiendo de la variedad, de los 8 a incluso
mas de 12 afios. Otra peculiaridad es que la propagacion de las nuevas obtenciones
es vegetativa, de manera que el obtentor debe enviar su variedad candidata, de-
pendiendo también de la especie, o bien en varetas, esquejes autoenraizados, o la
variedad ya injertada en un patron especifico, indicado en la directriz de examen
(Cuadros 6.3y 6.4).

Otro requisito fundamental que debe cumplir el material vegetal que el obtentor
entrega al centro de examen es su perfecto estado fitosanitario, requisito que debe
ser una premisa en todo tipo de material vegetal élite de los programas de mejora.
Las plantas deberan estar visiblemente sanas y libres de enfermedades trasmisibles
por injerto y por otros vectores de transmision. Es de exigencia comun que el ma-
terial vegetal vaya acompafiado de un certificado de analisis seroldgico de labo-
ratorio autorizado u oficial, con resultado negativo para las virosis fijadas en cada
directriz de examen. En algunas especies, como la vid, se exige que la planta esté
certificada. Ademas, el material vegetal entregado al centro de examen no habra
sido objeto de tratamiento quimico no autorizado.



Cuadro 6.3.-Directrices de examen para las principales especies lefiosas alimentarias
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Nombre comun | Taxdn botanico UPOV CPVO Carac- Entr-ada
teres en vigor

Manzano Malus domestica Borkh. | TG/14/9 | CPVO-TP014/2 | 57 Marzo 2006
Peral Pyrus communis L. TG/15/3 | CPVO-TP015/1 | 65 Marzo 2003
Cerezo Prunus avium (L) L. TG/35/7 | CPVO-TP035/2 | 41 [Noviembre 2006
Guindo Prunus cerasus L. TG/230/1 | CPVO-TP 230/1 | 47 |Noviembre 2006
Ciruelo Europeo | Prunusdomestical. TG/41/1 | CPVO-TP041/1 | 62 |Noviembre 2003
Ciruelo japonés Prunus salicina Lindl. TG/84/4 | CPVO-TP084/2 | 61 Enero 2012
Melocotonero Prunus persica (L) Batsch | TG/53/7 | CPVO-TP 053/2 | 68 Enero 2012
Almendro Prunus dulcis (Mill.)

D. A. Webb TG/56/4 | CPVO-TP 056/1 44 Enero 2011
Albaricoquero Prunus armeniaca L. TG/70/4 | CPVO-TP070/2 | 57 Marzo 2008
Patrones Prunus | Prunusl. TG/187/1 | CPVO-TP 187/1 | 39 Marzo 2008
Olivo Olea europaea L. TG/99/4 | CPVO-TP099/1 | 41 Enero 2011
Mandarino Citrus L. Group 1 TG/201/1 | CPVO-TP 201/2 | 110 |Noviembre 2009
Naranjo Citrus L. Group 2 TG/202/1 | CPVO-TP 202/1 | 95 |Noviembre 2004
Limonero y limas | CitrusL. Group 3 TG/203/1 | CPVO-TP 203/1 | 79 |Noviembre 2004
Pomelo Citrus paradisi,

Citrus grandis (L) TG/204/1 | CPVO-TP[204/1 | 94 Marzo 2014
Vid Vitis L. TG/50/9 | CPVO-TP 050/2 | 44 Enero 2008
Higera Ficus carica L. TG/265/1 78 Marzo 2010
Nogal Junglans L -
Avellano Corytus avellana L.
Caqui Diospyros kaki
Granado Pdnica granatum L.
Nispero
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Cuadro 6.4.—Especificaciones de entrega de material vegetal al centro de examen.

Especies

Manzano

Fecha limite

de presentacion

de solicitudes

1 de diciembre

Material necesario para los ensayos

- Variedades obtenidas por cruzamiento, 10 plantas
injertadas de un afio sobre patron clonal B.
- Variedades obtenidas por mutacion, 15 plantas
injertadas de un ano sobre patron clonal M 26.

Fecha limite
de entrega
del material

10 de enero
al 28 de febrero

Peral

1 de diciembre

- Variedades obtenidas por cruzamiento, 9 plantas
injertadas de un ano sobre patron clonal membrillero
BA 29y en caso de incompatibilidad sobre peral
MANTECOSA HARDY.

- Variedades obtenidas por mutacion, 15 plantas
en las mismas condiciones que la anterior.

Del 10 de enero
al 10 de febrero

Membrillero

1 de diciembre

- Variedades obtenidas por cruzamiento, 9 plantas
injertadas de un ano sobre patrén clonal membrillero
BA 29y en caso de incompatibilidad sobre peral
MANTECOSA HARDY.

- Variedades obtenidas por mutacion.

15 plantas en las mismas condiciones que la anterior.

10 de enero
a 10 de febrero

Albaricoquero

1 de noviembre

9 arboles injertados de un afio
sobre patron clonal ADESQTO 101

Del 1 de diciembre
a 31deenero

Almendro

1 de noviembre

9 plantas injertadas de un afio
sobre patron clonal GF677

10 de enero
al 10 de febrero

Cerezo

1 de diciembre

9 plantas injertadas de un afio
sobre patron clonal SANTA LUCIA 64 (SL 64)

Del 10 de enero
al 15 de febrero

Ciruelo europeo

1 de diciembre

10 plantas injertadas de un afio
sobre patron clonal SAN JULIAN A

Del 10 de enero
al 28 de febrero

Ciruelo japonés

1 de noviembre

9 plantas injertadas de un afio
sobre patron MARIANA 26-64

Del 1 de diciembre
al 1 de enero

Melocotonero,
nectarina
(variedades
medias y tardias)

1 de noviembre

10 plantas injertadas de un afio
sobre patron clonal GF677

10 de enero
al 10 de febrero

Melocotonero,
nectarina
(variedades
tempranas)

1 de noviembre

11 plantas injertadas de un afio
sobre patron clonal GF677

1 de diciembre
a 3l de enero




Especies

Patrones del
género Prunus

Fecha limite
de presentacion
de solicitudes

1 de diciembre

Material necesario para los ensayos

15 plantones autoenraizados
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Fecha limite
de entrega
del material

Del 10 de enero
a 10 de febrero

Del 1 de febrero

Olivo 1 de enero 8 plantas autoenraizadas de un afio

a 10 de marzo
Citricos (todas 15 de abril Cuatro varetas de 6 a 10 mm de didmetro de un afio 15 de mayo
las especies) de edad con al menos 20 yemas utiles al 30 de junio

- Patrones: 15 barbados

Del 10 de enero

Vid 1 de diciembre - Variedades viniferas o de mesa: 15 plantas
. ) a 10 de febrero
injertadas sobre patron 110 RICHTER
5 varetas de 40 cm de madera del afio, bien
lignificadas, tomadas de los dos primeros tercios | Del 15 de febrero
Nogal 15 de enero ; . )
de la rama del afio, 0 8 plantas injertadas de un afio | al 16 de marzo
sobre patron hibrido MJ 209 x RA
Avellano 1 de diciembre 8 plantas autoenraizadas de un afio Del 1 al 31 de enero
Higuera 1 de marzo 7 plantas de un afio enraizadas en macetas Del 1 de abril
al 15 de mayo
9 plantas de un afio injertadas
sobre ei patrén adecuado, que sera para:
. . - Variedades de caqui NO astringentes (PCNA) Del 1 de diciembre
Caqui 9 de noviembre , )
Diospyros kaki al 31 de enero
- Variedades de caqui astringentes (PCA. PVA, PVNA)
Diospyros iotas.
I f i j izad Del 1
Granado 15 de diciembre 9 plantas de un afio obtenidas de esquejes enraizados | Del 15 de enero

o injertadas en la misma especie (Punica granatum)

al 28 de febrero

Cada una de las plantas entregadas debera estar perfectamente identificada
mediante una etiqueta identificadora que incluya los siguientes datos: Especie, Va-
riedad, Patron, nombre del solicitante y el numero de referencia de la solicitud en
la OCW o en la OEWV.

Si el material vegetal incumple las condiciones de entrega descritas en la Di-
rectriz Técnica (TG) de su especie, éste se rechaza procediendo a la comunicacion
de la incidencia a la OEVV, quien comunica al solicitante un plazo para la devolu-
cion del material vegetal, pasado el cual, el centro de examen procede a su des-
truccion.
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Una vez aceptado el material vegetal para la realizacion del Examen DHE, se
procede al disefio del ensayo agronomico del examen, el cual tiene también sus
peculiaridades como consecuencia de la caracteristica lefiosa de las especies. En
la mayoria de especies resulta imposible plantar las variedades mas similares junto
a la variedad candidata. Las variedades similares de una variedad candidata se de-
terminan al comparar la informacion facilitada por el solicitante en el cuestionario
técnico de la variedad candidata con la informacion que el centro de examen dis-
pone de su coleccion de referencia. La plantacion de variedades candidatas y sus
similares supondria disponer de plantones de las variedades similares de la misma
edad que las variedades candidatas. Ello es imposible ya que el periodo desde que
se realiza la solicitud hasta la llegada del material vegetal de la variedad candidata
es normalmente de 2 a 3 meses, con lo que no se dispone de tiempo material para
la preparacion de una planta similar. Para ello se tendria que retrasar el envio de
material vegetal de la variedad candidata al menos un afio desde el envio de la so-
licitud para poder producir planta de las variedades candidatas de un afio de edad.
Todo ello supondria un retraso considerable en el periodo de examen y un encare-
cimiento excesivo de su coste. Ademas, en alguna especie como el melocotonero,
seria impracticable, por el elevado numero de variedades candidatas que solicitan
su proteccion cada afio. Por ello, la solucion mas adoptada a este inconveniente
es realizar la toma de datos de las variedades similares presentes en la coleccion
de referencia durante los mismos dos afios productivos que se toman datos de la
variedad candidata durante el examen DHE y anotar las diferencias mas claras y
evidentes.

El numero de arboles que se plantan por variedad candidata en la Parcela de
Examen suele ser de 5 en la mayoria de las especies. Parte de la planta suministrada
se utiliza para la incorporacion de la obtencion a la coleccion de referencia y otra
parte se conserva para la reposicion de posibles fallos. Las parcelas de examen
deben estar en las mejores condiciones posibles para su produccion. El marco de
plantacion, el régimen de riego, de fertilizacion y demas practicas agrondmicas de
produccion se deben ajustar lo mas posible a las practicas de las plantaciones co-
merciales, de manera que es conveniente tecnificar la plantacion de examen en el
mismo grado que el usual en cualquier empresa agricola.

Durante los dos ciclos productivos en los que se realiza el examen, se van to-
mando los datos descriptivos de las variedades candidatas y variedades similares
que aparecen en las directrices técnicas. Los datos correspondientes al vigor, ar-
quitectura y densidad floral, en el caso de las especies caducifolias, se realizan en
invierno, antes de la poda, y cuando se han caido completamente las hojas, mo-
mento en el cual se aprecia mejor el porte de ramificacion de los arboles, el creci-
miento vegetativo producido durante el ciclo, y cuando es posible distinguir las
yemas vegetativas respecto de las florales. Es el momento en el que se pueden re-
coger muestras de ramos mixtos y determinar las mediciones cualitativas y cuan-
titativas en laboratorio, como por ejemplo, coloraciones de las ramas, cantidad de
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ramos anticipados, distancias de entre nudos, grosores de los ramos, densidad de
yemas florales... En especies perennes, el porte y el vigor también se determinan
en invierno y la densidad de floracion se realiza poco antes de producirse la flora-
cion. En la floracion se determina la fecha de plena floracion, la evolucién de la
misma, el color predominante de las corolas, y los parametros morfoldgicos de la
flor, como cantidad y tamafios de pétalos, longitudes de pistilos, cantidad de es-
tambres, etc., y en el caso de especies caducas se determina el espaciamiento entre
la plena floracion y la brotacion de las yemas vegetativas. La fecha de plena flora-
cion suele ser un caracter de agrupamiento dentro de las distintas especies y sirve
para descartar la similitud entre muchas variedades.

Una vez se encuentran las hojas completamente desarrolladas se caracterizan
morfoldgicamente las hojas. Muchas variedades difieren en la relacion longitud/an-
chura de las mismas, asi como la longitud y coloracion de los pedunculos de las
hojas.

Al igual que ocurre con la fecha de floracion, la fecha de maduracion de fruto
es una caracteristica de agrupamiento dentro de la variedad y sirve para descartar
la similitud de las variedades candidatas con las variedades de distinto grupo de
maduracion. Una vez la variedad alcanza la madurez de consumo, en laboratorio
se determinan los caracteres morfoldgicos del fruto y se determinan los aspectos
fisico-quimicos de la calidad del fruto que se indican en las directrices técnicas de
cada especie, como la firmeza de la pulpa, el contenido en sélidos solubles (prin-
cipalmente azucares), la acidez del zumo, etc. Una excepcion es el caso del almen-
dro, en el que el fruto se caracteriza dos veces, una en verde, al alcanzar su tamafio
definitivo y, la otra con el fruto maduro, con la apertura de su mesocarpo. La ca-
racterizacion del fruto suele aportar una gran informacidn para la distincion de
las variedades.

A parte de la descripcidn obligada por la directriz de examen pertinente, los
centros de examen documentan con otra informacion la descripcidn de las varie-
dades, con toma de fotografias en laboratorio de las distintas partes morfologicas
del arbol (flores, hojas, ramos, fotografias del fruto desde sus distintos de vista,
aspecto general de los frutos de la variedad, aspecto general del arbol con frutos,
arbol sin hojas...) asi como realizar una caracterizacion molecular basica, normal-
mente con microsatélites o "Simple Sequence Repeats” (SSRs).

Al concluir el segundo afio de toma de datos, se realiza el analisis estadistico
de los datos recolectados de los diferentes caracteres cuantitativos (QN) y se de-
termina su nota. También se evalua la consistencia de las notas obtenidas para
cada caracteristica y la descripcion técnica obtenida de la variedad candidata se
compara con las variedades que previamente se habian seleccionado como mas
similares a la candidata. En ese momento se determina si hay que realizar el exa-
men un tercer ciclo para despejar alguna duda sobre la nota de alguna caracteris-
tica o para confirmar la distincion con alguna variedad muy similar.
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Aclaradas las posibles dudas, el centro de examen redacta el Informe Final sobre
el Examen DHE de la variedad candidata, que puede ser favorable o desfavorable.
Un informe final es desfavorable cuando la variedad candidata no cumple con al-
guna de las condiciones de obtencion vegetal, la "distincion”, la "homogeneidad”
y la "estabilidad”. Un informe final favorable incluye tres documentos.

El primer documento es el informe DHE, en el que se indica que la variedad
candidata tras la realizacion del ensayo DHE se ha comprobado que es distinta,
homogénea y estable. La distincion de la variedad se obtiene al comprobar las di-
ferencias existentes con las variedades notoriamente conocidas que componen la
coleccion de referencia disponible. La homogeneidad se observa con la uniformidad
de las caracteristicas descritas entre los arboles plantados en el ensayo DHE. En
cultivos lefosos es muy dificil obtener plantas fuera de tipo, ya que su propagacion
es vegetativa. Si alguna vez ocurre, es por la inclusion errénea por parte del soli-
citante, de algun plantdn perteneciente a otra variedad o seleccion. Una variedad
candidata no superaria la condicion de homogeneidad si apareciese una sola planta
fuera de tipo en el caso de la plantacion de cinco arboles en la parcela de examen
o dos en el caso de mas de cinco arboles plantados. Finalmente la estabilidad, al
ser cultivos plurianuales, se determina al comprobar que las caracteristicas des-
critas no varian de un ciclo productivo a otro, exceptuando variacion de la expre-
sion causadas por las condiciones medioambientales.

El segundo documento es la descripcion técnica oficial de la variedad candidata
obtenida tras el examen DHE, en la que se recoge la nota obtenida en cada carac-
teristica indicada en la directriz técnica de la especie.

El ultimo documento del informe final del examen técnico es la comparacion
con variedades similares, en la que se indica las caracteristicas en que se diferencia
la variedad candidata de las variedades similares seleccionadas al recibir la solicitud.
Un aspecto importante es que el valor de las notas de las caracteristicas de la va-
riedad candidata debe diferenciarse al menos en dos grados de la variedad similar.

Una vez que el Informe Final DHE favorable llega a la Oficina Espafiola de Varie-
dades Vegetales (OEW), se comprueba la condicidn juridica de "novedad" y que la
variedad candidata esta al corriente de pago de las tasas del examen. Son nuevas las
variedades que no han sido puestas en el comercio o, habiéndolo sido, no haya trans-
currido en el caso de especies frutales 1 afio en Espafia y 6 afios fuera de Espafia.

Una vez se cumplen todos los requisitos, el Ministerio de Agricultura, Alimen-
tacion y Medio Ambiente concede el Titulo de Obtencion Vegetal, procede a su pu-
blicacion en el Boletin Oficial del Estado y la variedad queda inscrita en el Registro
Nacional de Variedades Protegidas.

6.3.3. Examen técnico de variedades de cultivos extensivos

Una cuestion fundamental en los ensayos de identificacion es una buena elec-
cion de la parcela en la que se van a ubicar estos ensayos, ya que si la parcela no
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es la adecuada, aunque se haga cuidadosamente la toma y el proceso de datos,
seria imposible obtener unos resultados fiables. Lo mas importante es que la par-
cela sea homogénea, ademas de tener las caracteristicas idoneas para el cultivo.
El altramuz se desarrolla bien solo en terrenos acidos por lo cual para el examen
técnico de esta especie el terreno de la parcela debe ser acido. Si se siembra un
ensayo de girasol en un terreno contaminado de jopo y hay variedades sensibles a
jopo, sera imposible comprobar las diferencias morfologicas que existan entre las
variedades.

Otro de los aspectos mas importantes a la hora de elegir las parcelas es que
ésta cuente con posibilidad de riego en cualquier momento, tanto por aspersion
como a pie. Si después de sembrar, el terreno no tiene un tempero adecuado y no
es posible regar, la nascencia no sera uniforme y esto condicionara toda la toma
de datos posterior ya que habra plantas mas precoces, mas tardias, mas altas, mas
bajas etc., por lo que habra una gran heterogeneidad en el ensayo aunque el te-
rreno sea uniforme.

El marco adecuado es un tema muy debatido, habiendo diversos puntos de
vista. Hay quien piensa que el marco debe ser el mismo que en una siembra normal;
otros por el contrario piensan que las plantas deben estar totalmente aisladas; lo
mas logico es mantener un equilibrio, aunque esto depende de la especie de que
se trate. En el caso del algoddn a un marco muy amplio se distorsionan los datos,
lo mismo ocurre en el girasol. El problema es menor en el maiz y cereales de in-
vierno. El numero de plantas a estudiar depende de la especie de que se trate aun-
que, un numero razonable de plantas estaria entre las 50 y 100.

Los caracteres que se utilizan para la identificacion varietal en cada especie son
los que se consideran importantes para distinguir una variedad de otra. Estos ca-
racteres pueden ser morfologicos, fisiologicos, bioquimicos o de otra naturaleza.
Pueden también incluirse caracteres basados en la reaccion a organismos vivos,
(por ejemplo, los caracteres de resistencia a enfermedades), a los productos qui-
micos (por ejemplo los caracteres de resistencia a los herbicidas), etc. Todos estos
caracteres deberan reconocerse y describirse con precision. La mayor parte de los
paises utilizan los caracteres que figuran en las Directrices de Examen de la UPOV
para cada especie y se afiaden otros caracteres que consideran de utilidad.

Los caracteres pueden tomarse por:

Observacion visual (V), una observacion basada en la observacion visual del
experto, aunque también se incluyen en este grupo las observaciones sensoriales,
como pueden ser el olor, el sabor y el tacto.

Medicion (M), una observacion objetiva que se realiza frente a una escala lineal
calibrada, por ejemplo, utilizando una regla, una bascula, un colorimetro, fechas,
recuentos, etc.
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Los caracteres observados por separado pueden combinarse posteriormente,
por ejemplo la relacion longitud x anchura o la longitud/anchura. Los caracteres
que se utilizan no son unica y exclusivamente aquellos que se observan en las par-
celas de campo, 0 en muestras tomadas de éstas, para su posterior observacion en
gabinete. Se utilizan ademas determinadas técnicas en laboratorio (fitotrones, in-
vernaderos, macetas, etc.) para la observacion de ciertos caracteres y sus diferentes
niveles de expresion. Estas técnicas, al realizarse en condiciones controladas, per-
miten efectuar determinaciones cuantas veces se considere necesario, pudiéndose
comparar los resultados de diferentes determinaciones. Por ello siempre se estudian
junto a las variedades cuyos caracteres hay que observar, variedades de referencia,
lo cual sirve también para poder detectar resultados andmalos debido a causas
fortuitas y una vez solucionados los problemas repetir los analisis en las condicio-
nes fijadas.

Como ejemplos de caracteres que se observan utilizando estas técnicas se re-
lacionan entre otros los siguientes:

® Determinacion de la intensidad de la pigmentacidn del coleodptilo en fitotron
o invernadero, en condiciones controladas de luz y temperatura en soja,
s0rgo, maiz, girasol, etc.

Determinacion de la intensidad de la coloracion que adquieren los granos de
sorgo al tratarlos con fenol.

Test de mildiu en girasol.

Contenido en acido oleico en girasol.

Indice de flotabilidad en maiz.

Riqueza grasa en girasol, colza, etc.

Analisis de fibra en algodon.

Comprobacion de las modificaciones genéticas.

Electroforesis para comprobacion de la identidad o pureza de una muestra.

El gran numero de variedades a comparar entre si hace muy dificil esta labor.
Para facilitar el trabajo, las variedades se agrupan segun algunas de sus caracte-
risticas; de esta forma cada variedad se siembra al lado de las de su grupo, que en
definitiva, son a las que se parece. lgualmente se comparan sus caracteristicas con
las caracteristicas de las variedades de su grupo.

Tanto los caracteres cualitativos como los cuantitativos pueden estar sujetos,
en mayor o menor medida, a la influencia del medio ambiente que posiblemente
modifica la expresion de diferencias genéricamente controladas. Para agrupar las
variedades, son preferible los caracteres menos influidos por el medio ambiente.
Si en determinados casos la expresion de un caracter ha sufrido influencias ma-
yores de lo normal debido a factores ambientales, no debera utilizarse este caracter.
Los caracteres que no son influidos por el medio ambiente en ninguna o casi nin-
guna medida y ademas pueden ser claramente definidos, son los que se utilizan
para agrupar variedades antes de la siembra.
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Como ejemplo en maiz se utilizan el ciclo de floracion, el color de las sedas, Ia
altura de la planta, el tipo de grano y el color del zuro.

Mediante estos caracteres las nuevas variedades se integran en los diferentes
grupos existentes, donde estan también otras variedades solicitadas con anterio-
ridad y las variedades de la coleccion de referencia. Las siembras se van a realizar
siempre respetando estos grupos, por lo que van a sembrarse juntas las variedades
que mas se parecen entre si, sean o no de la coleccidn de referencia, se van a es-
tudiar juntas y se van a comparar entre ellas.

Las variedades incluidas en la coleccion de referencia no deberian limitarse a
las existentes a nivel nacional, una solicitud de proteccion o de inscripcion en un
registro oficial en cualquier parte del mundo confiere a la variedad la calidad de
notoriamente conocida. Es poco probable que las variedades de muchas especies
seleccionadas en entorno considerablemente diferente de aquel en el que se ha
desarrollado la variedad candidata sean similares a la variedad objeto de examen,
lo que puede servir para restringir el tamafio de la coleccion de referencia con arre-
glo a la cual deberan examinarse las variedades candidatas.

Para la organizacion de las siembras hay que conocer qué material va a haber
en el ensayo de identificacion y qué caracteristicas tiene; para ello es fundamental
que la informacién de los obtentores sea correcta y clara. Se incluiran al menos
las variedades de la coleccion de referencia con caracteristicas similares a las que
estén en estudio.

En el primer afio de ensayo se establecen los grupos de siembra dentro de
cada tipo de material. En girasol hay los siguientes tipos: restauradores, hembras,
HS fundacionales, HS, H3L y poblacion. En maiz: lineas puras, HS fundacionales,
HS, H3L, y HD, poblacion. Dentro de cada tipo se van agrupando las variedades
segun la descripcion presentada por el obtentor. Asi por ejemplo en maiz se orde-
narian las variedades por ciclos 200, 300, 400, 500, 600,700 y 800.

Dentro de cada ciclo se sembrarian de un lado las variedades de zuro blanco y
de otro las de zuro rojo; dentro de cada grupo se ordenaran por precocidad, des-
pués las de grano liso y las de grano dentado; las que tengan las sedas coloreadas
y las sin coloracion; etc. De esta manera si la descripcion del obtentor no es co-
rrecta la variedad estara en un grupo que no le corresponde, con el consiguiente
problema a la hora de relacionar esta variedad con el grupo correspondiente. Una
vez establecidos los grupos de siembra se eligen las variedades testigo para cada
uno de ellos.

En el segundo aiio de estudio se planifica la siembra segun las observaciones
realizadas el afio anterior, pudiendo efectuarse la siembra de una variedad junto a
otra perteneciente a la coleccion de referencia o en estudio, si se tienen dudas de
su novedad con respecto a ésta. Para los hibridos podria efectuarse un control de
identidad durante el sequndo afo, entre las semillas depositadas el primer afio por
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el obtentor y las semillas resultantes del cruzamiento realizado el primer afio, con-
forme a la formula anunciada.

Tanto el primer como el segundo afio se sembraran juntas las muestras de iden-
tificacion y de V.A. para comprobar que son iguales. En los parentales se sembraran
el material enviado al inicio del ciclo de estudio junto al obtenido por autofecunda-
cion durante el primer afo, al objeto de comprobar la estabilidad del parental. Se
compararan también las lineas mantenedoras de esterilidad con las lineas andro-
estériles.

Una variedad se considera distinta si en el momento en que se pide su inclusion
en el Registro se diferencia claramente por uno o varios caracteres morfologicos
o fisioldgicos importantes de todas las demas variedades incluidas o en proceso
de inclusion en el Registro correspondiente. Dos variedades se consideran distintas
para un determinado caracter cualitativo, cuando existe una separacion entre los
niveles de expresion de dichas variedades, al menos igual a la anchura de clase de-
finida para dicho caracter. Dos variedades se consideran distintas para un deter-
minado caracter cuantitativo, cuando la diferencia entre las medias de dichas
variedades para ese caracter, sea superior a la minima diferencia significativa al
5%, con el mismo sentido en los dos afios de estudio.

En el caso de un hibrido comercial, su novedad estriba en la novedad de los pa-
rentales que lo forman, o en la originalidad de la formula que los asocia. A falta
de poder establecer la novedad de un hibrido sobre la base de esta regla general,
se realizara un estudio complementario de la distincion en los hibridos comerciales
a fin de verificar las diferencias entre variedades parecidas.

Diferencias menores a la anchura de clase en varios caracteres importantes,
podrian ser consideradas suficientes para la separacion de variedades. A cada ca-
racter se le da una anchura de clase mayor o menor dependiendo de la importancia
del caracter y después, si no es suficiente para separar dos variedades, se ve si exis-
ten diferencias en varios caracteres menores a la anchura de clase establecida.

Una variedad o una linea se considera homogénea cuando las plantas que la
componen poseen las mismas caracteristicas morfologicas o fisiologicas En el caso
de lineas puras el estudio de homogeneidad puede incluir la descendencia obtenida
por autofecundacion de las lineas.

En relacion con el estudio de identificacion se establece niveles maximos de to-
lerancia de plantas fuera de tipo, dependiendo del material de que se trate. Nor-
malmente se separan las especies autogamas y las aldgamas, aunque cada especie
tiene unas peculiaridades propias. Por ejemplo, tan autdégama es el trigo como el
algodon, sin embargo en el algoddn se empieza a considerar una variedad ya es-
table a partir solamente de la F4 mientras que en el trigo se hace mucho mas tarde,
con lo que la homogeneidad que presenta el material es menor que en trigo. Por
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otra parte, dentro de la misma especie, el tratamiento es distinto si es una pobla-
cion, o un hibrido comercial, 0 una linea pura.

Para la aplicacion de los baremos establecidos en los niveles de tolerancia, se
tendra en cuenta las tablas de distribucion binomial para cada uno de estos por-
centajes. Para comprobar la homogeneidad se puede aprovechar el ensayo de dis-
tincion, marcandose las plantas fuera de tipo, o hacer un ensayo especial para
comprobar la homogeneidad.

Una variedad se considera estable, si después de sucesivas multiplicaciones
conserva la misma definicion en sus caracteres esenciales. Si no hay duda sobre la
base de la homogeneidad se supone que es estable.

Debido a la gran cantidad de datos que hay que manejar, en girasol y maiz en el
ensayo puede haber 500 o mas variedades, es imprescindible el uso de ordenadores
con programas especificos que ayuden al manejo de la gran cantidad de datos to-
mados en campo. Estos programas en definitiva lo que hacen es darnos las varie-
dades que morfolégicamente no se separan entre si y por tanto, después hay que
compararlas directamente en campo, una al lado de la otra, para ver si las posibles
diferencias que tengan son suficientes o no para considerarlas diferentes.

Con la informacion obtenida de todos estos ensayos, después de al menos dos
afios de estudio, se elaboran los informes que son sometidos a discusion en Grupos
de Trabajos y Comisiones Nacionales de Estimacion que deciden las variedades que
van a ser incluidas en las listas correspondientes y de esta manera poder ser co-
mercializadas.

6.4. La identificacion molecular

La informacién sobre identificacion varietal, diversidad genética y relaciones
entre genotipos es de gran importancia para la conservacion eficiente, para los
programas de mejora y para la utilizacion de los recursos genéticos. La caracteri-
zacion e identificacion tradicional de variedades es el primer paso en la mejora de
los cultivos y en los programas de conservacion y se ha basado en el empleo de
caracteres morfoldgicos. Estos marcadores agrondmicos establecen las bases para
identificar y diferenciar variedades, sin embargo presentan algunas limitaciones:
son demasiado lentos para ser aplicados en un posible control de identidad en vi-
vero o para la proteccion de los derechos de obtentor. Ademas son métodos com-
plejos, limitados, subjetivos, influenciados por el ambiente e involucran estados de
desarrollo especificos del cultivo.

Por ello, gracias a los avances en la biologia molecular se han desarrollado mé-
todos de identificacion y caracterizacion de material vegetal basado en el uso de
marcadores moleculares que superan, en la gran mayoria de los casos, las limita-
ciones de los marcadores morfologicos. Estos marcadores moleculares son feno-
tipicamente neutros y presentan mayor polimorfismo que los morfolégicos.
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Ademas pueden evaluarse desde los primeros estados de desarrollo de las plantas,
son aplicables a cualquier tipo de material vegetal, son independientes de la época
del afo en que se realiza el analisis, permiten la identificacion correcta de la va-
riedad sin necesidad de muchos caracteres y estan libres de efectos epistaticos,
permitiendo establecer en pocos dias un perfil Unico para cada variedad (Tanksley,
1983; Rallo et al., 2002).

De entre todos los marcadores de ADN, los microsatélites (SSR) son actualmente
los marcadores mas populares en los estudios de identificacion de material vegetal
(Scott, 2001). Su alta tasa de mutacion y naturaleza codominante permiten la es-
timacion de la diversidad genética dentro y entre especies, asi como la mezcla ge-
nética entre ellas incluso si estan estrechamente emparentadas. Otro tipo de
marcadores de nueva generacion y que posiblemente sean la alternativa a los mi-
crosatélites para estudios de diversidad genética, son los ‘Polimorfismos de Nucle-
6tido Simple (SNP)'. Estos se basan en la identificacion de la sustitucion de un
nucledtido por otro, representando solamente dos alelos simples. Los SNP parecen
ser marcadores atractivos para aplicarlos en el futuro a estudios de diversidad ge-
nética ya que se pueden usar facilmente en la evaluacion de la variacion funcional
o0 neutra. Sin embargo, la fase preliminar del descubrimiento o seleccién de los
SNP a partir de bases de datos es critica. Al ser marcadores bialélicos, los SNP po-
seen un contenido de informacidn bastante bajo, y hay que usar muchos para lle-
gar al nivel de informacion obtenido a partir de un panel estandard de 30 loci de
microsatélites. No obstante, las tecnologias moleculares estan en constante evo-
lucion, aumentando la automatizacion y disminuyendo el costo del tipaje de SNP.
Probablemente, en el futuro proximo, ello permitira el analisis en paralelo de un
gran numero de marcadores a un costo inferior. Con esta perspectiva, estan en
marcha proyectos a gran escala en varias especies de plantas para identificar mi-
llones SNP y validar varios miles de ellos.

El Grupo de Trabajo de la UPOV especializado en Técnicas Bioquimicas y Mole-
culares (BMT) ha revisado recientemente tres modelos de estudio que sirvan para
introducir técnicas moleculares en el sistema de la UPOV. Las principales aplica-
ciones de interés son el uso de marcadores asociados a genes especificos que per-
mitan identificar una caracteristica fenotipica (opcion 1) y gestionar colecciones
de referencia (opcion 2). Una tercera propuesta (opcion 3), en la que aun siguen
debatiendo y realizando ensayos experimentales, es la posibilidad de usar un nu-
mero limitado de marcadores moleculares que sean capaces de encontrar diferen-
cias entre variedades. Sin embargo, surge la incertidumbre de saber qué sucederia
si estos marcadores encuentran diferencias a un nivel genético que no se reflejaria
en su fenotipo.

Recientemente, el grupo de estudio y control de variedades y semillas francés
(GEVES), asi como el Departamento de Medio Ambiente, Alimentacion y Asuntos
Rurales britanico (DEFRA) han usado marcadores moleculares para el examen de
DHE. Ademas, ambos organismos estan siendo muy activos en cuanto a la inves-
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tigacion de marcadores moleculares, financiando varios proyectos para confirmar
el uso de marcadores en las tres opciones previamente mencionadas. DEFRA fi-
nancié un proyecto en trigo usando microsatélites para ser usados en un examen
de DHE, siendo los resultados muy satisfactorios por dicho grupo. Por otro lado,
los estudios realizados en maiz, melocoton, colza o rosal han sido propuestos como
posibles modelos de aplicacion en lo que respecta a la utilizacion de marcadores
moleculares para examenes de DHE. En todos ellos se concluye la eficacia de los
marcadores de ADN para su utilizacion en estos estudios. Asi mismo la variabilidad
observada por medio de los marcadores en el seno de las variedades es mayor que
la variabilidad observada con los caracteres tradicionales. Ademas, segun se recoge
en los anexos del documento UPOV/INF/18/1, los marcadores moleculares podran
utilizarse para establecer un umbral de "distincion plus", basado en la distancia
genética, para la gestion de colecciones de referencia y no seran utilizados para
evaluar la distincion mediante un enfoque de caracter por caracter.

El desarrollo de estas técnicas esta evolucionando muy rapidamente, pero por
el momento no se ha establecido su utilizacion en los descriptores para la identi-
ficacion varietal, aunque si se han aceptado en casos de litigios sobre apropiacion
de materiales vegetales. Ante esta situacion no es posible prescindir de las obser-
vaciones de caracter morfoldgico v fisioldgico que se realizan en los ensayos en
campo o invernadero durante el periodo vegetativo, y del estudio de las partes de
las plantas recolectadas que se efectian en gabinete.
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7.1. Introduccion

La mejora vegetal es parte de una cadena de innovacion que va desde la inves-
tigacion fundamental hasta la produccion, el marketing y la venta de semillas o
plantas. La mejora vegetal hace uso de diversas técnicas y metodologias, pertene-
cientes a diferentes disciplinas como la genética, la estadistica, la fisiologia, la fi-
topatologia, la bioquimica y desde hace unas décadas se han anadido la biologia
molecular, la biotecnologia y la bioinformatica.

La mejora vegetal es |a base para crear las nuevas variedades, desde el objetivo
de aumentar la produccion, contribuir a mejorar la sequridad alimentaria o mejorar
la sostenibilidad. Las nuevas variedades tienen que adaptarse tanto a nuevos sis-
temas de cultivo como a tender a reducir el empleo de plaguicidas. Ademas de
adaptarse a nuevas demandas en la calidad de los frutos, en relacion por ejemplo
al sabor y los contenidos nutricionales. También sirve para crear variedades cada
vez mas adaptadas a condiciones de cultivo mas extremas y con resistencias y/o
tolerancias frente a plagas y enfermedades emergentes y consolidadas.

Todas estas iniciativas en el sector de la mejora vegetal hacen que sea un sec-
tor, tanto a nivel publico como privado, muy activo y abierto a los cambios con-
tinuos a los que estan sometidos. Para acometer todos estos trabajos, ambos
sectores requieren de estructuras fuertes y desarrolladas, tanto a nivel economico
como de conocimiento cientifico, capaces de ir adaptandose a las circunstancias
cambiantes.

La cooperacion tecnolégica con centros publicos de investigacion es una de las
piedras angulares de la estrategia de innovacion de la empresa. Las ventajas deri-
vadas de la colaboracion publico-privada en I+D son numerosas: se comparten
riesgos y costes, permite aprovechar economias de escala y es un mecanismo por
el que se generan sinergias y complementariedades entre centros publicos de in-
vestigacion y empresas. No obstante, existen también problemas especificos que
pueden inhibir este tipo de colaboraciones, como las dificultades que tienen los
agentes para apropiarse en su totalidad de los conocimientos que han generado,
asi como los costes de negociacion y las diferencias culturales existentes entre las
partes implicadas.

7.2. Plantas de gran cultivo

7.2.1. Introduccion

Tal como afirma el informe del parlamento europeo de 2013, la investigacion
sobre la mejora vegetal reviste una importancia fundamental para el futuro de la
produccion agricola, en particular en lo que se refiere al desarrollo de variedades
existentes y de nuevas variedades de modo que se pueda garantizar el abasteci-
miento de alimentos en el futuro. Al mismo tiempo en dicho informe se expresa la
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preocupacion acerca de que el mercado mundial de mejora vegetal esté dominado
en la actualidad por un numero reducido de grandes empresas multinacionales, y
que estas compafiias centren su accion en un numero limitado de variedades de
un numero reducido de cultivos «importantes», como maiz, soja y cereales. Dentro
del grupo de las plantas de gran cultivo actualmente existe una marcada diferencia
entre el grado de mejora vegetal segun las distintas especies, como se vera mas
adelante. Lo que si tienen todas las especies en comun son, al menos, dos necesi-
dades que son claves:

a) La necesidad de utilizar, de manera complementaria a los métodos clasicos
de mejora (normalmente muy demandantes en tiempo, trabajo e inversion econo-
mica), los avances propiciados por la innovacién en el campo de la biotecnologia
y la biologia molecular. Estos pueden permitir ahorrar considerablemente tiempo
asi como recursos humanos y econémicos a la hora de obtener nuevas variedades
comerciales.

b) La necesidad de establecer colaboraciones publico-privadas que impulsen el
avance del sector, de manera que éste saque el maximo partido posible a los re-
cursos fitogenéticos disponibles, a la investigacion de base que se va generando,
a la innovacion en la creacion de nuevas herramientas aplicables a los programas
de Mejora, etc.

En las plantas de gran cultivo, las compafias privadas cuentan con programas
de mejora que estan dirigidos en su mayoria al desarrollo de hibridos, ya que su-
pone la mejor forma de asequrar el retorno de la inversion en investigacion. Esto
implica fuertes inversiones, y también importantes ganancias que permiten recu-
perar el capital empleado asi como sequir invirtiendo en nuevos programas de me-
jora vegetal. Sin duda, la estrategia adoptada por los agentes involucrados en la
colaboracion publico-privada ha de contemplar, en mayor o menor medida, qué
tipo de instrumento es el mas adecuado para proteger el conocimiento cientifico
y tecnoldgico generado como resultado de dicha cooperacion.

7.2.2. Colaboracion publico-privada: trayectoria y actualidad

En los decenios de 1960, 1970 y 1980, la inversion del sector privado en inves-
tigaciones fitogenéticas fue limitada, especialmente en el mundo en desarrollo,
debido a la falta de mecanismos eficaces para proteger los derechos de propiedad
sobre los productos mejorados. Esta situacion cambio cuando se empezo a comer-
cializar de manera mas intensa los hibridos para cultivos aldgamos como el maiz.
La viabilidad econdmica de los hibridos dio origen a una industria de las semillas
en el mundo en desarrollo, iniciada por empresas multinacionales de paises des-
arrollados y sequida de la creacion de empresas nacionales. A pesar del rapido cre-
cimiento de la industria de las semillas en los paises en desarrollo, hasta ahora su
actividad ha sido limitada y muchos mercados han quedado desatendidos. Los in-
centivos para la investigacion agricola privada aumentaron aun mas cuando los
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EE UU vy otros paises industrializados permitieron patentar genes construidos por
medios artificiales y plantas modificadas genéticamente. Las grandes empresas
agroquimicas multinacionales fueron las primeras en invertir en la obtencion de
cultivos transgénicos, aunque gran parte de la investigacion cientifica en que se
basaron habia sido realizada por el sector publico y puesta a disposicion de las
empresas privadas mediante licencias exclusivas.

Una mirada a los objetivos originales del binomio formado por lo publico y lo
privado nos da algunas ideas iniciales sobre los problemas que deben superarse.
El objetivo de las universidades y los organismos publicos de investigacion se en-
cuadra en transferir conocimiento o crearlo. Aunque en la practica la frontera no
es tan definida, ya que las universidades crean conocimiento como resultado de
investigaciones realizadas por su personal docente, y los organismos publicos de
investigacion realizan acciones orientadas a difundirlo al formar futuros profesio-
nales en sus ramas altamente especializadas.

La diversidad de aspectos técnicos y legales relacionados con la transferencia
de tecnologia se ven agravados por esta diferencia de fondo que genera culturas
totalmente diferentes y bastante contradictorias. Los principales aspectos que se
plantean en este ambito son los siguientes:

a) El proceso de negociacion de una transferencia de tecnologia requiere de
numerosas decisiones tanto por parte de los oferentes como de los receptores. Se
plantean un conjunto de preguntas que deben responderse adecuadamente antes
de concretar un proceso de transferencia de tecnologia con éxito, por ejemplo,
¢qué hacer, licenciar la tecnologia o crear una empresa para explotarla?, ;como
asegurarse de que la tecnologia llegara al mercado y no sera usada, incluso se-
cuestrada, simplemente para defenderse de la competencia?, jcual es el precio de
una tecnologia nueva?, iqué parte de la tecnologia proteger legalmente?, icual es
el mercado disponible?, ;como evitar que la proteccion de la propiedad industrial
e intelectual afecte al acceso publico al conocimiento?

b) Otro grupo de elementos a contemplar se derivan directamente de las res-
tricciones que imponen los diferentes objetivos de las organizaciones implicadas.
Esto incluye trabas legales y financieras a la transferencia de tecnologia.

¢) Por ultimo, pero no menos importante, se encuentran aquellos relacionados
con las diferencias culturales de los actores implicados derivadas de sus diferentes
objetivos: la comunidad de 1+D y la empresarial poseen diferentes estilos de tra-
bajo, modelos de gestion, sentido del tiempo, enfoques de confidencialidad, acti-
tudes hacia la colaboracion, entre otras.

Estos condicionantes no son triviales. Una importante contradiccion que afecta
directamente a la gestion de los instrumentos de propiedad industrial es la tradi-
cional apertura de conocimiento enraizada en las universidades y organismos pu-
blicos de investigacion, donde el objetivo de los investigadores y la medida de su
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prestigio académico es la publicacion de los resultados de las investigaciones. En
el lado opuesto, las empresas generalmente mantienen estrategias de secreto in-
dustrial y exigencias de confidencialidad estrictas para defender sus posiciones
frente a la competencia.

Actualmente quizas los enfoques que mas frecuentemente se dan en el ambito
de la colaboracion publico-privada son los siguientes:

a) Enfoque de licenciamiento puro: en el que las variedades comerciales surgi-
das de los programas de investigacion de organismos y/o instituciones publicas
son licenciadas a companias privadas (en exclusiva o no, con caracter internacional
0 no) que se encargan de su explotacion comercial, retribuyendo a los obtentores
con parte de los royalties percibidos. En este enfoque la empresa privada ejerce
Unicamente de brazo comercializador, sin que se intervenga directamente en el
proceso de mejora vegetal.

b) Enfoque de licenciamiento colaborativo: Al igual que en el caso anterior se
establece un contrato publico-privado para la comercializacion de las variedades
vegetales surgidas del programa de mejora, pero la empresa privada si interviene
directamente en dicho programa, pudiendo ser, en algunos casos, co-obtentotes
de las variedades comerciales.

¢) Enfoque colaborativo puro: La compaiia privada toma la iniciativa y ejecuta
el programa de mejora vegetal, contando con la ayuda de los organismos publicos
en diferentes aspectos posibles: cesion de germoplasma de interés, aplicacion de
tecnologia/herramientas concretas, etc.

En los siguientes apartados se mostrara una perspectiva sobre las especies de
mayor interés y a las que se les esta dedicando mayores esfuerzos en la obtencion
de nuevas variedades dentro del grupo de grupos de las plantas de gran cultivo.

7.2.3. Cereales

Dentro de las plantas de gran cultivo, posiblemente el maiz es el cultivo que
mayores avances ha propiciado en la mejora genética vegetal actual, y sobre el
que se ha invertido mas esfuerzo para la obtencion de nuevas variedades hibridas,
generadas a partir de lineas puras. Como es sabido, los cruces entre lineas endo-
gamicas o lineas puras generan genotipos mas vigorosos y productivos. A este
vigor hibrido se le denomina heterosis. Durante mucho tiempo tres de las cuatro
lineas puras de maiz que se usaron con mayor frecuencia como parentales de los
hibridos de mas éxito fueron obtenidas por universidades americanas. Aunque los
hibridos de maiz existen desde los afios 1920, no empiezan a tener importancia
comercial relevante hasta después de la Il Guerra Mundial, tras haberse puesto a
punto el sistema de androesterilidad génico-citoplasmica gracias al citoplasma
“"texas" y de buenos genes de restauracion. Eran hibridos dobles por necesidades
comerciales (las lineas hembra eran muy poco productivas). Posteriormente, entre
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que la epidemia de Helmintosporium arraso todo lo que llevaba el citoplasma texas,
y que se habian conseguido lineas puras extraordinarias (entre ellas la B73), se
paso a hibridos simples.

La estrategia que se usa todavia hoy esta basada precisamente en el aprove-
chamiento de la heterosis, ya que las semillas de los hibridos no se pueden guardar
para la siembra de la proxima generacion, puesto que la uniformidad y vigor de Ia
primera generacion hibrida (F,) se pierde en las siguientes generaciones. Por ello
la hibridacion del maiz represento el inicio de la comercializacion de la semilla, y
de la division del trabajo, entre lo publico y lo privado, a nivel de investigacion
agricola. Es de destacar que la comercializacién de semillas de variedades hibridas
por parte de las empresas privadas no hubiera sido posible sin el esfuerzo inicial
de iniciativa publica. Entre las razones mas destacables, resulta especialmente re-
marcable uno de los estudios mas completos para determinar los principales gru-
pos heteroticos, que fue llevado a cabo en el Centro Internacional de Mejoramiento
de Maiz y Trigo (CIMMYT) en México. Otro paso importante en la obtencion de nue-
vas variedades de maiz ha venido de la mano de la ingenieria genética, que per-
mitio generar nuevas variedades comerciales transgénicas como el maiz Bt
resistente a taladro, el maiz RR (Roundup Ready) resistente al herbicida glifosato,
el maiz transgénico resistente al rayado fino, etc.

Hoy dia las grandes multinacionales son las que invierten mayores recursos en
la obtencion de nuevas variedades, de la mano de las instituciones publicas. Estas
ultimas centran sus esfuerzos en aprovechar los recursos fitogenéticos disponibles
y emplear las técnicas mas sobresalientes para generar lineas puras. Un caso a se-
falar es el que podemos encontrar en el area del llamado cinturon de maiz (Corn
Belt) en EEUU. En los Estados que comprenden esta zona existe un gran entramado
de pequefias empresas que cuentan con su propio germoplasma (normalmente
generado a partir de germoplasma publico) que lo ponen a disposicion de otras
empresas mayores o de las grandes multinacionales, al mismo tiempo que prestan
servicios para el desarrollo del germoplasma de terceros y generacion de lineas de
algun interés especifico (marcados nichos de mercado).

Un ejemplo sobresaliente de colaboracion publico-privada es el proyecto GEM
(Germplasm Enhancement of Maize Project) en EE UU, que originalmente utilizo
el germoplasma generado en el seno del Proyecto de Maiz Latinoamericana (LAMP)
como material de origen, y tiene como misién aumentar de manera efectiva la di-
versidad de germoplasma de maiz en EE.UU. El proyecto GEM fue iniciado en 1995
y hoy dia esta financiado con 1,3 millones de dolares por el gobierno federal y
cuenta con 26 colaboradores privados, 21 colaboradores publicos, una organizacion
no gubernamental, 12 cooperadores internacionales privados y 4 colaboradores
publicos internacionales.

El arroz es otro de los grandes cultivos a los que se le ha dedicado mucha aten-
cion desde el punto de vista de la mejora genética. Quizas el caso mas célebre en
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esta especie ha sido el arroz dorado (Golden Rice), auspiciado por la Fundacion
Rockefeller y la UE y desarrollado por el Dr. Ingo Potrykus y el Dr. Peter Beyer. El
arroz dorado es un arroz modificado genéticamente para acumular en su embridn
beta-caroteno y otros carotenos, que son precursores de la vitamina A. Este beta-
caroteno "extra” es el que le otorga un caracteristico y peculiar color dorado, y da
origen a su nombre. Este arroz pretende aportar vitamina A "extra” a las poblacio-
nes que no consumen la suficiente cantidad de esta vitamina, imprescindible en
la dieta diaria para evitar la avitaminosis y pérdida de la vista, lo cual afecta espe-
cialmente a los nifios. En 2005 la nueva variedad Golden Rice 2 se anuncia que
produce mas de 23 veces mas beta-caroteno que el arroz dorado original. Todavia
ninguna de estas variedades esta disponible para consumo humano. A pesar de su
concepcion humanitaria, tiene significativa oposicion de los ambientalistas y ac-
tivistas anti-globalizacién. Otro caso a destacar es el arroz hibrido Bt en China. Las
variedades han sido obtenidas conjuntamente por cientificos chinos y del Centro
Mundial de Mejora del Arroz (IRRI), con sede en Filipinas, una institucion de la Red
Internacional de Investigacion Agraria (CGIAR) que se dedica de forma especial a
la mejora genética de plantas, y que esta financiada por numerosas instituciones
publicas y privadas, incluyendo gobiernos, universidades, empresas, instituciones
y el Banco Mundial. El arroz tiene sus particularidades respecto a los transgénicos,
ya que se trata de una planta autdgama, es decir, que (salvo en el caso de hibridos,
que son relativamente recientes y muy poco extendidos) se puede reemplear la se-
milla. De hecho en Asia, la mayor parte de los agricultores reemplean semilla (en
Espafia también en gran medida), por lo que es dificil hacer rentable para una em-
presa privada la inversion en investigacion, ya que es muy facil que se utilicen las
nuevas semillas sin pagar royalties. Este hecho frena mucho la investigacion pri-
vada, y puede ser una razon por la que en el caso del arroz se dé la sensacion de
un cierto liderazgo de la investigacion publica respecto a la privada en la obtencion
de variedades.

El trigo es también una especie de importancia capital, y es un cultivo basico
en la alimentacion humana. En este contexto, los paises productores coinciden en
la necesidad de acelerar el progreso genético del trigo para mejorar el rendimiento,
la eficacia en la utilizacion del agua y de los nutrientes, asi como la adaptacion al
estrés biotico y abiotico, al tiempo que se garantiza una produccion sequra y de
calidad. Actualmente existen iniciativas de colaboracion publico-privada, como el
consorcio internacional Wheat Initiative formado por instituciones publicas y em-
presas privadas. Tal como opina Héléne Lucas, coordinadora cientifica internacional
de Wheat Initiative, "a lo largo de los ultimos 20 afios, el trigo ha dejado de contar
con inversiones para la investigacion, pese a su importancia en materia de seguri-
dad alimentaria mundial. Para abordar el reto de la produccion de trigo a escala
internacional, los sectores publico y privado deben invertir mas, y de forma coor-
dinada, en investigacion”.
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Si comparamos con el maiz, el nivel de avance en la mejora del trigo es menor,
ya que la mayor complejidad de esta especie motivada por su caracter autdgamo
hace mucho mas costosa esta labor. A diferencia del maiz, no estan definidos los
grupos heteroticos, y la generacion de variedades comerciales de trigo hibrido es
aun un objetivo por alcanzar para las companias privadas. Dado que en el proceso
de obtencion de lineas puras es necesaria la castracion para asegurar que la des-
cendencia cosechada es procedente de autofecundacion, y que la castracion no es
rentable hacerla manualmente (castracion mecanica o eliminacion de las anteras,
llamada también emasculacion), se han puesto en marcha diferentes metodologias,
empleadas tanto por las compafias privadas como por los organismos publicos.
Los procedimientos que se utilizan son: la castracion quimica (sustancias que eli-
minan o inactivan los gametos masculinos), la genética (nuclear) y la génico-cito-
plasmica. Esta ultima es la que ha tenido mayor éxito comercial, dando de hecho
a algunas patentes (Martin, 2010; Konzak, 2002). Por otro lado, el desarrollo de tri-
gos transgénicos se ha manifestado con cierto retraso en comparaciéon con otros
granos y oleaginosas. A pesar de ello, en fechas recientes se han realizado trabajos
de modificacion genética a este importante cultivo. Por ejemplo, en EEUU se co-
menzo a trabajar en la tolerancia a herbicidas, principalmente al glifosato, bajo el
liderazgo de las multinacionales. Otras investigaciones que han contado con la
participacion de centros publicos y el CIMMYT se basan en la resistencia a la fusa-
riosis y a la sequia. Sin embargo, las dificultades para aprobar el uso comercial de
trigos genéticamente modificados han frenado su desarrollo, a pesar de que mu-
chos grupos de interés, como la Asociacion de Trigo estadounidense o la Junta Ca-
nadiense del Trigo, han manifestado su deseo de contar con este tipo de productos.
En Australia, en ciertas regiones, se ha probado el trigo tolerante a sequia con ma-
yores rendimientos en comparacion a la semilla convencional. De acuerdo con ci-
fras oficiales de ese pais, el incremento promisorio en la produccion alcanzaria los
20 puntos porcentuales mas, por lo que se espera que en algunos afios se liberen
estos cultivos en forma comercial. Por otra parte, expertos de Hungria, Australia y
el Reino Unido han evaluado lineas transgénicas de trigo modificado genética-
mente y, a partir de pruebas de campo, reportaron mejoras en rendimiento y mayor
extensibilidad y fortaleza de la pasta resultante. Esta investigacion demuestra que
la modificacion genética puede resultar significativa en la composicion y propie-
dades funcionales del grano, y no solo en el aspecto productivo. En el caso de la
Universidad de Cornell (EEUU), sus estudios estan orientados a desarrollar diversas
alternativas biotecnoldgicas para combatir la roya del tallo, una enfermedad deri-
vada de la raza Ug99 de este hongo. De acuerdo con el responsable de la investi-
gacion, doctor Evans Lagudah, la produccién mundial depende de unos cuantos
genes de resistencia a la roya, pero éstos presentan actividad limitada contra la
nueva cepa, por lo que el reto es desarrollar combinaciones de genes que protejan
al trigo. Parte del trabajo de los expertos es analizar la resistencia del arroz a la
roya con el fin de transferir este mecanismo al trigo.
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7.2.4. Leguminosas de grano

Por leguminosa de grano se entienden aquellas especies pertenecientes a la fa-
milia Fabaceae cuya utilidad primaria reside en las semillas mas que en ninguna
otra parte del vegetal, si bien en algunas especies existen variedades en las que tam-
bién es utilizable la legumbre. Las leguminosas de grano tienen también utilidad,
generalmente considerada como secundaria, como forraje, abono verde, ensilado,
henificado o paja. La importancia del grano se debe, principalmente, a su composi-
cion proteinica, aunque en épocas recientes el aceite ocupe el primer lugar en al-
gunas especies (soja, cacahuete) sin que esto quiera decir, ni mucho menos, que la
proteina, aunque industrialmente considerada un subproducto, no tenga valor en
ellas. Dado que las leguminosas-grano no han sufrido, en general, un proceso de
mejora tan continuada como los cereales, cabe pensar que la potencialidad de este
grupo es verdaderamente grande, al haber sido la respuesta a la seleccion muy ra-
pida en todos los casos en que se han utilizado técnicas modernas de mejora.

Podemos preguntarnos ahora por el espectro actual de las leguminosas-grano
en el mundo. Realizando una simple divisién entre la produccion vy la superficie de
cada especie, se pueden comprobar los bajos rendimientos que muestran las espe-
cies de este grupo, indice de una agricultura de caracteres primitivos, rendimientos
que apenas si han aumentado en los ultimos 25 afios, manteniéndose superficie y
produccion mas o menos constante. Los avances mas significativos pueden rela-
cionarse con la aplicacion de la ingenieria genética, la cual puede permitir la trans-
ferencia de genes que codifiquen proteinas de alto contenido en azufrados, como
ya se ha logrado, a titulo experimental de momento, con el guisante y la soja.

La mayor parte del germoplasma disponible de las leguminosas de grano se con-
serva en instituciones publicas internacionales pertenecientes a la red CGIAR como
el ICRISAT (India), el ICARDA (Siria), el CIAT, el IPGRI o el lITA; o en organismos na-
cionales como el Instituto Vavilov (Rusia), el USDA (EEUU), el CSIRO (Australia), el
Nordic Gene Bank y el Weibullshom Plant Breeding Institute de Landskrona (Suecia),
el Zentralinstitut de Gatersleben (Alemania), el CNR de Bari (Italia) o el INIA (Espafia).

Respecto a los métodos de mejora, en casi todas las especies de este grupo se
emplean casi mayoritariamente los métodos clasicos. No es frecuente aun el em-
pleo de la seleccion asistida por marcadores moleculares, ni de técnicas modernas
de mejora, a excepcion del caso de la soja. Cabe mencionar también que la soja ha
sido uno de los principales cultivos que se han mejorado por técnicas de ADN re-
combinante (ingenieria genética). Existen variedades comerciales transgénicas ex-
tensamente cultivadas, desarrolladas por compafiias privadas, que son resistentes
a un herbicida (glifosato) y a larvas de lepiddpteros; los genes transferidos prove-
nian, respectivamente, de Agrobacterium tumefaciens y de Bacillus thurigiensis.
Otra excepcion a destacar en el empleo de las nuevas herramientas que la biotec-
nologia aporta es en la mejora de las habas, guisantes y garbanzos. Actualmente
el grupo de Mejora Genética Vegetal de la Universidad de Cordoba (Espafa) esta
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trabajando en la construccion del mapa genético de Vicia faba mediante el empleo
de caracteres morfologicos, isoenzimaticos, genes de proteinas de almacenamiento
y microsatélites, permitiendo la deteccion de QTLs de importancia agrondmica
como resistencia a jopo, Ascochyta fabae y a Uromyces fabae. Asimismo, un grupo
mixto Universidad de Cordoba e IFAPA ha participado en la secuenciacion del ge-
noma del garbanzo y utiliza marcadores moleculares en su programa de mejora.

7.2.5. Oleaginosas

Uno de los principales cultivos oleaginosos es el girasol. Actualmente, por razo-
nes vinculadas al cuidado de la salud, la industria alimentaria mundial manifiesta
una marcada tendencia a recurrir a dietas con grasas vegetales que tienen altos ni-
veles de dcidos grasos insaturados. En este sentido, el aceite de girasol es conside-
rado de excelente calidad comestible por su elevado contenido en acidos grasos
insaturados (oleico). Desde que en el aflo 1976, a partir de una mutacion en una
variedad rusa, se obtuvieron plantas con mas del 50% de &cido oleico (que con su-
cesivas selecciones alcanzaron el 80/90%), muchas empresas privadas dedicadas a
la mejora vegetal han empleado esta mutacion para la creacion de los hibridos co-
merciales de alto oleico, incluidos materiales con diferentes proporciones de acido
oleico. Se han obtenido asi los genotipos "Alto Oleico" (mas del 70% de &cido oleico)
y "Medio Oleico" (65% de acido oleico). Otra linea de interés en girasol por parte de
las compafiias privadas es la resistencia a diferentes plagas y enfermedades. Cabe
destacar la busqueda de variedades resistentes al jopo (Orobanche cernua sp. cu-
mana), cuya tasa de variacion es muy alta haciéndose cada vez mas complicada la
resistencia. Otra de las lineas que actualmente se esta explotando, esta vez por parte
de los centros de investigacion publicos, es la obtencion de variedades de girasol
mas resistentes al frio para condiciones de clima mediterraneo. Con ello se conse-
guiria un mejor desarrollo del cultivo, asi como el escape a diversas plagas y enfer-
medades. Por otro lado, cabe mencionar cdmo actualmente algunos centros publicos
son pioneros en cuanto a la obtencion de nuevas herramientas a emplear en los
programas de mejora. Asi, el Departamento de Bioinformatica y Gendmica del Cen-
tro de Investigacion Principe Felipe en Espafa (CIPF) ha diseado y desarrollado el
primer dispositivo de analisis genomico por medio de la bioinformatica (microma-
trices o "microarrays"), para ser usado en los procesos de mejora genética de los
cultivos de girasol. Con micromatrices se detectan los genes activos en distintas es-
pecies de girasol, y se catalogan aquellos que funcionarian mejor en los cruces des-
tinados a la mejora genética tradicional. Asimismo, el IAS del CSIC en Coérdoba
(Espafa) utiliza la gendmica y las aproximaciones de genes candidatos para la ca-
racterizacion funcional y mapeo de genes/QTL asociados con caracteres de interés
en la mejora genética, asi como la técnica de seleccion asistida por marcadores.

La colza es otro de los cultivos oleaginosos sobre el que se han aplicado técnicas
de ingenieria genética para obtener colza hibrida resistente a un herbicida (glifo-
sato), de la mano de compafiias privadas.
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Aunque es un cultivo mas importante por su fibra que por su contenido en
aceites, el algodon también es una de las principales especies en las que se han
obtenido variedades transgénicas. El algodon transgénico que encontramos en el
comercio hoy en dia ha sido modificado genéticamente para que sea tolerante a
los herbicidas o resistente a los insectos. Asimismo empresas multinacionales han
producido semillas modificadas genéticamente de las cuales se obtienen distintos
colores, especialmente el azul indigo que se utiliza en la confeccién de los panta-
lones "vaqueros”.

7.2.6. Conclusiones

La historia de la mejora genética en los grandes cultivos nos ha mostrado cémo
la colaboracidn publico-privada resulta esencial para conseguir nuevas variedades
que respondan a las necesidades del momento. Hoy dia resulta también impres-
cindible dicha colaboracion, aunque la intensidad de la misma varia segun la es-
pecie que se trate. Un correcto enfoque por ambas partes seria el que permitiera
el avance del sector agricola, generando riqueza econdmica para las empresas a
través de la comercializacion de las variedades obtenidas. Dichos beneficios debe-
rian emplearse para nuevos programas de investigacion que, en colaboracion con
las instituciones publicas, permitiesen resolver los problemas que se plantean a la
humanidad actual, a la vez que son fuente de desarrollo social a través de la cre-
acion de empleo y del progreso cientifico.

7.3. Cultivos horticolas

7.3.1. Introduccién

Las empresas que llevan a cabo mejora genética de horticolas pueden tenery
en realidad tienen estructuras muy diversas. Las compafias tradicionales integran
el desarrollo de variedades, la produccidn y el marketing y venta de variedades. Al-
gunas compafiias hacen la mejora y comercializan sus variedades en su pais de
origen, pero venden las licencias de estas variedades a compafiias de otros paises.
Cada vez mas compafiias estan desarrollando sus propios departamentos de bio-
tecnologia aplicada a la mejora de variedades. Ademas existen compafiias espe-
cializadas unicamente en la biotecnologia aplicada a la mejora vegetal, y estas
compafias no realizan la mejora de variedades, ni el desarrollo de variedades, ni
la produccion de semillas. Por ultimo, algunas empresas afiaden a todas las es-
tructuras anteriores, departamentos de investigacion basica e investigacion apli-
cada a la mejora de especies horticolas.

La mayoria de las compafiias denominadas tradicionales ya han incorporado y
estan continuamente incrementando sus departamentos de biotecnologia y cultivo
de tejidos, aplicados a los programas de mejora de especies horticolas. De todas
maneras, estan compafiias siguen teniendo en la venta de variedades la mayoria
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de sus beneficios, y no en el desarrollo de patentes o licencias. Las compafiias mas
biotecnologicas estan enfocadas en trabajar bajo contrato con las compafiias de
mejora de horticolas, a través de licencias y patentes de sus obtenciones.

El volumen de ventas anual del mercado de las semillas horticolas es de 2.700
millones de euros y se estan produciendo unos incrementos anuales entre el 5-
7% en el volumen de ventas. El sector de las empresas de mejora y comercializacion
de variedades de especies horticolas esta en una continua evolucion y las empresas
estan constantemente introduciendo y comercializando nuevas variedades de hor-
ticolas. Estas nuevas variedades van incorporando mejoras, especialmente enfo-
cadas hacia la resistencia frente a plagas y enfermedades, aumento de la
produccion y mejora de la calidad (vida util, sabor, etc.). Las compafiias cuando in-
troducen una nueva variedad, que incorpora un nuevo caracter de mejora, tienen
alrededor de 4 afos de ventaja frente a sus competidores, antes de que sean ca-
paces de desarrollar e introducir variedades con ese caracter mejorado. Este es uno
de los aspectos por los cuales la evolucion y el desarrollo de las empresas del sector
son tan dinamicos.

La inversion en |+D en las empresas de este sector, esta en porcentajes bastante
elevados, entre el 15y el 25% del volumen de ventas y estos valores se van man-
teniendo, al ritmo de aumento de las ganancias, en general. La mejora de especies
horticolas es una actividad que requiere una inversion alta y a largo plazo. Hasta
la década de los 80, la mejora de horticolas estaba basada en el conocimiento, la
experiencia y la aplicacion de disciplinas como la estadistica al estudio para la he-
redabilidad de los caracteres, para ser capaces de seleccionar los mejores parenta-
les, hibridos o selecciones. Estos procesos también estan influenciados por las
condiciones de cultivo, y los posibles estresses bioticos y abioticos. Por tanto, el
tiempo requerido para el desarrollo de una nueva variedad (por ejemplo, un hibrido
nuevo), era entre 10-20 afos, dependiendo de la especie a mejorar. Estos periodos
tan largos de tiempo han disminuido a entre 4-11 afios, por la aplicacion de un
amplio numero de tecnologias biotecnologicas tales como el cultivo de tejidos, el
empleo de las mutaciones, todas las tecnologias del ADN o la mejora molecular.
La aplicacion de todas estas tecnologias ha disminuido el tiempo necesario para
generar una nueva variedad y también ha hecho el proceso menos dependiente de
espacio de cultivo y mas eficiente. A pesar de ello, la inversion en [+D ha aumen-
tado mayoritariamente, aunque el retorno de estas inversiones es mas rapido por
la produccion a mayor ritmo de nuevas variedades con caracteristicas mejoradas.

En la actualidad un elevado numero de nuevas tecnologias y procedimientos
estan involucrados en el estudio de germoplasma, la identificacion de genes, de
marcadores asociados a caracteres o para llevar a cabo multitud de estudios. Todos
estos métodos estan utilizandose paralelamente e intercalandose con los métodos
tradicionales de mejora y permitiendo hacer una mejora mas eficiente. En la actua-
lidad, las muy diversas empresas que realizan mejora de horticolas estan centradas
en la obtencion de variedades de las especies horticolas con mayor importancia
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economica. Los centros publicos de investigacion, si llevan a cabo programas de
mejora, estan centrados en especies de menor o escasa importancia economica. Si
estos centros obtienen variedades de alto valor econdmico, se centran en mejorar
aspectos que en general no resultan de interés para las empresas (p ej. para escasas
zonas de cultivo, cultivos tradicionales, etc). En general, las colaboraciones entre
centros publicos de investigacion y empresas de mejora de horticolas estan orien-
tadas a que las empresas obtengan las variedades a partir de materiales de pre-me-
jora o de la investigacion basica originada en los centros publicos de investigacion.
Este tipo de colaboraciones hacen que algunas de las investigaciones mas basicas
(estudio del germoplasma, identificacion de genes de interés, estudio de estos genes,
su herencia, estudios moleculares de estos genes, etc.) lleguen con mayor rapidez a
ser introducidos en una variedad horticola comercial.

Ademas en el caso de paises en vias de desarrollo, la mejora y obtencion de va-
riedades de las especies de mayor interés, por ser base de la dieta de esas regiones,
suele estar en manos de organismos internacionales, tipo CGIAR.

7.3.2. La obtencion de variedades horticolas en la empresa Ramiro Arnedo S.A.

Ramiro Arnedo S.A. fue creada hace mas de 50 afios por el actual presidente
de la compafia D. Ramiro Arnedo Eguizabal. En sus principios, el negocio surgio
para suministrar semillas de calidad a los agricultores, principalmente del Valle del
Ebro. En aquellos tiempos, la compafiia introdujo el sistema forzado de cultivos,
mediante el uso de plastico agricola, preconizando lo que hoy es el cultivo forzado
bajo plastico, tan importante sobre todo en el Sudeste Espafiol. Ademas introdujo
el primer hibrido en Espafia en 1963, en concreto de pepino. En épocas posteriores,
la empresa pasa de ser mayoritariamente una empresa comercializadora de varie-
dades de especies horticolas a iniciar sus propios programas de investigacion, que
han conducido a que la empresa en el siglo XXI, con un gran esfuerzo, tenga ma-
yoritariamente sus ventas basadas en variedades de investigacion propia, y per-
mitirle sequir siendo una empresa familiar espafola e independiente.

En la actualidad la empresa cuenta con tres centros principales de trabajo. En
la sede central en Calahorra (La Rioja) se encuentran los almacenes generales, la
planta de limpieza de semillas, envasado y los laboratorios de control de calidad y
fitopatologia. También se encuentra en este centro una fabrica de empildorado de
semillas. En la sede central se llevan a cabo los programas de investigacion de pi-
miento de aire libre, lechuga, apio y cebolla, entre otros. Desde el afio 2007 se
cuenta con un centro de investigacion en El Ejido (Almeria), donde se desarrollan
los programas de investigacion principalmente de pimiento de invernadero, be-
renjena y meldn. Ademas alli estan localizados los laboratorios de cultivo 'in vitro'
y biotecnologia de la empresa. Ademas la empresa dispone de una finca experi-
mental en el Campo de Cartagena (Murcia), donde se desarrollan también los pro-
gramas de mejora de pimiento de aire libre e invernadero, lechuga y melon, entre
otras especies.
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7.3.3. Principales objetivos de los programas de mejora

A continuacion se van a detallar brevemente los principales objetivos de mejora,
dentro de dos de los programas de investigacion de la empresa, como son el pi-
miento vy la lechuga.

Dentro del programa de mejora de pimiento de aire libre, hay que distinguir el
pimiento de mercado y el pimiento de industria. Dentro del pimiento de mercado,
existen los tipo lamuyo, california, dulce italiano, de freir, conicos, tipo padron y
picantes. Existen programas de mejora sobre todos esos tipos, para que se adapten
a las condiciones de cultivo, principalmente de la Peninsula lbérica al aire libre.
Ademas se estan desarrollando variedades de los tipos mas estandarizados para
su cultivo en otras zonas de la Cuenca Mediterranea o zonas mas alejadas incluso.
Para el cultivo de pimiento al aire libre, la estructura de la planta es muy impor-
tante, su porte y esqueleto y éste es un factor de mejora muy a tener en cuenta.
Luego todas las caracteristicas de los frutos, con sus especificaciones para cada
tipo, en cuanto a tamafo, consistencia, grosor de pared, color, vida util. Ademas
siempre hay que tener en cuenta la productividad. En cuanto a la introduccion de
resistencias frente a enfermedades, se cuenta con la introduccion de genes de re-
sistencia frente a tobamovirus, el bronceado del tomate (TSWV), el virus del mo-
saico del pepino (CMV) o Xanthomonas vesicatoria, entre otros.

En cuanto al pimiento para industria, se estan desarrollando variedades para
pimiento para pimenton, pimiento tipo piquillo y morrén de conserva, entre otros.
Todas estas variedades tienen que estar adaptadas a sus diferentes zonas de cultivo
para que los frutos no queden demasiado expuestos, tener buenos cuajados y ten-
der a la maduracion agrupada. En el caso de los pimentones, hay que mejorar el
valor de los grados ASTA para la coloracion de la carne del pimiento y como se
conservan los pigmentos a lo largo del tiempo. En cuanto a los destinados a otros
tipos de industria, dependiendo de su destino, hay que orientar la mejora si van
hacia la industria del envasado, congelado, etc. En general los frutos para industria
necesitan un grosor de la carne elevado, o que el pedunculo, placenta y semillas
se arranquen con facilidad. Ademas de que soporten bien el manejo que van a re-
cibir en fabrica, como por ejemplo, escaldados, lavados, pelados, etc.

Respecto al pimiento para su cultivo en invernadero, la empresa tiene centrado
su programa de mejora para cultivo en invernadero en la cuenca mediterranea
principalmente. Actualmente los programas estan abiertos para los tipos california
en sus diferentes colores, lamuyo, italianos y cénicos, sin olvidar las diferentes es-
pecialidades de pimiento que estan cobrando mas auge cada vez, como los tipos
snacks, miniaturas. Ademas se trabaja en pimiento picante de invernadero y pa-
trones. Los requerimientos que los diferentes programas de mejora tienen que ir
solventando son muchos entre ellos destacan: la adaptacion a los diferentes ciclos
de cultivo, que estan muy bien establecidos y donde cada vez se estan demandando
variedades que aguanten un ciclo largo de cultivo y que lleguen al final del cultivo,
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produciendo frutos de excelente calidad. El porte de la planta tiene que estar to-
talmente adaptado a las condiciones de invernadero y a los manejos y ciclos largos.
Los frutos obtenidos tienen que ser de una calidad casi excelente, en cuanto a for-
mas y tamanos. Dependiendo de los destinos a los que vayan, existen diferentes
especificaciones en cuanto a los calibres, pesos, etc., pero siempre manteniendo
un estandar de calidad muy alto. Hay determinadas fisiopatias del pimiento como
el plateado, el stip o el microrayado que son objetivos claros de los programas de
mejora para conseguir su disminucion y a poder ser su eliminacion de las varieda-
des. En cuanto a las plagas y enfermedades, la introduccion de resistencias frente
a tobamovirus, el virus del bronceado del tomate (TSWV), algunos patotipos del
virus Y de la patata (PVY) y algunos tipos de Xanthomonas vesicatoria son objetivos
claros de los programas, dependiendo de las zonas de cultivo donde van destinadas
las variedades a obtener. Otras enfermedades como las causadas por nematodos,
Phythothora capsiciy oidio estan cobrando cada vez mas interés y ya se estan co-
mercializando variedades con resistencias y/o tolerancias frente a ellas.

La empresa Ramiro Arnedo S.A. tiene un extenso e importante programa de
mejora para el desarrollo y obtencién de variedades de lechuga. Este programa
esta centrado actualmente en la obtencion de los tipos romana, mini, batavias y
lechugas especiales (rojas, etc.) y sobre todo para su cultivo en la Peninsula Ibérica.
Todas las variedades obtenidas tienen que estar adaptadas a los diferentes ciclos
de cultivo, en todas las zonas de cultivo, cuyas exigencias son muy elevadas, por
lo que los requerimientos exigidos para las variedades actuales de lechuga son
muy altos. En cuanto a la calidad de las variedades de lechuga que salen al mer-
cado, tienen que ser excelentes en formas, tamafios, uniformidad, textura, color,
sabor, evitando la subida a flor y cualquier fisiopatia, tipo ‘tip burn’. En los progra-
mas de mejora de lechuga tiene una relevancia especial la mejora para la intro-
duccion de resistencia frente a Bremia lactucae. Este hongo tiene la facilidad de
generar nuevos aislados con una elevada velocidad y las resistencias introducidas
son sobrepasadas rapidamente, en la mayoria de los casos. Por tanto, los programas
de mejora estan continuamente a la busqueda, estudio e introduccion de nuevas
fuentes y genes de resistencia. En este caso, existe un organismo, el IBEB (Inter-
national Bremia Evaluation Board), donde la colaboracion publico-privada es muy
estrecha. El IBEB es el organismo encargado de identificar nuevas razas de Bremia
y promover que las empresas de mejora de lechuga y los organismos publicos de
investigacion empleen una unica nomenclatura, aprobada entre todos, asi como
testar los nuevos aislados encontrados y en su caso las razas, con los materiales
de mejora disponibles. La informacion sobre la evolucion del patogeno y su res-
puesta en las variedades resistentes de lechuga es puesta en comun frecuente-
mente, lo que permite que la introduccion de nuevos genes de resistencia en las
variedades se produzca con bastante agilidad, en este caso. En el desarrollo de va-
riedades de lechuga es frecuente piramidar diferentes genes de resistencia, para
que estas variedades no se vean sobrepasadas por los aislados mas virulentos con
tanta rapidez.
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En los programas de mejora de lechuga también tienen importancia la intro-
duccion de resistencias frente a la plaga del afido Nasonovia, o el ‘corky root' cau-
sado por la bacteria Sphingomonas suberifaciens.

7.3.4. Desarrollo de los programas de mejora

A continuacion se van a detallar y explicar algunos de los aspectos y metodo-
logias tradicionales y también los mas novedosos, en los apartados siguientes, que
han sido y estan ya introduciéndose en los programas de mejora para la obtencion
de variedades de horticolas.

Los aspectos tradicionales de la mejora de especies horticolas (diferentes mé-
todos de mejora y seleccion) y los pasos habituales que se llevan para la obtencion
de variedades y sobre todo hibridos de horticolas (obtencion de lineas de mejora,
evaluacion de las lineas, realizacion de cruzamientos, cribas, ensayos, introduccion
comercial y registro y venta de variedades), no van a ser tratados exhaustivamente,
ya que existen multitud de revisiones donde estan explicados en profundidad. Por
tanto a continuacion se van a exponer brevemente qué pasos se siguen para la
obtencion de variedades de pimiento y lechuga, como ejemplos.

En el caso de los programas de mejora de pimiento, el primer paso es la obten-
cion de las lineas parentales. Los procedimientos para la obtencion de parentales,
son muy variados, desde los tradicionales, siguiendo diferentes métodos de mejora,
los retrocruzamientos, las mutaciones o la obtencion de lineas doblehaploides, que
es un método estandarizado en el caso del pimiento.

Una vez obtenidas las lineas parentales, hay que proceder a su evaluacion agro-
nomica. Estas evaluaciones hay que realizarlas en las condiciones 6ptimas para
cada linea para poder evaluar al maximo su potencial, como posible parental. Ade-
mas de una exhaustiva evaluacion fenotipica, también se realizan evaluaciones ge-
notipicas de las lineas, mediante su caracterizacion con diferentes marcadores
moleculares, como se explicara en los apartados siguientes.

Una vez evaluadas las lineas, se escogen las adecuadas para la realizacion de
los cruzamientos experimentales. Todos los cruzamientos seran evaluados en su-
cesivas fases de cribas, donde se iran eliminando aquellos con las caracteristicas
negativas y no adecuadas, hasta que las seleccionadas lleguen a las fases de en-
sayos internos y externos. En estas ultimas fases, la evaluacion de los hibridos es
aun mas exhaustiva que en las fases anteriores, sobre todo a nivel cuantitativo.
Los hibridos que superen estas fases pasaran a introduccion comercial y poste-
riormente seran registrados y puestos a la venta.

Los programas de mejora de lechuga, pasan por fases bastantes similares a las
descritas para la obtencion de variedades de pimiento, con la diferencia de que las
variedades comerciales de lechuga no son hibridas. Inicialmente la mejora de le-
chuga comienza con obtener variabilidad, por diferentes metodologias (cruzamien-
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tos intra e interespecificos, retrocruzamientos) y posteriores selecciones, donde se
evaluan y seleccionan los mejores ejemplares, para continuar su seleccion. En el
caso de la lechuga es muy importante conservar y manejar correctamente el stock
de semilla ‘'madre’, que sera la base para las producciones comerciales de las va-
riedades de lechuga.

7.3.5. Implicaciones de los laboratorios de cultivo ‘in vitro' y biotecnologia
en los programas de mejora

En general, la mayoria de las empresas que realizan mejora de especies horti-
colas ya disponen de sus propios laboratorios de cultivo 'in vitro' y biotecnologia,
para dar apoyo a sus diferentes programas de mejora y al departamento de calidad
de las empresas.

Los laboratorios de cultivo 'in vitro' desempefan diversas tareas en las empre-
sas. En primer lugar son el lugar donde se obtienen lineas parentales, mediante el
desarrollo de lineas doblehaploides. Estas lineas puras pueden obtenerse por dife-
rentes metodologias; cultivo de anteras, microesporogénesis, o ginogénesis. El mé-
todo empleado, depende de la especies en estudio. En el caso del pimiento o la
berenjena las metodologias empleadas estan basadas en la obtencion de embriones
a partir de las células androgénicas. En las cucurbitaceas, se fomenta con la irra-
diacion de polen y la fecundacion con €l para la formacion de embriones haploides.
Con todas estas metodologias se consigue una aceleracion en los programas de
mejora, ya que en meses es posible obtener lineas puras para su posterior evalua-
cion fenotipica y genotipica.

Ademas en los laboratorios de cultivo ‘in vitro' se desempefian otras tareas tam-
bién relevantes para los programas de mejora. Una de ellas es el desarrollo de me-
todologias para llevar a cabo el rescate de embriones. Estas metodologias son
necesarias especialmente cuando se quieren llevar a cabo cruzamiento interespe-
cificos dentro de los programas de mejora para introducir genes de interés de es-
pecies cercanas a las de las variedades comerciales. Si no se aplicara el rescate de
embriones, los embriones obtenidos no sobrevivirian y no seriamos capaces de ob-
tener las generaciones siguientes. Las metodologias de rescate de embriones son
especificas para cada especie, a veces para cada cruzamiento y requieren, en al-
gunos casos, un elevado tiempo de puesta a punto para su posterior implementa-
cion en los laboratorios, de un modo mas o menos rutinario.

También en los laboratorios de cultivo ‘in vitro' se llevan a cabo técnicas de re-
generacion de tejidos, cultivo in vitro de materiales para acelerar su crecimiento,
multiplicacién de material vegetal, que son igualmente procedimientos muy utiles
y necesarios en los programas de mejoras de especies horticolas.

En cuanto a los laboratorios de biotecnologia dentro de las empresas de mejora,
sus tareas son numerosas y van aumentando conforme la investigacion basica va
avanzando y aplicandose mas en los programas de mejora.
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Dentro de todas las tecnologias desarrolladas en los ultimos tiempos, el des-
arrollo de marcadores moleculares es la mas utilizada por las empresas de mejora
de especies horticolas. Desde los afios 80, numerosos tipos de marcadores mole-
culares se han ido implementando (RFLPs, RAPDs, SCARs, CAPs, SSRs, AFLPs, etc).
En la actualidad los marcadores tipo SNPs, son los que estan Illevando un mayor
desarrollo, tanto los marcadores 'dentro de los genes', como los ligados a los genes
de interés. Ademas los SNPs permiten su utilizacién a gran escala y su automati-
zacion, ya que se han desarrollado plataformas de genotipado que pueden ser uti-
lizadas tanto dentro de los laboratorios de las empresas, como para ser
externalizadas en servicios externos.

Los marcadores moleculares tienen numerosas aplicaciones en los programas
de mejora. En el caso de la mejora asistida por marcadores, cualquiera de los mar-
cadores ligados a un caracter de interés o desarrollado dentro de las secuencias
génicas puede servir para acelerar los procesos de mejora. Por ejemplo, cuando se
estan llevando a cabo retrocruzamientos, sirven para seleccionar los individuos
portadores del caracter de interés. También cuando se estan obteniendo lineas pa-
rentales se pueden utilizar para seleccionar los individuos con el caracter de interés.
Por otra parte, los marcadores moleculares pueden utilizarse para seleccionar el
genoma del parental recurrente, por ejemplo en retrocruzamientos, y asi reducir
también el nimero de retrocruzamientos necesarios, al eliminarse de manera mas
efectiva las partes del genoma que arrastran caracteristicas no deseables. También
los marcadores moleculares son utiles para saber el grado de fijacion de lineas en
proceso de fijacion y estimar cuantas generaciones son necesarias hasta conseguir
una linea parental. Los marcadores moleculares son también utiles para estimar
las distancias genéticas entre materiales y por tanto poder estimar y escoger los
cruzamientos que puedan ser mas satisfactorios.

Aunque no sea propiamente parte de los programas de mejora, los laboratorios
de biotecnologia también desarrollan marcadores moleculares para la identifica-
cion varietal y la determinacion de la pureza varietal e hibrida. Esta parte también
es esencial para tener un control mas adecuado y preciso de las lineas parentales,
tanto cuando las lineas estan en los programas de mejora o cuando son ya parte
de variedades comerciales.

7.3.6. Nuevas tecnologias implicadas en los programas de mejora

Ademas del desarrollo de tecnologias de marcadores moleculares y la modifi-
cacion genética, otras tecnologias se estan desarrollando, tales como: mutagénesis
molecular, RNA-i, 'Reverse breeding’, cisgénesis o intragénesis. Todas estas tecno-
logias llevaran al desarrollo y la obtencion de nuevas variedades, con diferentes
valores afadidos. Todavia no esta totalmente aclarado cuales de estas tecnologias
estaran consideradas en la requlacion de '‘Organismo genéticamente modificado’
y por tanto las regulaciones a las que estaran sujetas las posibles variedades ob-
tenidas.
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El desarrollo de las diferentes plataformas de secuenciacion masiva (NGS) esta
permitiendo la secuenciacion de genomas de diferentes especies vegetales en un
corto periodo de tiempo. NGS producen millones de secuencias cortas de ADN de
una manera semi-automatica y con una muy alta eficiencia. Estas nuevas tecno-
logias se han desarrollado por la alta demanda de disponer de un elevado numero
de secuencias génicas, de una manera rapida y automatizada. Las tecnologias dis-
ponibles utilizan diferentes principios quimicos, desde los equipos 454 (Roche Ap-
plied Science), Solexa (Illumina Inc.), Solid (Applied Biosystems) or Polonator. Una
tercera generacion de tecnologia esta surgiendo, implementado nuevas metodo-
logias como el "HeliScope Single Molecule Sequencer’, ‘Nanopore Sequencer’, o el
‘lon Torrent’. La eleccion de la tecnologia a utilizar, tiene que depender de cada
caso, de las aplicaciones posteriores que se vayan a hacer de esas secuencias, de
la cantidad y calidad requeridas en las secuencias obtenidas y de la disponibilidad
econdmica y temporal. Por ejemplo, la longitud de las secuencias obtenidas suele
ser un factor critico en muchos casos, especialmente en organismos con muchas
secuencias homdlogas y donde el ensamblaje es mas complicado.

Las diferentes tecnologias de NGS han sido utilizadas para secuenciar 'de novo'
un amplio numero de especies vegetales y animales y que va aumentando conti-
nuamente (Xu et al., 2011; Li et al., 2010). NGS también esta siendo empleado para
resecuenciar genomas (Ashelford et al., 2011), secuenciacion de metilaciones (Cokus
et al., 2008) y secuenciacion de trasncriptomas y de ‘small RNA" (Strickler et al.,
2012). Paralelamente al desarrollo de las diferentes tecnologias de NGS, se esta
desarrollando un amplio numero de soluciones bioinformaticas, para ser capaces
de analizar la masiva produccion de secuencias y llevar a cabo su correcto ensam-
blaje. Sin este desarrollo paralelo entre nuevas tecnologias de secuenciacion y la
bionformatica seria imposible continuar y discriminar correctamente los datos ob-
tenidos.

Las tecnologias de NGS han contribuido ya a la secuenciacion de multiples es-
pecies de horticolas. La combinacion de la secuenciacion tradicional con el método
Sanger y la tecnologia lllumina completd la secuencia del pepino (Cucumis sativus)
(Huang et al., 2009) y con la tecnologia 454 se obtuvo la secuencia del tomate (The
tomato genome consortium, 2012). Utilizando lllumina NGS también se han ob-
tenido los genomas de por ejemplo, la sandia (Guo et al.,, 2012) y el pimiento (Kim
et al, 2014).

Las principales aplicaciones de las tecnologias de NGS, que van a ser descritas
a continuacion, estan ya siendo empleadas tanto por las empresas del sector, como
por los centros de investigacion o en proyectos conjuntos entre ambos.

7.3.6.1. Descubrimiento de SNPs

Antes de la aparicion de las tecnologias de NGS, el descubrimiento de SNPs es-
taba limitado por el alto coste de su descubrimiento, desarrollo y deteccion. Ante-
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riormente se identificaban los SNPs a través de la amplificacion por PCR vy la se-
cuenciacion por Sanger de regiones gendmicas de interés, o usando chips de ADN.
También eran identificados 'in silico’, partiendo de ESTs.

Con el desarrollo de las tecnologias de NGS, la identificacion de un elevado nu-
mero de SNPs es asumible para los diferentes grupos de investigacion de los sec-
tores publicos y privados. Un elevado numero de marcadores pueden ser
identificados a partir de la secuenciacion masiva de todo el genoma, del transcrip-
toma, de secuencias de ADN enriquecidas (Davey et al., 2011; Mammadov et al.,
2012). El desarrollo de programas bioinformaticos, como por ejemplo el disponible
lioremente SGSAutoSNP (Lorenc et al., 2012) permite la rapida y adecuada identi-
ficacion de los SNPs a partir de los datos obtenidos de NGS de cualquier especie.
La identificacion de los SNPs puede verse dificultada por el grado de error de NGS,
o0 por la presencia de secuencias repetitivas o altamente homologas, que causan
problemas en el ensamblaje de las secuencias cortas obtenidas en la secuenciacion.
Por tanto la obtencion de secuencias de mayor longitud y la utilizacidn de estrictos
controles y parametros en la secuenciacion y en el ensamblaje de las secuencias,
puede minimizar la identificacion de falsos SNPs. Sin embargo, la primera limita-
cion para la identificacion de SNPs es la ausencia de un genoma de referencia para
anclar las secuencias obtenidas y ensamblarlas. Cuando solo se dispone del trans-
criptoma de la especie, o secuencias del tipo ESTs, la identificacion de los SNPs es-
tard limitada a las regiones codificantes del genoma.

Posteriormente a la identificacion de los SNPs, se han desarrollado diversas me-
todologias para la deteccion de los SNPs. Los dos sistemas mas utilizados para una
deteccion masiva de SNPs son los sistemas Affymetrix e lllumina y se han desarro-
llado para multiples especies de horticolas.

También se han desarrollado metodologias como la de ‘Genotyping by sequen-
cing' (GBS) (Elshire et al., 2011), que permite la identificacion de SNPs, después de
hacer una reduccion del genoma y construir una libreria reducida y no es necesario
el fraccionamiento ni el '‘oar coding' de las muestras. GBS ya ha sido empleado con
éxito en numerosas especies horticolas (Labate et al., 2014).

Otra tecnologia desarrollada para el genotipado y que esta utilizandose ya en
especies horticolas es el genotipado mediante la metodologia KASP (He et al.,,
2014). Esta técnica esta basada en el empleo de una manera competitiva de alelos
especificos, para discernir ambos alelos de un SNP y también inserciones y dele-
ciones en un locus especifico.

7.3.6.2. Construccion de mapas y localizacion de genes

Tradicionalmente los métodos de mapeado de genes y/o QTLs de interés han
consistido en localizarlos en mapas genéticos densos de marcadores moleculares,
sea cuales sean estos marcadores moleculares. Actualmente las diversas metodo-
logias de NGS, sequidas de la identificacion de un elevado numero de SNPs y su
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localizacion genética y fisica en grupos de ligamiento es una metodologia que per-
mite un mapeado de alta densidad y que los intervalos de confianza de los QTLs
puedan ser mas estrechos.

NGS también esta siendo empleado combinado con la metodologia del ‘Bulked
Segregant Analysis'para identificar marcadores ligados a genes de interés. Se pue-
den construir mezclas de ADN de individuos de una poblacion segregante, que di-
fieran al maximo para un caracter de interés y que han sido fenotipadas de una
manera escrupulosa. Estas mezclas son secuenciadas con cualquiera de las técnicas
de NGS, para la identificacion de un elevado nimero de marcadores polimérficos
entre las mezclas y que seran validados como posibles marcadores ligados al ca-
racter en estudio (Hu et al., 2012).

7.3.6.3. Empleo de la biodiversidad existente

Los recursos fitogenéticos son necesarios para encontrar alelos beneficiosos y
necesarios en grandes colecciones de germoplasma y poder ser utilizados en pro-
gramas de mejora con objetivos muy diversos. El empleo de nuevas tecnologias,
puestas a disposicion de los estudios de germoplasma, esta favoreciendo su mayor
uso y disponibilidad y el empleo de genes ‘exoticos' en variedades comerciales. El
empleo de NGS, el ecotilling y las tecnologias de marcadores, por ejemplo esta fa-
voreciendo que la seleccion de materiales que porten esos genes de interés pueda
hacerse de una manera mas eficaz y rapida.

7.4. Cultivos lefiosos

7.4.1. Origen del programa de mejora genética tradicional del grupo ALM

La mejora genética de frutales por empresas privadas no comenzé hasta los
afios 90 ya que hasta entonces no parecia necesario iniciarlo por diversas razones.
No habia una demanda comercial exigente en variedades y el mundo varietal fun-
cionaba con las variedades americanas que se iban introduciendo progresivamente
en Espafa.

La situacion cambid cuando esas variedades americanas, mediante contratos
con los obtentores, se comercializaron de forma exclusiva por algunas companias,
dejando al sector fruticola en general con pocas alternativas de eleccién. Por otro
lado, los compradores extranjeros comenzaron a ser mas exigentes con la calidad
de la fruta. Todo esto, motivo que el grupo ALM iniciara sus trabajos de mejora de
variedades frutales en el afio 1995.

El programa de trabajo se dividié en dos segun la zona climatica:

a) Zona norte. Se dedicé a la obtencion de variedades con necesidades medio-
altas en frio invernal. Las especies incluidas fueron melocoton/nectarina, al-
baricoquero y ciruelo.
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b) Zona sur. La obtencion de variedades con pocas necesidades en frio invernal.
Las especies aqui estudiadas en principio fueron melocotén/nectarina y pos-
teriormente se afiadio ciruelo.

7.4.2. Objetivos del programa

Los objetivos principales del programa, se concretaron por las cualidades de la
fruta, segun especies, que se queria conseguir con las nuevas variedades. Entre las
cualidades mas destacadas de la fruta comercial estan:

El calibre, factor importante para la comercializacion de frutas, sobre todo en
las zonas de produccion medio-tardias.

La firmeza, caracter primordial para la comercializacion de frutas en el exterior
y sobre todo, una demanda exigida por los importadores internacionales para
transportes largos.

El color, factor importante, aunque es mas por el aspecto estético que por la
misma fruta. Este caracter ha sido fundamental en los ultimos afios para diversas
especies, especialmente para el albaricoquero.

Sabor, caracter muy importante para el establecimiento de nuevos y mejores
mercados. La demanda de variedades con buen sabor es bastante reciente, pero
cada vez mayor, y el olvido de los mejoradores sobre este factor ha tenido mucho
que ver con el descenso de consumo de las variedades tradicionales en casi todos
los mercados internacionales.

Epoca de maduracion, ya que la obtencion de variedades precoces en la zona
sury tardias en el norte se decidio como linea prioritaria especifica.

Los objetivos especificos del proyecto se basaron en la obtencidn de variedades
con buena firmeza, a ser posible de maduracion lenta, con buen calibre y color,
pero sobre todo de buen sabor que es lo que las distinguira de las variedades co-
merciales existentes en esa época (1995).

7.4.3. Metodologia del proyecto

1. Recopilacion e identificacion de las variedades comerciales mas sobresa-
lientes.

Recuperacion y evaluacion de variedades autdctonas mejorantes.
Distribucion de las colecciones de variedades segun zonas climaticas.
Eleccion de los parentales segun los objetivos previstos.

Polinizacion dirigida en campo y recogida de frutos de los cruzamientos.

S S L T

Cruzamientos inter-especificos de ciruelo y albaricoquero.
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7. Utilizacion de sistemas para mejorar la germinacion tradicional de los fru-
tos obtenidos.

8. Puesta a punto del laboratorio de cultivo “in vitro" para las variedades pre-
coces o de dificil germinacion tradicional.

9. Establecimiento de los campos de evaluacion de los cruzamientos, segun
especie y zona climatica.

10. Propagacion de las selecciones avanzadas.
11. Cruzamientos entre selecciones avanzadas.
12. Retrocruzamiento de las selecciones avanzadas.

13. Establecimiento de las parcelas de evaluacion comercial de dichas selec-
ciones.

14. Registro y patente de las selecciones elegidas.

15. Caracterizacion molecular de las variedades patentadas y, en su caso, rea-
lizar los analisis de compatibilidad entre variedades.

7.4.4. Desarrollo del proyecto
7.4.4.1. Material vegetal

Melocoton y nectarina

La recuperacion de material frutal autoctono de Aragdn fue muy importante
en el desarrollo de una parte del proyecto. Estos materiales se utilizaron con la co-
operacion de los técnicos del CITA (M. Carrera, R. Socias i Company, J.L. Espada).
Asi mismo, la introduccion de diverso material genético internacional (Arkansas -
Dr. Clark, Brasil - Dra. Maria Bassols, México - Dr. S. Pérez) mediante acuerdos de
cooperacion con los obtentores, permitio aumentar las posibilidades de mejora.

Para la mejora del calibre, se introdujeron genes de variedades sobresalientes en
este aspecto. Logicamente, se buscaron variedades que maduraran en €pocas en
donde existian huecos comerciales carentes de variedades de buen tamano. En una
primera fase, no fue limitante la época de maduracion de los parentales que apor-
taran calibre, tanto en la zona norte como en la sur, para su eleccion. Con este sis-
tema de parentales alejados en su maduracion, pudimos obtener buenos resultados.

La mejora de la firmeza se llevo a cabo con la introduccion de genes de varie-
dades firmes que pudieran mejorar el aspecto y la comercializacion de las varie-
dades obtenidas. Los grupos de variedades de carne amarilla y blanca de pulpa no
fundente, mejoraron la firmeza vy, asimismo, el sabor de la descendencia.

La mejora del color en melocotdn se realizd con cruzamientos entre melocoton
y nectarina que permitieron en general, mejorar el color de las nuevas variedades.
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La mejora del sabor se basd en dos lineas de trabajo:

a) Con las variedades espafiolas de pulpa no fundente, que mejoraron el sabor
de la descendencia. Se pudieron obtener variedades de caracteristicas similares de
firmeza y sabor con carne amarilla y sobre todo, carne blanca, que cubren un ex-
tenso periodo comercial. Esto permite presentar en el mercado un tipo definido de
melocoton, blanco y amarillo, con buen sabor, color atractivo caracteristico, de
buena firmeza y con tamafio comercial adecuado dentro de un periodo amplio de
maduracion.

b) La aparicion en el mercado internacional de variedades de nectarina y me-
locoton de caracter subacido, con una buena respuesta comercial, determing la
creacion de otra linea especifica de mejora.

La eleccion de la época de maduracion de las variedades que se quiere obtener
es muy dependiente de las exigencias comerciales del mercado y de las limitaciones
genéticas de las variedades existentes. La recuperacion de materiales autoctonos
de Aragdn (en el programa del norte) y el cruzamiento de variedades separadas al
menos 50 dias en su época de maduracion (en el programa del sur), permitieron
obtener diversas poblaciones interesantes en una primera fase.

El avance del proyecto se acelero cuando se comenzaron a estudiar las pobla-
ciones F, procedentes de los primeros cruces. En algunos casos nos permitio co-
nocer algunos caracteres genéticos de los parentales de dichas F,.

Asi, las F, procedentes de la autopolinizacion de ciertos parentales en particular,
nos permitio conocer directamente su potencial genético para ciertos caracteres
(androesterilidad o heterogeneidad de ciertos caracteres como color de la pulpa,
melocotdn/nectarina, pulpa fundente/no fundente, ya que se conoce la heredabi-
lidad de los mismos). Esto nos proporciond una base de informacion genética que
nos ayudd mucho para planificar algunos cruces futuros, utilizando esos parentales
antes citados.

Simultaneamente, comenzamos a usar las poblaciones de selecciones propias F,,
procedentes de parentales distintos, cruzandolas entre ellas en dos formas distintas:

a) Retrocruzandolas, para observar la segregacion de los parentales. La F, re-
sultante de la autopolinizacion de unos cruces determinados (F,), nos ha dado me-
jores resultados que la F,, mas genérica, al proporcionarnos segregaciones de una
gran riqueza genética.

b) Cruzando lineas hermanas de F,, procedentes del mismo cruzamiento, nos
proporciond mejoras cuantitativas de ciertos caracteres deseados.

Albaricoquero

El éxito en el mercado internacional de variedades de color rojizo, en mayor o
menor porcentaje, influyo en el desarrollo de esta linea de trabajo de mejora. Las
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variedades americanas con esta configuracion se cruzaron con algunas variedades
espafolas de buen sabor lo que facilita la obtencion de variedades de buen aspecto,
buen sabor y firmeza.

El retrocruzamiento de las F,, tal como se ha detallado antes, nos dio unas po-
blaciones de una gran variabilidad, pero se eligi¢ la seleccion de variedades firmes
y de buen sabor.

Ciruelo

El grupo ALM-Frutaria ha sido uno de los pioneros en Espafia en la plantacion
de ciruelo japonés (P, salicina Lindl.), tanto en el norte como, principalmente, en el
sur y Extremadura.

El objetivo, con esta especie fue desarrollar variedades tempranas y por otro
lado, de época tardia y de buena firmeza, con el fin de ampliar la gama varietal.
Asi mismo, desarrollar la obtencion de hibridos inter-especificos que aportara nue-
vas frutas al mercado, con diferente tipologia y un abanico de colores, sabores y
durezas. Después de un periodo de seleccion de los cruces, se pasaron al sur para
su evaluacion comercial como selecciones avanzadas.

El desarrollo de las selecciones (F,), de la misma forma antes citada antes para
obtener F,, resulto en una gama amplia de selecciones muy variadas, dada la he-
terogeneidad, en general, de esta especie. Sin embargo, también se encontraron
nuevas dificultades con la aparicion de individuos estériles.

7.4.4.2. Laboratorio de cultivo “in vitro”

Para la realizacién del proyecto se dispuso de un laboratorio de cultivo “in vitro”
en el término de Caspe (Zaragoza) para el cultivo de embriones de las especies des-
critas en el proyecto. La utilidad principal del laboratorio es el cultivo de los embriones
procedentes de los cruces realizados. Las variedades precoces o semiprecoces, no lle-
gan a completar el desarrollo del embrion por lo que frecuentemente, los embriones
son inmaduros y poco viables por lo se necesita cultivarlos “in vitro".

Una vez recogidos los frutos, se procede a una primera desinfeccion. Después
de esto se procede a la operacion de apertura del hueso, dentro de la camara de
flujo laminar en condiciones asépticas. Después de roto el hueso se extrae la se-
milla, flameandola y a continuacion se coloca el embrion en el tubo de ensayo o
placa de Petri, con el medio nutritivo adecuado para cada caso. El medio de cultivo
mas utilizado es WPM.

Una vez sembrados los embriones en el medio, se envuelven las placas en papel
de aluminio y se someten a un periodo de estratificacion en frio en una camara a
4°C para pasar las horas frio necesarias para germinar. Los periodos de estratificacion
son normalmente de 30-45 dias a 4°C. Una vez pasado el periodo de estratificacion,
las placas con los embriones se llevan a la camara de cultivo, donde permanecen
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durante 10-15 dias en oscuridad, para permitir el desarrollo de las raices y después
se pasan a un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. Se quita el
papel de aluminio y se dejan en las estanterias durante 10-15 dias. La temperatura
se mantiene constante a 20°-25°C. Se mantiene la iluminacion artificial en valores
comprendidos entre 1000 y 2000 lumen y la humedad entre 50-70%.

El repicado se realiza en tubos de ensayo con 10 ml aproximadamente de medio
de enraizamiento y se mantienen en la camara de cultivo hasta que enraicen.
Aquellas plantas cuyo sistema radicular y longitud sean buenos se pasan directa-
mente al invernadero, asi como las que vayan enraizando. Este paso se realiza en
bandejas, con jiffi-potts o tiestos pequefios, con una mezcla de turba y perlita. Se
lavan los brotes enraizados con agua destilada para eliminar los restos de agar.
Una vez trasplantadas, se tratan con un fungicida para evitar la presencia de hon-
gos. Posteriormente, se cubre la bandeja con un plastico transparente, formando
asi un tunel que debe permanecer totalmente cerrado durante unos dias. Luego
se abre durante 15-20 minutos, incrementando cada dia en algunos minutos el
tiempo de apertura del tunel hasta llegar a 60 min. Cada dia se va abriendo mas
tiempo hasta el momento en que el tunel esté abierto por 2 horas y ya se puede
abrir de forma definitiva. Tras la apertura del tunel se realiza un tratamiento con
un abono foliar. Posteriormente se abonan periodicamente con abonos de solubi-
lidad lenta y asimismo, realizaremos tratamientos de fungicidas e insecticidas.

Cuando la planta tiene un tamafio considerable se pasan a tiestos mayores para
favorecer el sistema radicular. Para evitar la aparicién de podredumbre de cuello
se debe tratar con fosfito potasico.

En este laboratorio, también se realiza la deteccion del virus de la sharka del
material vegetal mediante el método ELISA.

7.4.4.3. Parcelas experimentales. Estructura

De todo este amplio programa, fueron seleccionandose a través de los afos,
los individuos mas sobresalientes en cada caso y en cada region climatica. La eva-
luacion de esas selecciones se mantuvo por tres campafias, minimo para asegurar
que cualquier irregularidad climatica no afectara los resultados.

Para el desarrollo del proyecto, en el norte y en el sur, se eligieron varias parcelas
para la ubicacion de los cruces, selecciones avanzadas y variedades registradas,
manteniéndose cada parcela separada. Se realizo esta separacion en todas las es-
pecies tratadas.

a) Campo de evaluacion de cruces o plantitas procedentes de la germinacion
de los cruces. En €l se agrupan las plantas por especie: albaricoqueros, melocoto-
neros y ciruelos y ademas, por afio de cruce. Es decir, existen parcelas, separadas
por mallas cortavientos, que diferencian los cruces por afio de cruzamiento. Para
ello, se dispuso una zona de reserva de | + D para ir plantando cada afo los cruces
resultantes en parcelas separadas.
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Las plantas procedentes de los cruzamientos creceran por un periodo variable,
dependiendo de la especie considerada, hasta alcanzar su madurez fisioldgica y
entrada en produccion. En general, los cruzamientos de melocotonero, ciruelo y
albaricoquero tienen un periodo juvenil de 2-3 afos.

La formacion de los arboles se hara en eje vertical y con marco de plantacion
estrecho para el aprovechamiento del terreno; generalmente, de 3,5 x 1 m.

La identificacion de los arboles es fundamental para el sequimiento de los mis-
mos cuando entren en produccion. Por consiguiente, el marcado en el campo de
las filas, arboles, parcelas y sectores, se debera hacer con sumo cuidado y ademas,
anotar en un diario especifico cada zona de plantacion segun la especie, el afo de
plantacion, el cédigo del cruce, etc.

Durante el primer afio, se efectla una poda minima para incentivar el desarrollo
de las plantitas, el abonado se realiza a través del goteo y se coloca plastico negro al
suelo para evitar la aparicion de malas hierbas y reducir las pérdidas de humedad.

El comienzo de la fructificacion de las plantas marca el inicio real del programa
de mejora ya que es precisamente la fruta el objetivo del mismo. Se iniciara, en-
tonces, la toma formal de datos, tanto en la parte vegetativa del arbol como pro-
ductiva (flores y frutos). El registro de estos parametros se anotara en las hojas
configuradas para normalizar dichos datos en la base de datos.

Al ir pasando los datos tomados en campo al ordenador, utilizamos una base de
datos. De la ordenacion y clasificacion de las fichas registradas para cada individuo,
haremos la seleccion anual de los cruces mas sobresalientes para cada especie y de
ese grupo, si es muy grande, haremos una segunda seleccion mas restringida en
numero, que serd la definitiva para cada campafia. Las selecciones del Norte se de-
nominaran C, C,...y las del Sur:S,, S,.... La numeracion, en los dos casos, sera co-
rrelativa y acumulativa a través de los afos, para no repetir los numeros.

® La seleccion definitiva de los cruces se realizara cuando se observen 3 cose-
chas evaluadas positivamente para un determinado cruce.

¢ Sin embargo, para acortar el proceso descrito, se comenzaran a injertar las
selecciones muy destacadas a partir de su primera o segunda cosecha, para
su evaluacion comercial, en parcelas separadas de las de los cruces. En estas
parcelas, se utilizaran las mismas técnicas agronomicas utilizadas en la finca
correspondiente.

b) Campo de evaluacion agronomica de las selecciones avanzadas. En parcelas
anexas a las anteriores y subdivididas en bloques separados se van plantando las
selecciones avanzadas injertadas en patrones comerciales conocidos: GF-677 y
‘Garnem’ para los melocotoneros, y Mariana 26-24 y ‘Adesoto’ para los albarico-
queros y ciruelos. Alli se evaluan agronomicamente y se cultivan similarmente a
una plantacion comercial. Observaremos las cosechas por 3 campafas para su se-
leccion definitiva.
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¢) Campos de evaluacion de las variedades comerciales. Aqui, se plantan las va-
riedades patentadas como paso intermedio a su plantacién en mas superficies y
como fuente de material de propagacion.

d) Colecciones de variedades comerciales. Existen varias parcelas especificas
dedicadas a las colecciones varietales de melocotonero, albaricoque y ciruelo. Aqui
se evaluan y comparan las variedades comerciales mas sobresalientes con las se-
lecciones avanzadas procedentes de nuestro programa de mejora. Asi mismo, estas
colecciones se utilizan para la obtencion de polen y/o cruzamientos dirigidos den-
tro de nuestro programa.

A partir de una eleccion favorable de cualquier seleccion avanzada, se pasa a
la fase comercial de la variedad mediante la plantacién en diversas fincas comer-
ciales del grupo, con diferentes condiciones agroclimaticas (valle del Ebro, Anda-
lucia y Extremadura) que nos permita una evaluacion mas completa de la misma.

7.4.5. Fase de registro

Las selecciones evaluadas favorablemente en los estudios agronémicos en fin-
cas, pueden ser los candidatos potenciales para comenzar su proceso de registro
y/o patente. Para ello, se deberan de cumplimentar unos formularios especificos,
tanto a nivel nacional como comunitario y proceder a su entrega a los organismos
correspondientes de proteccidn vegetal.

Logicamente, el objetivo final de todo este proceso es la patente de las varie-
dades mas sobresalientes obtenidas a lo largo del mismo pero antes de ello, se es-
tudia la caracterizacion molecular de las variedades candidatas a registro en
laboratorios de centros de investigacion oficiales (como el CITA de Zaragoza).

Finalmente, se pasan a registro de proteccion de variedades los candidatos elegidos.

7.4.6. Resultados obtenidos

El resumen de los logros de este proyecto iniciado en 1995 y que sigue vigente
en estas fechas se resume en una serie de variedades patentadas (Fig. 7.1).

3 variedades de albaricoquero, el mas destacado Almabar.

3 variedades de plumcot: Rainbow-1 (P-6), Rainbow-2 (P-7) y Rainbow-3
(P-10) (Fig. 7.2).

12 variedades de melocotonero de las que destacan los melocotoneros blan-
cos de carne dura, Aimamedi y Almenar (Fig. 7.4).

14 variedades de nectarina de las cuales Almanebo y Tarderina son las mas
conocidas (Fig. 7.3).

La superficie plantada dentro del grupo ALM-Frutaria con variedades propias,
esta cerca de las 500 hectareas (Cuadro 7.1). Se debe comentar también que 8 de
las variedades patentadas por Frutaria-Grupo ALM se encuentran a disposicion del
publico a través del vivero autorizado por la empresa, Viveros Ebro.
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Figura 7.1.-Calendario de maduracion de las variedades patentadas por Frutaria-Grupo ALM.
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Cuadro 7.1.-Superficie plantada (ha) con las variedades obtenidas por Frutaria-Grupo ALM.

Especie Zona norte Zona sur Extremadura

Albaricoquero 48 - -
Melcotonero 69 30 16
Nectarina 124 74 78
Plumcot - 56 -
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8.1. Antecedentes

El resultado del valioso trabajo de mejora vegetal, acumulado en la variedad
acabada, debe conservarse sin deterioro en todo el proceso que va desde el obten-
tor hasta el utilizador final de la variedad. El material vegetal ha de pasar por pro-
cesos criticos y muy delicados que incluyen: el mantenimiento varietal, la
multiplicacion inicial de la variedad, la produccion de semilla o material de multi-
plicacion, la certificacion/control de la produccion y la comercializacion. Para ase-
gurar que no se deteriore el material de la variedad se han desarrollado las normas
y trabajos de registro de variedades.

Con los sistemas de registro, al final, las variedades quedan definidas, caracte-
rizadas y descritas, comprobandose que son distintas, homogéneas y estables. La
descripcion de la variedad queda disponible para realizar los importantes e im-
prescindibles trabajos de: control del mantenimiento varietal, control de la pro-
duccion comercial (semilla o material vegetal), controles en comercio, y en su caso
aplicar el sistema de proteccion de los derechos del obtentor.

Para que el esfuerzo de obtencidn pueda ser reconocido y remunerado se crean
los sistemas juridicos de proteccion de obtenciones vegetales. En la Union Eu-
ropea, tal como se detallara mas adelante, se cred en 1994 un sistema regional
comunitario para proteger los derechos del obtentor.

Con el fin de explicar el funcionamiento de los registros de variedades y la pro-
teccion de los derechos del obtentor en la Unidn Europea, en este capitulo se van a
tratar los registros de variedades en la Union Europea (UE) y el sistema comuni-
tario de proteccion de los derechos del obtentor. Si hace falta aclarar y distinguir
estos dos sistemas, resulta muy util relacionarlos con los correspondientes que hay
en la legislacion espafiola. El sistema de registro de variedades de la UE esta des-
arrollado en Espafia con el Registro de Variedades Comerciales (Ley 30/2006 de Se-
millas y Plantas de Vivero y Recursos Fitogenéticos; Reglamento general del Registro
de Variedades Vegetales). Para desarrollar la proteccion de los derechos del obtentor,
esta en vigor en Espafa la ley de Proteccion de Variedades Vegetales (Ley 3/2000
de Régimen juridico de la Proteccion de las obtenciones Vegetales).

8.2. Los registros de variedades en la Union Europea

Desde el principio de su actividad en el sector de la agricultura, la Comunidad
Economica Europea (CEE) reconocid la importancia de la semilla y materiales de
multiplicacion de plantas en la produccion agricola. Uno de los objetivos iniciales
de la CEE era lograr y facilitar la libre circulacion de mercancias en todo su terri-
torio. Para conseguir este objetivo en las semillas y materiales de multiplicacion,
fue necesario desarrollar unas normas que lo hicieran aceptable y factible.

Dentro del sistema juridico de la CEE (actualmente UE), se han utilizado las di-
rectivas para establecer las normas de catalogos registros y registros de variedades.

223



224

8. Registros de variedades y proteccion de obtenciones vegetales en la Union Europea

Se trata de directivas de armonizacion que, adoptadas por el Consejo de la CEE o
por la Comision, han de ser luego traspuestas o trasladadas a la legislacion interna
de todos los Estados Miembros. Por esta via se logra la imprescindible armonizacion
de los sistemas de registros de variedades en todos los estados que integran la
CEE, ahora UE.

Mas adelante, al tratar en este capitulo el sistema comunitario de proteccion
de las obtenciones vegetales, veremos que para su instauracion se decidio utilizar
un Reglamento de la CEE. Un reglamento CEE tiene una importante diferencia
con las directivas: Es directamente aplicable en todos los Estados Miembros de la
CEE (ahora UE) sin necesidad de que haya una trasposicion a las legislaciones na-
cionales

8.2.1. Los catalogos comunes de variedades para especies agricolas y horticolas

En 1970, en la entonces CEE se prepararon, aprobaron y publicaron las primeras
Directivas que organizaron los procedimientos de registro y los catalogos comu-
nitarios de variedades vegetales (Directiva 70/457/CEE del Consejo, de 29 de sep-
tiembre de 1970, referente al catalogo comun de las variedades de las especies de
plantas agricolas y Directiva 70/458/CEE para el catédlogo de especies horticolas.)

Con otra serie de Directivas de armonizacion en la CEE se fijaron las normas
para el control de la produccion de las semillas y plantas y su comercializacion.
Con ellas se organizaba la produccion y el comercio de semillas y materiales ve-
getales de multiplicacion de los principales grupos de especies de interés econd-
mico (cereales, hortalizas, forrajeras, remolacha, oleaginosas, textiles, vid, frutales,
forestales, ornamentales).

Las Directivas de armonizacion sobre registro, que debian ser traspuestas/tras-
ladadas a la legislacion nacional de todos los Estados Miembros de la CEE, fijaron los
principios y desarrollaron un sistema de registros de variedades armonizados y con
las mismas reglas, definiciones y exigencias para toda la CEE. Las variedades vegetales
para poder registrarse habian de ser distintas, homogéneas y estables. Antes de
inscribir una variedad en un registro nacional, o lista nacional, era necesario
comprobar mediante un examen técnico DHE (Distincion. Homogeneidad, Estabilidad)
que se cumplian las exigencias. La inscripcion de una variedad en un registro nacional
suponia la autorizacion para producir y comercializar en ese Estado.

Al haber pasado todas las variedades incluidas en todos los catalogos nacionales
los mismos controles y procedimientos se aceptaba y autorizaba la comercializacion
de semilla o material de multiplicacion en el territorio de todos los Estados Miem-
bros de la CEE. Esta fue, y es la situacion para variedades de especies agricolas (gran
cultivo o cultivos extensivos) y para especies horticolas. Para estos dos importantes
grupos de especies la Union Europea publica un catalogo comun (lista de varieda-
des comunitaria) que incluye las variedades que pueden comercializarse libremente
en el territorio de todos los Estados Miembros de la actual UE.
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El catalogo comun es una lista de variedades, la compilacion de todas las va-
riedades inscritas en todos los registros nacionales. Los catalogos comunes son
unas listas limitativas, es decir, no se puede producir y/o comercializar semilla o
material de multiplicacion de variedades no inscritas. Hay previstas posibilidades
de excepciones o derogaciones para poder comercializar o producir: pequefias can-
tidades, hacer ensayos o experimentacion. Las Directivas de los catalogos comunes
no se aplican para variedades cuyo destino probado sea a la exportacion a terceros
paises (fuera de la UE).

A su vez hay algunas posibilidades de obtener una derogacidn, o excepciones
al principio de libre circulacion de material de variedades incluidas en los catalogos
comunes en la UE. Estas excepciones pueden autorizarse a un Estado, tras peticion
motivada y tras considerar su debida motivacion y justificacion. Excepciones que
pueden motivarse por: riesgos o perjuicios fitosanitarios causados por el cultivo
de la variedad; ausencia de valor agronomico en todo el Estado; tratarse de una
variedad modificada genéticamente con posibilidad de prohibir o limitar su cultivo
o someterlo a condiciones especiales o condicionar la utilizacion de los productos
resultantes de su cultivo; posible riesgo para el medio ambiente o la salud humana.
En la practica son muy contadas las excepciones aceptadas.

Las Directivas comunitarias sobre catalogos comunes de variedades y las legis-
laciones nacionales exigen que las variedades para poder ser inscritas han de ser
distintas, suficientemente homogéneas y estables. Estas condiciones se han de
comprobar sometiendo previamente a material de la variedad a un examen técnico
(ensayo DHE).

Al objeto de lograr un buen nivel de armonizacion de los trabajos nacionales
de registro de variedades, y asi facilitar su aceptacion por todos los Estados Miem-
bros, desde 1972, las Directivas de la CEE detallan los procedimientos que han de
seguirse para comprobar, antes de ser inscritas, que las variedades son suficien-
temente distintas, homogéneas y estables. Los ensayos DHE han de realizarse
por los Estados Miembros de acuerdo con los criterios técnicos fijados en las Di-
rectivas. Se describen, para cada especie, los detalles a los que han de ajustarse
los ensayos DHE: disefio del ensayo; condiciones del ensayo; material a examinar
facilitado (por el obtentor o solicitante de la inscripcion); numero minimo de plan-
tas a estudiar; duracién del ensayo; minimo de caracteristicas a observar; colec-
cion de referencia a utilizar; criterios para juzgar la distincién, homogeneidad y
estabilidad.

Como mas adelante se describira, la Oficina Comunitaria de Variedades Vege-
tales (OCW), que gestiona y administra el sistema comunitario de proteccion de
las obtenciones vegetales, preparo y adoptd unos protocolos para realizar los en-
sayos DHE necesarios en el proceso de otorgar el titulo comunitario de proteccion
a variedades vegetales. Para desarrollar esos protocolos, la OCW basd sus trabajos
en las Directrices de examen DHE que habia desarrollado la Union Internacional
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para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales (UPQV). La OCWV ya ha desarrollado
y adoptado para sus trabajos protocolos técnicos para mas de 280 especies. Te-
niendo en cuenta la calidad de estos protocolos, la UE decidio ya en 2003 (Direc-
tivas 2003/90/CE y 2003/91/CE de la Comision, 06.10.2003) que también debian
seguirse para realizar los ensayos DHE con vistas a la inscripcion de variedades de
especies agricolas y horticolas en los registros nacionales de los Estados Miembros,
que luego pasarian a integrar el catalogo comun.

En el caso de las variedades de especies de cultivos agricolas (extensivos: patata,
remolachas, forrajeras, cereales, oleaginosas y textiles), ademas de los requisitos
de DHE, se exige que la variedad tenga un valor agrondmico o de utilizacion su-
ficiente. Ha de hacerse una evaluacion de los siguientes componentes: rendi-
miento/produccion; resistencia a los organismos nocivos; comportamiento con
respecto a factores del entorno fisico; caracteristicas cualitativas. Para cada especie
se definen en las directivas, y en las legislaciones nacionales, los parametros de
evaluacion de ese valor agrondmico exigido.

Es necesario también que cada variedad tenga una denominacion que cumpla
las normas establecidas al respecto.

Las variedades inscritas han de ser mantenidas estables, sin variacion, mediante
una adecuada y eficiente seleccion conservadora.

La inscripcion de una variedad en un registro o lista nacional tendra una dura-
cion de 10 afos. Es posible renovar la inscripcion si la variedad sigue siendo DHE
al final de los diez afios.

Las Directivas comunitarias establecen la obligacion de prestarse asistencia y
cooperacion, entre los Estados Miembros, para facilitar el cumplimiento de las nor-
mas que regulan los catalogos comunitarios y los registros nacionales de varieda-
des en la UE. Esta exigencia, en la practica es una realidad que facilita mucho la
operacion de las autoridades nacionales responsables de los registros de variedades
y el mantenimiento del eficiente sistema de catalogos comunitarios.

Esta previsto también que los Estados Miembros puedan prever o decidir que
la admision de una variedad en el catalogo comun o en el catalogo de otro Estado
Miembro sea equivalente a la admision en su catalogo nacional. En este caso y
para esas variedades o especies, el Estado Miembro estara dispensado de las obli-
gaciones de hacer examenes DHE, tener expedientes de las variedades, comunicar
cambios en su registro, etc.

Hay una derogacion general que se aplica a todas las obligaciones de mantener
listas de variedades nacionales impuestas por las Directivas a los Estados Miembros
de la UE. Aquellos Estados en que no se cultive la especie, ni se produzca, ni se co-
mercialice semilla o material vegetal de multiplicacion estan eximidos de la obli-
gacion de mantener listas de variedades para esa especie.
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A lo largo de los mas de cuarenta afos transcurridos desde finales de los 60,
en la hoy Unidn Europea, se han desarrollado las directivas que organizan los re-
gistros de variedades y las normas de comercializacion de la semilla y materiales
de multiplicacion para las especies vegetales de interés economico. Todas las Di-
rectivas de armonizacion, para registros y para comercializacion, se han ido revi-
sando para adaptarlas a la evolucion de las técnicas de control, de la creacion
varietal, de la identificacion varietal, etc.

Las limitaciones de espacio de este capitulo no permiten detallar la normativa
para todas las especies de interés economico. Sin embargo se facilitaran aqui los
principios generales y donde pueden obtenerse detalles. Ver los sitios web en el
apartado 8.4.3 al final de este capitulo.

Desde 1970 hasta hoy, todos los Estados que se han adherido a la UE, antes de
hacerlo, han trasladado a su legislacion nacional el contenido de las directivas co-
munitarias de catalogos que organizaban los registros de variedades a nivel na-
cional. Asi la legislacion nacional de todos los Estados Miembros estaba armonizada
y permitia y facilitaba los intercambios entre todos los miembros de la UE.

Los Estados Miembros organizan y mantienen sus registros de variedades na-
cionales. Publican y comunican a la Comision Europea (CE) y a los otros Estados
Miembros las modificaciones en los mismos (inclusiones y exclusiones de varieda-
des). La CE supervisa, compila y publica los catdlogos comunes.

En 2014 solo hay operativos catalogos comunes para variedades de especies
agricolas (cultivos extensivos) y horticolas. En el grupo de especies agricolas se in-
cluyen: remolachas azucarera y forrajera; plantas forrajeras; textiles y oleaginosas;
cereales y patata.

8.2.2. Directivas de la Unién Europea que organizan, regulan y armonizan
los registros nacionales de variedades de frutales, vid, ornamentales
y forestales

Para especies frutales, ornamentales y forestales no hay unas directivas de Ia
UE que organicen un catalogo comun tan detallado como en los casos antes des-
critos para especies agricolas y horticolas. Si hay en vigor directivas que armonizan
las normas y requisitos de comercializacion del material vegetal de multiplicacion
de estas especies. En estas directivas si se especifican los aspectos y requisitos que
han de cumplir las variedades para poder ser comercializadas. Las listas nacionales
de variedades se mencionan, pero no hay unos catalogos comunitarios operativos.

Seguidamente se destacan los aspectos relacionados con listas de variedades
que aparecen en las directivas de comercializacion de la UE para especies frutales,
ornamentales y forestales.

En el caso de las especies frutales (Directiva 92/34/CEE del Consejo de
28.04.1992, Diario Oficial L 157 del 10.06.1992) se establece que en los Estados
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Miembros de la UE los materiales de multiplicacion y los plantones de frutales se
han de comercializar, como es logico, con una referencia a la variedad a la que
pertenecen. Se obliga también a que las variedades deberan:

1. Bien ser de conocimiento comun y estar protegidas de acuerdo con las dispo-
siciones sobre proteccion de las obtenciones vegetales o registradas oficial-
mente de forma voluntaria o de otra forma;

2. 0 bien estar inscritas en listas elaboradas por los proveedores, con sus descrip-
ciones detalladas y las denominaciones correspondientes. Dichas listas estaran
a disposicion, previa solicitud, del organismo oficial responsable del Estado
Miembro de que se trate.

Las variedades podran registrarse oficialmente cuando se considere que reunen
determinadas condiciones aprobadas oficialmente y posean descripcion oficial.

La Directiva obliga a que la inscripcion en un registro oficial sea después de
que se ha comprobado que la variedad es distinta, homogénea y estable. Las ca-
racteristicas de los examenes para comprobar la DHE de las variedades (caracte-
risticas minimas a observar, duracion de los ensayos) y la duracion de la admision
oficial de una variedad en el registro nacional, son muy parecidas a las estableci-
das para las especies agricolas y horticolas. Claro esta que adaptada a las especies
frutales.

Al final cada variedad debera estar descrita y tener, siempre que sea posible, |a
misma denominacion en todos los Estados Miembros.

En la practica, los Estados Miembros de la UE que han establecido registros o
listas nacionales de variedades de especies frutales, siguen los mismos protocolos
de examen DHE que los utilizados para la proteccion de las variedades vegetales
en estas especies. En paralelo a lo indicado al tratar los catalogos comunitarios de
especies agricolas y horticolas, también para las especies frutales, se siguen los
protocolos de examen DHE de la OCVW y en su ausencia las Directrices de examen
de la UPQV para cada especie concreta.

Para confirmar el objetivo de la libre circulacion, la Directiva obliga a los Estados
Miembros de la UE a que los materiales de multiplicacion y los plantones de frutal
que cumplan los requisitos y condiciones de la Directiva no estaran sometidos a
restricciones de comercializacion distintas de Ias establecidas en la presente Di-
rectiva en lo que se refiere al proveedor, los aspectos fitosanitarios, el medio de
cultivo y las condiciones de inspeccion.

Los Estados Miembros que tienen operativas listas nacionales para variedades
de frutales comunican a la Comision y a los otros Estados Miembros de la UE las
modificaciones de las listas (solicitudes de inscripcion recibidas, inclusiones, ex-
clusiones, cambios). Estos intercambios de informacion se suelen hacer mediante
publicacion periddicas que incluyen la informacion pertinente.
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La citada Directiva de frutales menciona la posibilidad de que se decida esta-
blecer y publicar un catalogo comun de variedades para especies frutales. Hasta
hoy en 2014 no se ha tomado tal decision y hay listas nacionales de variedades de
especies frutales de los Estados Miembros.

Para variedades de vid se aprobd la Directiva 68/193/CEE del Consejo de
09.04.1968 (Diario Oficial L 93 del 17.04.1968) y se aplica a la comercializacion de
los materiales de multiplicacion vegetativa de la vid en la UE. Para esta especie Ia
directiva establece que los Estados Miembros de la UE han de mantener y publicar
un catdlogo (nacional) de variedades de vid admitidas oficialmente para la certifi-
cacion y para el control de los materiales de produccion estandar en sus territorios.

Los Estados Miembros han de aceptar que las variedades admitidas en los ca-
talogos de los demas Estados Miembros, se admitan también para la certificacion
y para el control de los materiales de multiplicacion estandar en su propio territo-
rio, y especifica la Directiva, sin perjuicio de lo dispuesto en el Reglamento (CE)
1493/1999 del Consejo, de 17 de mayo de 1999, por el que se establece la Organi-
zacion Comun del Mercado vitivinicola en lo que respecta a las normas generales
referentes a la clasificacion de las variedades de vid. Hay que tener en cuenta que
este Reglamento (OCM vitivinicola) establece unas normas, limitaciones y autori-
zaciones para la plantacion de variedades en las zonas de produccion vitivinicola.

Si es el caso, los Estados Miembros han de tener también una lista de clones
admitidos para certificacion y control en su territorio. Como en el caso de las va-
riedades de vid, los Estados Miembros han de aceptar, para la certificacion en su
territorio, los clones que estén admitidos para certificacion y control en los otros
Estados Miembros.

En aplicacion de los principios generales que establecen las directivas de regis-
tro de variedades en la UE, las variedades de vid, para incluirse en los registros na-
cionales han de ser distintas, suficientemente homogéneas y estables. Se fijan los
detalles de los examenes DHE: disefio, duracion del ensayo, caracteres a observar,
etc. Los detalles de los protocolos de examen se revisaran a la vista de los conoci-
mientos cientificos y técnicos. Como para otras especies se utiliza el protocolo téc-
nico para examinar la DHE preparado por la OCVWV para la vid.

Las variedades o clones inscritos en los registros nacionales han de mantenerse
estables mediante procesos de seleccion conservadora.

La Directiva establece también que se realizaran dentro de la UE pruebas y exa-
menes comparativos comunitarios para el control a posterioride muestras de ma-
teriales de multiplicacion de la vid comercializada, tomadas por muestreo. Estos
ensayos 0 examenes comparativos se utilizaran para armonizar los métodos téc-
nicos de certificacion y para verificar el cumplimiento de las condiciones que han
de satisfacer los materiales de multiplicacion. De hecho también se utilizan para
comprobar el mantenimiento de las muestras que se han incluido en los mismos.
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Si se detectara en estos ensayos algun problema de falta de estabilidad en alguna
muestra, podra iniciarse un control de la variedad para ver si se mantiene conforme
a como fue inicialmente incluida en el registro. Si se confirmara una falta de esta-
bilidad de una variedad, podria tener como consecuencia la exclusion de la variedad
del registro en que estuviese inscrita.

Los Estados Miembros que tienen operativas listas nacionales para variedades
de vid han de comunicar a la Comisién y a los otros Estados Miembros de la UE
las modificaciones de las listas (solicitudes de inscripcion recibidas, inclusiones,
exclusiones, cambios). Estos intercambios de informacion se suelen hacer mediante
publicacion periddicas que incluyen la informacion pertinente.

Hay una derogacion general que se aplica a todas las obligaciones de mantener
listas nacionales impuestas por las Directivas a los Estados Miembros de la UE.
Aquellos Estados en que no se cultive la vid, ni se produzca, ni comercialice material
vegetal de multiplicacion estan eximidos de la obligacion de mantener listas de
variedades para esa especie.

En el caso de las especies ornamentales existe la Directiva 91/682/CEE del Con-
sejo de 19.12.1991 (Diario Oficial L 376 de 31.12.1991) relativa a la comercializacion
de los materiales de reproduccion de las plantas ornamentales y de plantas orna-
mentales dentro de la CEE. Esta Directiva, y sus posteriores madificaciones, han
tratado sélo muy poco los aspectos de listas de variedades. Se obliga a los Estados
Miembros a que se comercialicen los materiales con una referencia a la variedad
en unos casos: 1/si se trata de una variedad legalmente protegida; 2/una variedad
registrada oficialmente; 3/cominmente conocida o 4/incluida en una lista conser-
vada por el proveedor que contenga una descripcion detallada y su denominacion.

En el caso de las especies ornamentales se han desarrollado mas los trabajos
orientados a la proteccion de las obtenciones vegetales. Se vera mas adelante que
en el sistema comunitario de proteccion mas del 58% de solicitudes recibidas co-
rresponde a variedades de especies ornamentales. No hay obligacion de mantener
listas nacionales de variedades para estas especies.

En el caso de las especies forestales existe la Directiva 1999/105/CEE del Con-
sejo de 22.12.1999 (Diario Oficial L 11 de 15.01.2000) sobre la comercializacion de
materiales forestales de reproduccion. En este grupo de especies el tratamiento en
las directivas de armonizacion de los aspectos referidos a listas de variedades es
bastante similar a las ornamentales. Hay que evitar la confusion que puede pro-
ducir el art.10 de la Directiva antes citada para especies forestales. En este articulo
se obliga a los Estados Miembros a elaborar un registro nacional, pero se refiere a
materiales de base de las diversas especies forestales admitidas en su territorio y
no a variedades.

Cumpliendo las obligaciones establecidas en las Directivas de la UE sobre listas
de variedades para especies frutales, ornamentales y forestales hay Estados Miem-
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bros de la UE que tienen para estas especies registros nacionales de variedades con
procedimientos y exigencias muy similares o idénticas a las de los cultivos agricolas
u horticolas. Es el caso de Espafia para los frutales de hueso y pepita, vid, citricos,
olivo, higuera y fresa. Son las denominadas Listas de Variedades Comerciales.

8.2.3. Posible evolucién en la gestion de los catdlogos comunes de la UE

La Comision Europea, desde los afios 70 hasta hoy, en cumplimiento de las di-
rectivas, es la autoridad de la UE competente y responsable de las tareas adminis-
trativas de preparacion y publicacion de los catalogos comunes. Realiza también
una supervision del trabajo de los Estados Miembros y revisa el correcto cumpli-
miento de lo establecido en las directivas de catalogos.

En la actualidad, en la UE, se esta considerando y estudiando la posibilidad de
encomendar a la OCVWV, que ya gestiona el sistema comunitario de proteccién de
variedades vegetales, varias de las actuales competencias de la Comisién en los
catalogos comunes de variedades.

Como antes se ha indicado, los Protocolos Técnicos para examen de la DHE,
que ha preparado la OCW, se han adoptado y se siguen para comprobar la DHE
en las variedades antes de inscribirlas en los registros nacionales. También las nor-
mas o reglas sobre denominaciones varietales que aplica la OCW se han hecho
obligatorias en los procedimientos para los inscribir variedades en los registros na-
cionales, que luego pasan a los catalogos comunes de la UE.

Parece l6gico aprovechar los medios y la experiencia de la OCVV en actividades
comunitarias muy similares. Con esta orientacion se estudia la posibilidad de que
la OCVV se encargue de la gestion administrativa que ahora realiza la Comision en
la compilacion, preparacion y publicacion de los catalogos comunes.

También se estan considerando otras ideas que supondrian cambios mas sus-
tanciales en el sistema actual de los catalogos comunitarios. Hoy las Unicas puertas
de acceso para variedades a los catalogos comunes son los registros o listas na-
cionales de los, hoy 28, Estados Miembros de la UE.

Se esta considerando la posibilidad de crear otra via de entrada de variedades
a los catalogos comunes. La idea es que hubiese la posibilidad, en paralelo y coe-
xistiendo con la via actual, de que se pudieran presentar solicitudes de inscripcion
en los catalogos comunes directamente a la OCVV. En ese escenario, la OCVV exa-
minaria y tramitaria las solicitudes. Tras hacerse el obligatorio ensayo DHE, utili-
zando la red de Oficinas de examen acreditadas, si se cumplian todas las exigencias
(administrativas y técnicas) de las directivas, la OCWV decidiria la inscripcion directa
de las variedades en el catalogo comun correspondiente.

Llegar a una situacién con los cambios antes descritos exigira modificaciones
en las directivas de catalogo. Aun no es posible hacer una prevision de la evolucion
y el resultado de estas discusiones y el calendario de los trabajos.

231



232

8. Registros de variedades y proteccion de obtenciones vegetales en la Union Europea

La discusion, aprobacion y puesta en marcha del sistema comunitario de pro-
teccion de las obtenciones vegetales, etapa culminada en 1994, exigio a los Estados
Miembros tomar decisiones, que podrian considerarse de mayor trascendencia que
las que ahora se discuten para los catdlogos comunes. Como mas adelante se co-
mentara en detalle, la experiencia de funcionamiento desde 1994 del sistema co-
munitario de proteccion de obtenciones vegetales y de la OCW es francamente
positiva.

La ampliacion de competencias a la OCVV, que se vislumbra en la linea antes
descrita, entra dentro de un l6gico desarrollo que en algun momento en el pasado
alguien ya imagino. Se comenta que quien sugirio el nombre para la oficina al
inicio de los 90, no propuso oficina comunitaria de proteccion de variedades, lo
que parece que limitaba su competencia a la proteccion. Se propuso y se acepto
la posibilidad que la OCVV admitiera otros cometidos, como la misma denomina-
cion de la oficina ya sugerida: Oficina Comunitaria de Variedades Vegetales.

8.3. Registros de Variedades Comerciales en Espaiia

En el caso de Espafia se han transpuesto y desarrollado las exigencias de las
Directivas comunitarias sobre catalogos de variedades en los Reglamentos Técnicos
de Inscripcion de variedades en los Registros de Variedades Comerciales o listas
nacionales en el lenguaje comunitario. Estos Reglamentos Técnicos de Inscripcion
se aprobaron y figuran como anexos del Reglamento General del Registro de Va-
riedades Comerciales que desarrollo la Ley 30/2006, de 26 de julio, de Semillas y
Plantas de Vivero y de Recursos Fitogenéticos en los aspectos del registro de va-
riedades.

Los Reglamentos Técnicos de Inscripcion en vigor en Espafia son los siguientes:

® Reglamento Técnico de inscripcion de variedades de cereales.

® Reglamento Técnico de inscripcion de variedades de remolacha azucarera y
forrajera.

e Reglamento Técnico de inscripcion de variedades de maiz y sorgo.

Reglamento Técnico de inscripcion de variedades de especies forrajeras, pra-

tenses, cespitosas y leguminosas de grano.

Reglamento Técnico de inscripcion de variedades de oleaginosas y textiles.

Reglamento Técnico de inscripcion de variedades de patata.

Reglamento Técnico de inscripcion de variedades de especies horticolas.

Reglamento Técnico de inscripcion de variedades de vid.

Reglamento Técnico de inscripcion de variedades de especies frutales de

hueso y pepita.

Reglamento Técnico de inscripcion de variedades de especies de citricos.

Reglamento Técnico de inscripcion de variedades de olivo.

Reglamento Técnico de inscripcion de variedades de fresa.

Reglamento Técnico de inscripcion de variedades de higuera.
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Cada uno de estos reglamentos técnicos de inscripcion detalla minuciosamente,
para cada especie o grupo de especies:

a. Los procedimientos de solicitud de inscripcion para las variedades, examen
formal y examen de fondo de las solicitudes, tramitacion de las solicitudes,
publicacion de solicitudes.

b. Examen técnico DHE de las variedades candidatos, protocolos de examen
(material vegetal preciso para examen, disefio del ensayo, caracteres a ob-
servar, duracion del ensayo, criterios para estudiar la DHE, informe técnico
final).

c. Ensayos de valor agronomico (seguin especies).
d. Normas especiales para ensayo de variedades modificadas genéticamente.

e. Procedimiento administrativo aplicable a los expedientes de inscripcion
en las listas de variedades comerciales.

f. Comisiones Nacionales de Evaluacion de Variedades, composicion, fun-
ciones.

g. Inscripcidn provisional e inscripcion definitiva de variedades en el Re-
gistro de Variedades Comerciales (RVC).

h. Duracion de la inscripcion y posible renovacion de inscripcion.

i. Cancelacion de la inscripcion.

j. Denominaciones varietales: Requisitos, procedimiento, aprobacion, registro.
k. Tasas.

En Espafia el Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente y en
concreto la Oficina Espafiola de Variedades Vegetales (OEVV) administra y ges-
tiona los Registros de Variedades Comerciales.

El Registro de Variedades Comerciales esta operativo en Espafia para especies
pertenecientes a los grupos: cereales, maiz, sorgo, remolacha (azucarera y forra-
jera), forrajeras, pratenses, cespitosas, leguminosas de grano, oleaginosas y textiles,
patata, horticolas, frutales de hueso y pepita, citricos, vid, olivo, higuera y fresa.

El Ministerio de Agricultura, Alimentaciéon y Medio Ambiente publica el Boletin
del Registro de Variedades Comerciales en el que facilita informacion sobre cam-
bios en los Registros y cumple asi también la obligacion impuesta por las Directivas
de la UE sobre catadlogos de plantas agricolas y horticolas. Como se ha comentado
anteriormente los Estados Miembros deben intercambiar informacion sobre los
cambios (solicitudes de inscripcion) y las decisiones (inclusiones, exclusiones de
variedades, inscripciones provisionales, propuestas de denominaciones, aprobacion
de denominaciones varietales, etc.).
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La publicacion de periodicidad bimestral esta disponible en la pagina web del
Ministerio (www.magrama.es). Anualmente se compila otra publicacion denomi-
nada Catalogo nacional de variedades comerciales. En esta publicacion puede
verse que Espafia mantiene operativos 125 Registros de Variedades Comerciales
para: Cultivos extensivos (44 especies); Horticolas (51 especies); Frutales de hueso
y pepita (13 especies o géneros y sus hibridos, incluye patrones); Citricos (12 es-
pecies 0 géneros y sus hibridos, incluye patrones); Otros frutales (5: fresa, higuera,
olivo, patrones de vid y vid).

El Ministerio también publica el Boletin del Registro de Variedades Protegidas
en que facilita informacion sobre el sistema nacional espafiol de proteccion de los
derechos del obtentor. La relevante informacion cubre: solicitudes de Titulo de Ob-
tencion Vegetal recibidas, denominaciones (propuestas, aprobadas), retirada de so-
licitudes, cambios de solicitante, cambios de titularidad, cambios de representante,
licencias de explotacion concedidas, titulos de proteccion (otorgados por el sistema
espafiol de POV) que estan en vigor.

8.4. La proteccion de los derechos del obtentor en la Unién Europea

¢Por qué se ha llegado a un sistema de proteccion comunitaria de variedades
vegetales? Como ya se ha comentado antes, la CEE tuvo, desde su inicio, entre sus
objetivos prioritarios, lograr un "mercado unico” con libre movimiento de personas
y mercancias. En 1985 se analizo, por la Comision de la CEE, la situacion existente
en muchos sectores. El sector de las semillas y material vegetal fue incluido en ese
detallado examen. Se vio que con los registros de variedades nacionales, armoni-
zados de acuerdo con las directivas en vigor, y los catalogos comunitarios de va-
riedades en operacion, se facilitaba suficientemente el comercio en el sector. Las
directivas existentes que armonizaban las normas de control de la produccion de
semillas y plantas en todos los Estados Miembros de la CEE también facilitaban los
intercambios de estos materiales esenciales para la agricultura comunitaria. Logi-
camente se vio también que era preciso mejorar la situacion y actualizarla en al-
gunas especies. Algunas directivas, en esa época en vigor, se habian aprobado en
los 60 y 70. En los casos necesarios fueron debidamente revisadas y actualizadas.

Con el analisis también se detecto una situacion que dificultaba la libre circu-
lacion de semillas y plantas. El problema estaba en la situacion existente en la pro-
teccion de los derechos del obtentor de variedades vegetales. En el escenario
entonces existente en la CEE, de no suficiente armonizacion de los sistemas na-
cionales de proteccion de los derechos del obtentor o incluso de ausencia de pro-
teccion en algunos estados, se producia una fragmentacion del mercado y no habia
una completa y libre circulacion de mercancias en este sector.

En los afios 80 se vio que, si bien una mayoria de Estados Miembros tenia leyes
de proteccion en vigor, algunos estados no las tenian. Las leyes de proteccion de
los estados que las tenian, eran todas conformes a las normas de la Union Inter-
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nacional para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales (UPOV), pero no estaban
suficientemente armonizadas. El sistema de UPOV fija unos minimos obligatorios,
pero permite cierta libertad que habia hecho posibles faltas de armonizacion. Por
ejemplo, habia especies cuyas variedades eran protegibles en unos estados y en
otros no. La duracion de la proteccion para una especie concreta no estaba total-
mente armonizada, variaba segun los estados.

La situacion de falta de armonizacion existente hacia posible que se dieran si-
tuaciones, como la de una misma variedad que podia estar protegida en unos es-
tados y no en otros. En ese caso, podria transportarse, cruzando fronteras interiores
de la CEE, material de esa variedad (semilla o material de multiplicacion), producido
en un pais A en que no estaba protegida esa variedad, a otro B en que si lo estaba.
En esa situacion al pasar la frontera, el titular del derecho sobre la variedad pro-
tegida en el pais B podria, en ejercicio de sus derechos, bloquear la entrada de la
mercancia. Esta situacion y otras similares no permitian, dificultaban o podian di-
ficultar la libre circulacion deseada y necesaria en el "mercado Unico”. Esta situa-
cion resultaba inadmisible en el "“mercado interior unico” tal como se habia previsto
para la CEE desde enero de 1993 con la abolicion real de las fronteras interiores
(Tratado de Amsterdam-Acuerdo de Schengen) desde 1997.

Identificado el problema y sus causas se buscaron soluciones. Consideradas va-
rias alternativas se concluyd que la mas adecuada era establecer un sistema co-
munitario de proteccion de los derechos del obtentor aprobado mediante un
Reglamento del Consejo de la CEE. Reglamento, que una vez aprobado y en vigor,
es de aplicacion directa en todo el territorio de los Estados Miembros de la CEE,
sin necesidad de trasposicion a las legislaciones nacionales.

Tras varios afios de preparacion y discusiones, no exentas de dificultades, debido
a lo complejo, delicado y trascendental de la materia que se trataba, se aprobd por
el Consejo de la CEE el 27/07/1994 el Reglamento R (CE) 2100/94 que establecio el
sistema de proteccion comunitaria de las obtenciones vegetales (Diario Oficial de
las Comunidades Europeas Ne L 227 de 01.09.1994 pag.1 a 30).

8.4.1. Caracteristicas del sistema de proteccion comunitaria de obtenciones vegetales

El sistema comunitario otorga una proteccion de cultivares (modalidad de de-
recho de propiedad intelectual) con cobertura y efectos uniformes en todo el te-
rritorio de todos los Estados Miembros de la CEE, hoy UE. Segun establece el
Reglamento 2100/94 antes citado, el sistema de proteccion comunitaria de obten-
ciones vegetales es la Unica y exclusiva forma de proteccion comunitaria de la pro-
piedad industrial para las variedades vegetales.

De acuerdo con las normas de la UE, cuando se produce la adhesion de nuevos
Estados a la Union, los efectos de la proteccion comunitaria se extienden automa-
ticamente a esos nuevos miembros. En la actualidad, marzo 2014, la UE integra a
28 Estados Miembros, con mas de 507 millones de consumidores.
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Para administrar y gestionar el sistema de proteccion comunitario se cred la
Oficina Comunitaria de Variedades Vegetales (OCVV). Es un organismo comu-
nitario especializado, con personalidad juridica propia y autonomia presupuestaria.
Su funcionamiento tutelado por la Comision, esta controlado y fiscalizado por el
Tribunal de Cuentas de la UE. La OCW inicio su actividad el 27 de abril de 1995 en
Bruselas y desde Agosto de 1997 tiene su sede en Angers (Francia).

El sistema de proteccién comunitario cumple los requisitos fijados en el marco
del Convenio Internacional para la Proteccidon de las Obtenciones Vegetales de
19.03.1991 de la UPQV. La UE, como organizacion intergubernamental, forma parte
de la UPQV desde el 29.07.2005.

Las caracteristicas mas importantes del sistema comunitario de POV se pue-
den resumir como sigue, indicando como referencia el articulo del Reglamento de
base (Reglamento (CE) N°2100/94 del Consejo de 27.07.1994) en que se trata el as-
pecto sefalado en cada uno de los parrafos siguientes:

® [l sistema de proteccion comunitaria de obtenciones vegetales es la unica y
exclusiva forma de proteccién comunitaria de la propiedad industrial para
las variedades vegetales (Art.1)

® Una variedad para poder protegerse ha de cumplir los requisitos de: Novedad,
Distincion, Homogeneidad y Estabilidad. Han de tener una Denominacion ade-
cuada y se deben haber satisfecho las tasas establecidas (Art.6; 7; 8; 9y 10)

® Laduracion de la proteccion es de 25 afios y de 30 para variedades de patata
y arboles y vid (Art.19)

e Esta prevista una proteccion provisional que cubre el periodo que va desde
la publicacion de la solicitud (Boletin de la OCVV) hasta la fecha de concesion
del derecho (Art.95)

® La posibilidad de proteger esta abierta a variedades de todos los géneros y
especies botanicos (Art.5)

e Derechos del titular de la proteccion comunitaria (Art.13) La proteccion co-
munitaria de las obtenciones vegetales tiene el efecto de reservar al titular el
derecho el llevar a cabo respecto de la variedad las operaciones siguientes:

1. Con componentes de la variedad o material cosechado de la variedad en
cuestion: a) produccion o reproduccion (multiplicacion); b) acondiciona-
miento con vistas a la propagacion; c) puesta en venta; d) venta u otro
tipo de comercializacion; e) exportacion de la Comunidad; f) importacion
a la Comunidad; g) almacenamiento con vista a cualquiera de los objetivos
anteriores.

2. Lo dispuesto en el apartado anterior se aplicara al material cosechado
solo si éste se ha obtenido mediante el empleo no autorizado de compo-
nentes de la variedad protegida, y siempre y cuando el titular no haya te-
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nido una oportunidad razonable para ejercer sus derechos sobre dichos
componentes de la variedad.

® £| Reglamento considera la posibilidad de que el Consejo de la UE pueda de-
cidir en casos especificos, aunque hasta el momento no se ha hecho, que los
derechos citados en el apartado 1 se apliqguen también en relacion con pro-
ductos obtenidos directamente de material de la variedad protegida. Se tra-
taria, por ejemplo de una mermelada de fresa confeccionada con frutos de
una variedad protegida de fresa (Art.13-4°).

® Hay que tener en cuenta que no se trata de una extension de la cobertura
de la proteccion al material de cosecha en todos los casos. El titular del de-
recho solo puede ejercer su derecho sobre el material de cosecha siempre y
cuando él no haya tenido una oportunidad razonable para ejercer sus dere-
chos sobre los componentes de la variedad.

® En el sistema comunitario de POV se extiende la proteccidn a las variedades
esencialmente derivadas de la variedad protegida (Art.13-5°). La nocion y
concepto de Variedad Esencialmente Derivada (VED) la introdujo el Convenio
UPQOV 1991. Se puede decir que aun hay poca experiencia y practica de apli-
cacion de este complejo y dificil concepto. Hay algunas sentencias de tribu-
nales que tratan casos de VED o casos pretendidos. La limitacion de espacio
de este capitulo no permite desarrollar este concepto, su hasta ahora com-
pleja aplicacion y las consecuencias que pueden derivarse.

e Se admite en el sistema comunitario la llamada excepcidn del agricultor
(Art.14) también llamada semilla de granja (farm saved seed o semence de
ferme). Se trata de una excepcion al derecho del obtentor que permite la uti-
lizacion como semilla para siembra en la propia explotacion del agricultor,
de grano cosechado en la propia explotacion del agricultor de una variedad
protegida. La excepcion en el sistema comunitario esta sélo permitida para
variedades de una lista de especies (forrajeras, cereales, patata, oleaginosas
y textiles) que se incluye en el articulo 14. Las condiciones para poder hacer
uso de esta excepcion se detallan en este articulo y en un Reglamento de
desarrollo especifico (Reglamento CE N°1768/95 de la Comision de
24.07.1995). Conviene tener en cuenta que si se abusa de esta excepcion del
agricultor, se pueden causar dafios a la aplicacion del sistema. Puede llegarse
casi a vaciar de contenido el derecho de proteccion otorgado a variedades
de esas especies en que es legalmente posible hacer uso de la excepcion.

® |a excepcion del agricultor solo es aplicable a variedades protegidas perte-
necientes a las 21 especies de la lista (forrajeras, cereales, patata, oleaginosas
y textiles). Por lo tanto no es posible para otras especies: No se admite la ex-
cepcion del agricultor para otras especies horticolas (no incluidas en la lista
citada), para frutales, para ornamentales, ni para forestales.
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® |os titulares de derechos de proteccion comunitaria podran explotar la va-
riedad directamente y/o conceder licencias contractuales de explotacion
(Art.27).

e licencias obligatorias: La OCWV previa peticion puede conceder licencias obli-
gatorias pero solo cuando lo justifique el interés publico. Hasta la fecha no
se ha concedido ninguna (Art.29).

¢ Elsistema comunitario define las posibles infracciones al derecho de protec-
cion (Art.94) pero para persequir y lograr condenarlas remite a la aplicacion
subsidiaria de las leyes nacionales de los Estados Miembros y a los tribunales
nacionales (Art.101). Los Estados Miembros han de considerar en sus legis-
laciones nacionales de POV o cadigos penales los titulos de proteccion co-
munitarios como los titulos nacionales.

® Enla OCW hay una Sala de Recursos independiente que decide sobre los po-
sibles recursos que se presenten contra decisiones de la OCWV (Art.45). Las
decisiones de esta Sala son recurribles ante la Sala de Primera Instancia del
Tribunal de Justicia de la UE en Luxemburgo.

® Todo el sistema comunitario de POV se ha de autofinanciar con un sistema
de tasas que han de pagar los utilizadores del sistema: los obtentores que
quieren recibir la proteccion comunitaria. La OCVV esta sometida al control
del Tribunal de Cuentas de la UE.

La Proteccion Comunitaria coexiste con los sistemas nacionales de Proteccion
de las Obtenciones Vegetales de los Estados Miembros de la UE que lo tienen (Art.3).

En el Reglamento Comunitario hay un articulo que prohibe la acumulacion de
las dos protecciones (nacional y comunitaria) para la misma variedad. Segun el ar-
ticulo 92: 1). Ninguna variedad que sea objeto de una proteccion comunitaria de
obtencion vegetal podra ser objeto de una proteccion nacional de obtencién ve-
getal ni de patente alguna para tal variedad. No surtira efecto alguno ningun de-
recho que se conceda en contravencion de esta disposicion. 2). Si antes de Ia
concesion de la proteccion comunitaria de obtencion vegetal, el titular se hubiere
beneficiado de otro derecho en el sentido del apartado 1 para la misma variedad,
dicho titular no podra invocar los derechos conferidos por tal proteccion mientras
siga vigente para esa variedad la proteccion comunitaria de obtencion vegetal.

Aclarando los efectos de esta prohibicion: si para una variedad se tiene protec-
cion nacional, en uno o varios Estados Miembro de la UE; si posteriormente se con-
sigue la proteccion comunitaria para esa misma variedad, no pueden ejercerse las
protecciones nacionales. En estas circunstancias esas protecciones nacionales que-
dan inactivas o durmientes. Si posteriormente desaparece la proteccién comuni-
taria a peticion de su titular, una vez caducada, se podrian ejercer los derechos de
la/s protecciones nacionales durmientes si estuvieran aun en vigor.
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8.4.2. La experiencia del sistema comunitario de proteccion
de variedades vegetales

En la situacion actual de marzo de 2014 los 28 miembros de la UE son: Alema-
nia, Austria, Bélgica, Bulgaria, Chipre, Croacia, Dinamarca, Eslovaquia, Eslovenia,
Espana, Estonia, Finlandia, Francia, Grecia, Hungria, Irlanda, Italia, Letonia, Lituania,
Luxemburgo, Malta, Paises Bajos, Polonia, Portugal, Reino Unido, Republica Checa,
Rumania y Suecia. Todos los Estados Miembros de la UE excepto 3 (Chipre, Grecia
y Luxemburgo) tienen leyes nacionales de Proteccion de las Obtenciones Vegetales
conforme a la UPOV (1978 0 1991).

En esta situacion de coexistencia de la proteccion comunitaria y las nacionales,
corresponde al obtentor, o propietario de los derechos sobre una variedad, decidir
y elegir si desea tener la proteccion comunitaria (cobertura en los 28 Estados
Miembros de la UE) o una o varias protecciones nacionales. Si necesitara proteccion
en Chipre, Grecia o Luxemburgo, sélo podria conseguirse via la proteccion comu-
nitaria.

En la situacion de coexistencia de los sistemas nacionales y comunitario de POV,
si el obtentor decidiera utilizar los sistemas nacionales, debera solicitar y tramitar
las protecciones nacionales individualmente ante cada autoridad nacional. Solici-
tudes en el idioma de cada Estado, pago de tasas nacionales, tener un represen-
tante, seguir los procedimientos etc. Al final obtendria una/s proteccion/es
nacionales validas y cubriendo el territorio de cada Estado en el que haya solicitado
la proteccion.

Una clara ventaja del sistema comunitario de Proteccion de la Obtenciones Ve-
getales (POV) se ve al poder consequirse una proteccion en todo el territorio de la
UE, con una Unica solicitud. La diferencia en el coste es evidente. Al inicio del sis-
tema en 1995 se estudio y se estimo que si se necesitaba proteccidn para una va-
riedad en al menos tres Estados de la UE, ya era mas econdmico utilizar el sistema
comunitario.

La entrada en vigor del sistema comunitario de POV en 1995 supuso un volu-
minoso trasvase de solicitudes nacionales al sistema comunitario. Esa tendencia
se ha incrementado con los afios de funcionamiento.

El sistema comunitario esta abierto para variedades de todos los géneros y es-
pecies botanicos. La OCVV ha recibido solicitudes correspondientes a variedades
de 1.670 taxones botanicos (a 31.12.2012).

Desde 1995 hasta 24.01.2014 la OCW ha recibido 48.250 solicitudes de pro-
teccion comunitaria. Por grupos se reparten en: Ornamentales 57,78 9%; Agricolas
(extensivos) 23,74 %:; Horticolas 12,45 %:; Frutales 6,03 %%.

Desde que inicio su actividad en 1995, la OCVV ha otorgado 36.265 titulos de
proteccion comunitaria.
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El sistema comunitario de POV esta abierto a obtenciones de nacionales de la
UE y del Espacio Econdmico Europeo, también a los obtentores (particulares o em-
presas) de los Estados Miembros de la UPOV. Pueden también presentar solicitudes
de proteccion comunitaria los nacionales de estados con los que la UE haya esta-
blecido un convenio de reciprocidad en materia de POV. También aquellos estados
que sean firmantes de algun tratado internacional que establezca la reciprocidad
en estas materias. La OCVWV ha recibido el 78% de solicitudes provenientes de la
UE y 229 de terceros paises.

Estas cifras demuestran la aceptacion que el sistema de proteccion comunitaria
ha tenido en sus 19 afios de actividad dentro y fuera de la UE. En la pagina web
de la OCWV (www.cpvo.europa.eu) se facilitan estadisticas de la actividad de la Ofi-
cina con frecuentes puestas al dia.

La OCW y todo el sistema comunitario se autofinancia exclusivamente con las
tasas que pagan los usuarios del sistema. Las cuantias de las tasas en marzo 2014
son: Tasa de solicitud: 650 €; Tasa examen DHE: cada ciclo de examen 1160 a 2500
€ segun especies; 0 240€ si se utiliza un informe de examen DHE existente y acep-
table para la OCVV; Tasa anual de mantenimiento del derecho: 250 €. La OCW no
recibe ninguna subvencion ni pago del presupuesto de la UE, ni de los Estados
Miembros. Hasta ahora ha logrado sin problemas autofinanciarse. Como no le esta
permitido ningun superavit ha necesitado en varias ocasiones aprobar disminu-
ciones en la cuantia de las tasas.

Al objeto de reducir costes hay una estrategia que siguen muchos obtentores
que al final desean conseguir la proteccion comunitaria. Para ello aprovechan la
existencia de una tasa de examen reducida de 240 €, llamada "take-over" para
casos en que en vez de realizarse el examen DHE completo por la OCWV, se utiliza
el informe técnico final de un ensayo DHE realizado por una Oficina de examen
aceptada por la OCVWV, pero realizado por encargo de una oficina nacional de uno
de los Estados Miembros de la UE.

En estos casos, el proceso es el siguiente: el obtentor 1.- Inicia el proceso pre-
sentando una solicitud de proteccion nacional o registro para un catalogo nacional
de la variedad, en una oficina nacional de uno de los Estados Miembros de la UE
que tengan abierta la proteccion o registro para esa especie. 2.- Sigue el procedi-
miento nacional en el que se iniciara el preceptivo examen técnico DHE. 3.- Sequi-
damente presenta la solicitud de proteccidn a la OCVV en la que indica que ya hay
iniciado un procedimiento de proteccion o registro para la misma variedad en el
Estado Miembro X. En estos casos la OCVV solicita a la oficina nacional implicada
que al finalizar el examen DHE le facilite copia del informe final. 4.- El obtentor
solicitante ha de pagar la tasa de solicitud en la oficina nacional y las tasas de exa-
men DHE nacionales. 5.- En la OCVV habra de pagar la tasa de solicitud y cuando
esté finalizado el examen nacional DHE y se haya remitido a la OCVV, debera pagar
la tasa especial (take-over) de 240 € para utilizar el informe DHE en el procedi-
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miento de la OCVV. La OCVV decidira conceder la proteccion o denegarla teniendo
en cuenta el resultado del examen DHE nacional y las otras exigencias que indica
la reglamentacion.

Como las tasas de examen suelen ser mas elevadas en el sistema de la OCW
que en la mayoria de los sistemas nacionales, al solicitante le suele resultar mas
economico sequir esta estrategia. La OCVV exige que el examen DHE se realice por
una oficina debidamente acreditada en su red de oficinas de examen y siguiendo
su protocolo de examen para la especie.

Para conseguir la proteccion comunitaria de una variedad, el procedimiento
se inicia presentando una solicitud a la OCW, que estudia la solicitud; sequida-
mente se realiza un Unico examen técnico (comprobacion DHE); finalmente si se
cumple todo lo exigido en la legislacion, la OCW otorga un titulo de proteccion
comunitaria con efectos uniformes en todo el territorio de los Estados Miembros
de la UE.

La solicitud de proteccidon comunitaria se presenta en la OCVV directamente
enviandola por correo. También es posible presentarla en las oficinas nacionales de
proteccion de los Estados Miembros de la UE. La solicitud y todo el procedimiento
se puede hacer en cualquiera de las 23 lenguas oficiales de la UE. Todos los formu-
larios que hay que cumplimentar para presentar la solicitud estan disponibles y se
pueden descargar en la pagina web de la Oficina: www.cpvo.europa.eu.

También es posible ahora presentar la solicitud de proteccion utilizando un sis-
tema informatico en linea en la pagina web de la OCVV, posibilidad que ya esta
disponible para variedades de las especies mas importantes.

En la documentacion de solicitud hay que presentar una propuesta de deno-
minacion para la variedad. Hay que abonar la tasa correspondiente a la solicitud.

La Oficina estudia toda la documentacion enviada y comprueba que se cumplen
los requisitos fijados por el Reglamento. En esta fase del procedimiento son: de-
recho del solicitante a presentar la solicitud, novedad de la variedad, abono de
tasa, etc. Si es preciso subsanar o completar la solicitud se requiere al solicitante
para que lo haga. Si todo esta conforme la Oficina asigna una fecha a la solicitud
y publica los datos de la solicitud en el Boletin Oficial de la OCVV, publicacion
bimensual disponible ya solo en forma electronica en linea en la pagina web antes
citada. Se publica en las 23 lenguas oficiales de la UE. Este Boletin Oficial incluye:

® Solicitudes validas recibidas.

® Denominaciones varietales propuestas.

® Solicitudes retiradas.

® Decisiones de la OCWV.

® Cambios de solicitante, de titular del derecho, representantes.

® Variedades que han dejado de estar protegidas.

e |icencias obligatorias de explotacion (hasta ahora no se publico ninguna).
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Licencias contractuales de explotacion.

Recursos interpuestos.

Fe de erratas.

Informacion sobre la base de datos de clientes de la Oficina.

Otras informaciones (pignoraciones, ejecucion forzosa, confiscaciones).
Informacion general: Tasas, Excepcidn del agricultor, decisiones del Consejo
de Administracion de la Oficina, Nuevos Protocolos Técnicos de examen DHE,
Oficinas nacionales de examen, etc.

Se publica también el Boletin S2 con la lista de las fechas limite para presentar
solicitudes para las diferentes especies al objeto de que sean incluidas en la pro-
xima campafa de examenes DHE. Se incluye también para cada especie el material
vegetal que ha de facilitar el solicitante para incluir la variedad en los examenes
técnicos DHE y la oficina de examen en la que hay que suministralo.

Abonada la tasa de examen y facilitado el material vegetal necesario se incluye
la variedad en el examen técnico DHE.

La OCW administra y gestiona directamente todo el sistema comunitario de
proteccion. Para un trabajo muy importante e imprescindible en el proceso de con-
cesion de la proteccion, como es el examen técnico DHE de las variedades o ensayo
de identificacion, la OCVV utiliza una red de Oficinas de Examen situadas, en su
mayoria, en los Estados Miembros de la UE.

Los examenes DHE en el sistema comunitario de la OCVV: El Reglamento
que creo el sistema comunitario de proteccion, permitia que se utilizaran para
hacer los examenes DHE instituciones especializadas (oficinas de examen) existen-
tes en los Estados Miembros o bien que la OCVV organizara para hacerlos sus pro-
pias oficinas de examen integradas en la propia estructura. Desde el principio en
1994-95 se tomo6 una muy acertada decision: utilizar los medios ya disponibles en
los Estados Miembros.

La experiencia de casi 20 afos de funcionamiento del sistema ha confirmado
el acierto de aquella decision inicial. Y podemos destacar algunos aspectos:

a.-La utilizacion de las instituciones de examen DHE inicialmente existentes,
facilitd mucho la aceptacion del sistema comunitario por los Estados Miembros,
pues vieron que el personal e instalaciones altamente especializado de que dispo-
nian entonces, tendria una continuidad de carga de trabajo. Se aseguraba una via
de financiacion de esas instituciones nacionales ya que la OCVV abonaria a las ofi-
cinas de examen los trabajos de comprobacion de la DHE. Esta politica evito tener
que pasar por dificiles situaciones por posibles desmantelamientos de organismos
existentes que habrian quedado sin trabajo al trasvasarse muchas solicitudes de
las protecciones nacionales al nuevo sistema comunitario. A la vez se aprovecho
la experiencia y medios humanos y materiales especializados existentes e inme-
diatamente disponibles.
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b.-La OCWV con la colaboracion de los Estados Miembros logro repartir el tra-
bajo de los ensayos DHE entre las oficinas de examen existentes que ofrecieron
sus servicios. Se consiguié una especializacion de los diferentes centros aprove-
chando sus medios, experiencia y localizacion geografica. Se establecié rapida-
mente una red de Oficinas de Examen que lograron cubrir suficientemente las
necesidades de examenes DHE para la OCVV. Con ocasion del acceso de nuevos
Estados a la UE se ha ido ampliando la red de oficinas de examen.

c.-Teniendo en cuenta la trascendencia de los resultados de los examenes DHE
en un sistema de proteccion, la OCVV ha desarrollado una metodologia para ase-
gurar lo mas posible la excelencia y sequridad de los resultados. Y todo a costes
aceptables por el sistema.

Para lograr los objetivos deseados la OCVV ha desarrollado las siguientes lineas:

i.-Protocolos Técnicos para ejecutar los exdmenes DHE en las diferentes es-
pecies. En ellos se establece y detalla: el disefio del ensayo, material vegetal a uti-
lizar, lista de caracteres a observar y a describir, modo y método de realizar las
observaciones, colecciones de referencia a utilizar, criterios para efectuar la com-
probacién de la DHE.

ii.—Condiciones que deben reunir las Oficinas de Examen para ser admitidas
en la red de la OCVV. Medios humanos y materiales. Experiencia contrastada. In-
dependencia de su personal.

iii.-Sistema armonizado de calculo de costes de los examenes DHE. Aspecto
muy importante ya que la OCVV abona a las Oficinas de examen los gastos de re-
alizacién de los ensayos. Costes a tener en cuenta en la preparacion del Presu-
puesto anual de la Oficina y en el calculo de las tasas a pagar por los usuarios del
sistema comunitario. Aproximadamente el 50% del presupuesto anual de la OCVWW
se destina a pagar los ensayos DHE a las Oficinas de examen.

iv.-Sistema de acreditacion para las Oficinas de examen que incluye una au-
ditoria de calidad. La acreditacion se inicia con un exhaustivo examen de las ofici-
nas de examen candidatas a ser admitidas en el sistema. Una vez admitidas a
trabajar en la red de la OCVV han de pasar periddicas auditorias de calidad y tam-
bién en caso de surgir algun problema.

La red de Oficinas de Examen que actualmente colaboran con la OCW cubre
las necesidades de examenes DHE precisos para el funcionamiento el sistema co-
munitario que recibio en 2013 un total de 3.297 solicitudes de proteccion. La casi
totalidad de las oficinas de examen acreditadas estan situadas en el territorio de
los Estados Miembros de la UE. Sélo para reducido numero de especies se ha re-
currido a realizar los examenes fuera de la UE, pero siguiendo las mismas exigen-
cias de admision y en oficinas de examen sometidas al mismo control.
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Las exigencias y obligaciones que han de cumplir las Oficinas de Examen para
trabajar en el sistema de la OCWV pueden verse en su pagina web (www.cpvo.eu)
en la parte que facilita detalles del examen DHE. Ver el documento denominado
requisitos para acreditacion (Entrustment requirement). Ademas se pude consultar
la lista de Oficinas de Examen acreditadas para cada especie.

Finalizado el examen DHE, si se ha confirmado que la variedad es distinta, ho-
mogénea y estable, se han cumplido todas las otras exigencias del reglamento (de-
nominacion adecuada, novedad, pago de tasas), la OCVV estudia todo el expediente
y decide la concesion del titulo comunitario. Las decisiones de la OCW son recu-
rribles ante la Sala de Recursos.

Se publica en el Boletin de la OCVWV la concesién de la proteccion y concluye el
expediente. La variedad sigue protegida sus 25 o 30 afios, segun especies, salvo
que surja algun problema. Transcurrido este plazo la proteccion finaliza.

Vistos los casi 20 afios (1995-2014) de funcionamiento del sistema comunitario
de proteccion de obtenciones vegetales puede concluirse que ha sido aceptado por
los diferentes sectores privados con intereses en la agricultura, las autoridades de
los Estados Miembros de la UE y las instituciones comunitarias.

El sistema proporciona una proteccidn eficiente, por supuesto mejorable espe-
cialmente en el aspecto de aplicacién y ejercicio del derecho. La OCVV trabaja en
todas las lenguas oficiales de la UE lo que facilita mucho el acceso a los ciudadanos
de toda la UE. El coste de operacidn del sistema es asumible para los utilizadores
que lo financian mediante las tasas. El sistema es eficiente y orientado a dar ser-
vicio a sus clientes.

8.4.3. Enlaces y sitios web (consultados 03.2014)
Ministerio AGRICULTURA ALIMENTACION Y MEDIO AMBIENTE - ESPANA

Legislacion espafiola:
http://www.magrama.gob.es/es/agricultura/legislacion/Legislacion-nacional-semillas.aspx

Legislacion Comunitaria:
http://www.magrama.gob.es/es/agricultura/legislacion/Legislacion-comunitaria-semillas.aspx

UNION EUROPEA (en inglés)
Comision Europea:

Plantas: Semillas y material vegetal (Seed & propagation material)

Proteccion variedades vegetales (Plant property rights):
http://ec.europa.eu/food/plant/index_en.htm

Semillas y material de propagacion: Normas de la Unién Europea:
http://ec.europa.eu/food/plant/plant_propagation_material/index_en.htm

Catalogos de Variedades de plantas y bases de datos:
http://ec.europa.eu/food/plant/plant_propagation_material/plant_variety_catalogues_databases/
index_en.htm
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Catalogos comunitarios: Especies de plantas agricolas (gran cultivo):
http://ec.europa.eu/food/plant/propagation/catalogues/database/public/index.cfm?event=Search
Formé&cat=A

Catalogos comunitarios de especies horticolas:
http://ec.europa.eu/food/plant/propagation/catalogues/database/public/index.cfm?event=Search
Formétcat=H

Oficina Comunitaria Variedades Vegetales (OCVV o CPVO):

http://www.cpvo.fr/main/es/
Disponible en 22 idiomas oficiales de la Unidn Europea. Hay algunas partes que estan solo en inglés.

Legislacion Proteccion Obtenciones Vegetales de la U.E. vigente: En todas las lenguas oficiales.
http://www.cpvo.fr/main/es/pagina-de-inicio/derechos-de-obtencion/legislacion-vigente
Formularios para tramites ante la OCVV en linea: En todas las lenguas oficiales.
ttp://www.cpvo.fr/main/es/pagina-de-inicio/presentacion-de-solicitud/formularios-en-linea
Examen técnico DHE. Protocolos de examen:
http://www.cpvo.fr/main/es/pagina-de-inicio/examenes-tecnicos/protocolos-tecnicos

Oficinas de Examen acreditadas para hacer examen DHE para la OCWV:

http://www.cpvo.fr/main/es/pagina-de-inicio/examenes-tecnicos/lista-de-oficinas-de-examen-

acreditadas-s3

Tasas de la OCWV:

http://www.cpvo.fr/main/es/pagina-de-inicio/pago/tasas-aplicables

Solicitudes recibidas y Derechos en vigor (bases de datos disponibles en linea):

http://www.cpvo.fr/main/es/pagina-de-inicio/bases-de-datos/solicitudes-y-derechos-concedidos

Buscador de variedades (Variety Finder) de la OCVW-acceso libre:

http://www.cpvo.fr/main/es/pagina-de-inicio/bases-de-datos/cpvo-variety-finder

Base de datos sobre Jurisprudencia en materias de POV:

http://cpvoextranet.cpvo.europa.eu/WD170AWP/WD170AWP.exe/CONNECT/PVRCaseLaw
UPOV: UNION INTERNACIONAL PARA LA PROTECCION DE LAS OBTENCIONES VEGETALES

Portal UPQV (Disponible en Espafiol-Ingles-Francés-Aleman).
http://www.upov.int/portal/index.html.es

Textos legales: Convenio UPQV:
http://www.upov.int/upovlex/es/upov_convention.html

Legislaciones nacionales de Proteccion de los Estados Miembros de UPQV:
http://www.upov.int/upovlex/es/

Informacion sobre el sistema UPOV de Examen DHE:
http://www.upov.int/resource/es/dus_guidance.html

Directrices para el examen DHE:
http://www.upov.int/test_guidelines/es/

Lista de las 297 Directrices de examen disponibles (25.03.2014):
http://www.upov.int/test_guidelines/es/list.jsp












