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Resumen: En el Laboratorio de Genémica y Biotecnologia de Fresa del centro IFAPA Malaga trabajamos en la
identificaciéon de marcadores moleculares (variaciones en el ADN) asociados a determinados rasgos en la planta de
fresa. Nos interesan especialmente aquellos relacionados con la calidad del fruto y con el rendimiento agronémico.
Estos marcadores son la base para desarrollar test genéticos que ayudan a los obtentores de nuevas variedades a
seleccionar, de forma temprana y precisa, las caracteristicas mas deseables.

Ademads de su utilidad practica, la identificacién de estos marcadores moleculares proporciona informacién clave para
comprender la base genética y molecular que subyace a la variabilidad de los caracteres estudiados. Como ejemplo, en
este articulo presentamos la identificacién de un marcador asociado al contenido de carotenoides en el fruto de la
fresa. Estos compuestos, ademés de su conocido efecto antioxidante, son importantes para la salud porque algunos
actian como precursores de la vitamina A (como el 8-caroteno y la a-criptoxantina) y otros, como la luteina y la
zeaxantina, contribuyen a proteger la visién al formar parte de los pigmentos de la macula ocular.

El test que hemos desarrollado representa una herramienta de gran interés para la seleccién de variedades de fresa
mas saludables y completas desde el punto de vista nutricional.

Abstract: At the Genomics and Strawberry Biotechnology Laboratory at the IFAPA Mdlaga center, we work
on identifying molecular markers (DNA wvariations) associated with specific traits in the strawberry plant. We are
particularly interested in those related to fruit quality and agronomic performance. These markers form the basis for
developing genetic tests that help breeders of new varieties select the most desirable traits early and accurately.
Beyond their practical value, identifying these molecular markers provides key insights into the genetic and molecular
foundations underlying the variability of the traits studied. As an example, in this article we present the identification
of a marker associated with carotenoid content in strawberry fruit. These compounds, in addition to their well-known
antioxidant activity, are important for human health because some act as precursors of vitamin A (such as B-carotene
and a-cryptozanthin) while others, such as lutein and zeaxanthin, help protect vision as components of the macular
pigments in the eye.

The test we have developed represents a valuable tool for selecting strawberry varieties that are healthier and more
nutritionally complete.

En la provincia de Huelva, Espana, la fresa (Fra-
garia x ananassa) representa un cultivo de gran rele-
vancia econémica, concentrando aproximadamente el
90 % de la produccién nacional y abasteciendo casi
en exclusiva a la Unién Europea durante los primeros
meses del afio. La importancia de este cultivo para la
regién impulsé el desarrollo de numerosos programas
de mejora genética orientados a obtener variedades
adaptadas a las condiciones locales y capaces de satis-
facer las expectativas del consumidor europeo. Estos
programas se centran en la seleccién de rasgos clave,
como la precocidad, la productividad, la resistencia
a enfermedades y diversos atributos relacionados con
la calidad del fruto, tales como el color, el tamano,
el sabor y la firmeza. Conocer cuantos genes influyen
en un determinado rasgo, qué efecto tiene cada uno

y donde se encuentran exactamente en el genoma
permite desarrollar test genéticos capaces de prede-
cir si una planta posee ese rasgo de interés. Cuando
estos test se incorporan a los programas de mejora
—una estrategia conocida como seleccién asistida por
marcadores o0 MAS (por sus siglas en inglés, Marker
Assisted Selection)— es posible reducir costes y ace-
lerar el proceso de seleccion, ya que las decisiones
se basan directamente en el genotipo. A diferencia
de la evaluacién del fenotipo, que requiere esperar a
que las plantas crezcan y puede verse afectada por
el ambiente, estos test genéticos pueden realizarse
en plantulas muy jévenes y ofrecen resultados méas
rapidos, fiables y consistentes.

El color de los frutos contribuye a su valor estético
y nutricional. Este cardcter depende de la concentra-
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cién y los pigmentos especificos que contengan, ma-
yoritariamente antocianinas y carotenoides. Mientras
las antocianinas son responsables del caracteristico
color rojo intenso de las fresas maduras, los carotenoi-
des confieren tonalidades que van desde el amarillo
hasta el rojo anaranjado. En el caso de las fresas, los
carotenoides estan presentes en menor medida y han
sido menos estudiados que las antocianinas.

En la naturaleza existen fresas que presentan
distintos grados de tonalidad amarilla, un rasgo es-
pecialmente evidente en aquellas que no producen
antocianinas. Para entender qué determina esta varia-
cién en el color, se realizé un andlisis de QTLs (una
técnica que permite relacionar un rasgo observable
con regiones concretas del genoma) y asi identifi-
car qué zonas del ADN estan detras de la tonalidad
amarilla. Para el estudio se utiliz6 una poblacién
de plantas que diferia claramente en este caracter,
generada a partir del cruce entre un parental de fruto
blanco y otro de fruto amarillo. El anélisis identificd
una regién del cromosoma 4B que explicaba el 82 %
de la variacién en el color blanco/amarillo de la pulpa.
Esta regién contenia 241 genes predichos, entre los
cuales destacaba uno que codifica la enzima CCD4
(Carotenoid Cleavage Dioxygenase 4). Las enzimas
CCD4 participan en la transformacién de carotenoi-
des en apocarotenoides, compuestos normalmente
incoloros. Por ello, variaciones en la actividad de esta
enzima podrian ser responsables de las diferencias
observadas en la coloracién del fruto. Al estudiar la
expresion del gen CCD/(4B) en fresa, observamos
que en las ultimas fases de maduracién del fruto sus
niveles aumentaban de forma muy pronunciada, pero
unicamente en las fresas de pulpa blanca. Este incre-
mento iba acompanado de una reducciéon notable en
la cantidad de carotenoides: los frutos blancos tenian
entre 3 y 4 veces menos que los frutos amarillos. La
prueba definitiva de que CCD4(4B) era la responsa-
ble de estas diferencias en la tonalidad llegd con los
experimentos de expresion transitoria. En ellos, se
aumento artificialmente la produccion de CCD4(4B)
en frutos de una variedad que normalmente presen-
ta altos niveles de carotenoides. Como resultado, la
cantidad de estos compuestos se redujo en un 51 %,
confirmando el papel crucial de esta enzima en la
regulacién de la acumulacion de carotenoides en el
fruto.

La secuencia del gen CCD/(4B) también muestra
diferencias entre las fresas de pulpa blanca y amarilla.
Se identificaron numerosos SNPs (polimorfismos de
un solo nucledtido), que permitieron desarrollar un
test de HRM (High Resolution Melting), un tipo de
PCR capaz de distinguir cada variante del gen. Con
este test se evalud una coleccién diversa de unas 150
accesiones de fresa, incluyendo variedades silvestres

y comerciales del Banco de Germoplasma del IFAPA.
El andlisis de los niveles de carotenoides en estos
frutos confirmé la relacién entre los distintos alelos y
la concentracién de carotenoides, demostrando que
el test puede predecir con fiabilidad este rasgo. Es-
ta herramienta resulta muy util para programas de
mejora que busquen aumentar el valor nutricional de
las fresas.

Sobre el autor

Cristina Castillejo en una investigadora contratada
en Instituto Andaluz de Investigaciéon y Formacién
Agraria y Pesquera (IFAPA)-Centro de Malaga. Se
doctor6 en Biologia por la Universidad de Maélaga
en 2003. Tras pasar por el IBMB-CSIC/CRAG (Cen-
tro de Investigacion en Agrigenémica) en Barcelona
y la Universidad de California San Diego (UCSD)
volvié a Malaga, donde se unié en 2017 a su actual
grupo de investigacion en Gendémica y Biotecnologia
de Fresas en el IFAPA encabezado por los IPs José
F. Sanchez-Sevilla e Iraida Amaya Saavedra, actual-
mente en el Instituto de Hortofruticultura Tropical y
Mediterrdnea (IHSM) “La Mayora”.

Este trabajo ha sido financiado por los proyectos
del Plan Nacional: “Generacion de herramientas mole-
culares para una mejora eficiente de fresas mas sabro-
sas y saludables (StrawMAS)” PID2019-111496RR-
100 / MCIN / AEI /10.13039/501100011033 / FE-
DER, UE y “Explotacion de la variacion natural de la
fresa para mejorar la calidad del fruto y la eficiencia
en el uso del agua (ENVBerry)” PID2022-1382900R-
100 / MCIN / AEI /10.13039/501100011033 / FE-
DER, UE. IP: Iraida Amaya Saavedra



(;’;’%f) VOL.XVII...No.192 ENCUENTROS EN LA BIOLOGIA 15

A' POBLACION DE MAPEO
e B R -
F10 e
"ORQOeROYOD
rO@gOOeesoe o
w‘. GI.Q‘OG Mapeo de QTLs l
“DPOUeROBOCS —
e Ie Y Jelel 7
“QOPoLCewVe 2
L)
"ORCcoVORoVD g
“LopobooPeD g
~QRedpodr P o8
"godevo =
B. C.
TOTAL
§ 15 { B-caroteno
- B-criptoxantina
é g i a-criptoxantina
gg Zeaxantina
;E Luteina
£80s NI-2
OLineas con pulpa
§ Neoxantina blanca
Violaxantina @Lineas con pulpa
00t 2 —a E T E ; ; N1 B amarilla
EEEEEEEEE 00 50 100 150
(';ld:;.@ o ¢eoo ' Concen‘tracién de caro;enoides '
(pg/ g de peso seco)
D. TEST DE HRM PARA PREDECIR NIVELES DE CAROTENOIDES
5000 . ;
B c/cpulpa amarilla
B 7/7 pulpa blanca
4000 | Oc/reupablanca |
i 3000
2
£
T 200
1000
°

[ 70 75 [ 8 % o5
Temperatura (°C)

Figura 1. A. Mapeo del QTLs para color de fruto/contenido en carotenoides. En el intervalo del cromosoma 4B definido por el
QTL se encuentra el gen CCD/. B. Cuantificacién por qPCR de la expresién del gen de fresa CCD4(4B) en lineas con frutos
blancos y amarillos. C. Cuantificacién por HPLC de carotenoides en lineas con frutos blancos y amarillos. D. Gréfico obtenido
tras realizar el test de HRM en los individuos de la poblacion de mapeo.



	Editorial
	Reflexiones sobre los Sistemas Actuales de Inteligencia Artificial
	La investigación sobre el origen de la vida y su búsqueda fuera de la Tierra
	Marcadores Moleculares: Impulsando la Mejora de Variedades de Fresa y Descifrando las Claves Genéticas de su Diversidad
	La evaluación científica basada en indicadores bibliométricos: creencias y certezas, mitos y realidades, luces y sombras
	Gránulos de estrés: posibles dianas biotecnológicas contra el cambio climático
	Biología química para mejorar la tolerancia de las plantas a la sequía
	El balance de sodio y potasio en plantas: la dosis hace el veneno
	Origen y evolución de la señalización por giberelinas en plantas
	De señales pequeñas a grandes cambios: el papel crucial de un pequeño péptido señal en la respuesta vegetal a volátiles microbianos

