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1. INTRODUCCION

El cerezo es uno de los frutales de hueso més representativos de Extremadura. Su
cultivo se localiza principalmente en el Valle del Jerte, donde se ha caracterizado por ser
un cultivo tradicional. Fue introducido por los arabes y, tras la Reconquista, los nuevos co-
lonos lo encontraron perfectamente adaptado a estas tierras. Pero no es hasta el siglo X1V
cuando se encuentran las primeras pruebas fehacientes de su presencia en el Valle del
Jerte. En las primeras décadas del siglo XIX los cronistas de la época indican que lo mejor
de la zona “son las cerezas que son muy estimadas en la Corte...”. Ademas, hay que des-
tacar también el valor social y estratégico del cultivo para el Valle del Jerte, donde repre-
senta la principal fuente de ingresos.

En la provincia de Caceres, el Valle del Jerte y otras zonas de montafia dedican
cerca de 7.442 ha al cultivo del cerezo, con una produccion que puede alcanzar los 24,8
millones de kg. La produccidn de cerezas en el Valle del Jerte se orienta hacia variedades
dulces para consumo en fresco. La pequefia cantidad destinada a la industria se utiliza
para la elaboracidn de aguardientes, licor y mermelada de cereza, o se exporta para hacer
bombones.

La produccion de cerezas de Extremadura supone el 30% de la produccidn nacio-
nal, y el 99% de esta produccion se localiza en la provincia de Céceres (figura 1). Detras
de Extremadura estd Aragon, con un 26% de la produccion nacional, lo que supone que
mas de la mitad de la produccidn nacional se concentra en estas dos comunidades auto-
nomas. Otras comunidades autonomas importantes son Andalucia, Catalufia, Castilla y
Ledn, Galicia y la Comunidad Valenciana (MARM, 2007).
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La importancia econdmica de este cultivo a nivel nacional se encuentra por encima
de los 100 millones de euros, alcanzando su maximo en el afio 2004 con 195 millones de
euros (MARM, 2007). A nivel mundial, los principales productores de cerezas son: la
Unién Europea, Estados Unidos, Turquia e Iran.

FIGURA 1: Plantacion de cerezos en el término municipal de Barrado (Caceres)

2. CARACTERISTICAS DE CALIDAD DE LAS CEREZAS
TIPO “PICOTAS”

Para proteger la calidad de las cerezas tipo “Picotas”, el 1 de febrero de 1997 se creo
el Reglamento de la Denominacion de Origen “Cereza del Jerte” que actualmente esta ra-
tificado por la Orden APA/148/2003 del 17 de enero. La zona de produccién de las cere-
zas amparadas por la Denominacion de Origen Protegida “Cereza del Jerte” esta constituida
por los 26 términos municipales de la provincia de Caceres que se relacionan a continua-
cion: Aldeanueva de La Vera, Arroyomolinos de La Vera, Barrado, Cabezabellosa, Cabe-
zuela del Valle, Cabrero, Casas del Castaiiar, Casas del Monte, Cuacos de Yuste, El Tomo,
Garganta la Olla, Gargantilla, Gargiiera, Guijo de Santa Barbara, Hervas, Jaraiz de La Vera,
Jarilla, Jerte, Navaconcejo, Pasaron de La Vera, Piornal, Rebollar, Segura de Toro, Torna-
vacas, Torremenga y Valdastillas. Dentro de las superficies inscritas en la DOP, la mayor
parte se encuentra en la zona del Jerte con un 72%; le sigue la zona de la Vera con un 21%
y, por ultimo, la zona del Ambroz con 7% (Reglamento DOP “Cerezas del Jerte”).

Las variedades de cerezas amparadas por la Denominacion de Origen Protegida
perteneceran a los tipos variedades siguientes:

a) Picotas: Ambrunés, Pico Negro, Pico Colorado y Pico Limon Negro.

b) Con pedunculo: Navalinda.

En cuanto a las variedades incluidas en la DOP, la variedad ‘Ambrunés’ tiene un
total de 130.575 arboles, con una producciéon de 4.091.130 kg, la mayoria clasificadas
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dentro de la categoria Extra. ‘Pico Colorado’ con un total de 26.200 arboles y con una
produccion de 466.934 kg, siendo en su mayoria de la categoria Primera. La variedad
‘Pico Negro’ con un total de 37.269 arboles y una produccion de 319.065 kg siendo en su
mayoria de categoria Primera. La variedad ‘Pico Limon Negro’ con 3.943 arboles y con
una produccién de 95.577 kg en su mayoria de categoria Primera (Reglamento DOP “Ce-
rezas del Jerte”). Por ultimo, la variedad ‘Navalinda’ con un total de 35.926 arboles y una
produccion de 216.497 kg en su mayoria perteneciente a la categoria Primera.

Respecto a sus caracteristicas de calidad, se puede decir que la variedad ‘ Ambrunés’
se caracteriza por tener un color de la epidermis rojo-vinoso o purpura (figura 2), gran fir-
meza de la pulpa, crujiente, dulce y con abundante jugo. Mientras que, las variedades ‘Pico
Negro’y ‘Pico Limén Negro’ presentan un color de la epidermis purpura-negro (figura 2),
gran firmeza de la pulpa y sobre todo se caracterizan por tener una gran astringencia de-
bido a que estas variedades presentan un alto contenido en compuestos fendlicos. Ademas,
dentro del grupo de las “Picotas”, la variedad ‘Pico Colorado’ se caracteriza por presentan
un color rojo-anaranjado tipico de esta variedad y que la hace facilmente reconocible (fi-
gura 2). La variedad ‘Pico Colorado’, dentro de las “Picotas”, es la mas que presenta un
sabor mas dulce, debido a que probablemente a que al ser la mas tardia hace que se sinte-
tice mayor contenido de azucares. Por tltimo, la variedad ‘Navalinda’ es la variedad mas
temprana amparada bajo la DOP “Cereza del Jerte”. Esta variedad posee un color rojo vi-
noso y unas caracteristicas organolépticas buenas.

FIGURA 2: Variedad de cereza ‘Ambrunés’ (A), ‘Pico Negro’ (B) y ‘Pico
Colorado’ (C)

El Reglamento contempla que las cerezas tendran que reunir una serie de caracte-
risticas minimas, deben estar enteras, sanas, limpias y con aspecto fresco, practicamente
exentas de materias extrafias visibles, exentas de olores o sabores extrafios y humedad ex-
terior anormal. Se excluirdn los productos atacados de podredumbre o de alteraciones que
los hagan impropios para el consumo. Los frutos tendran que recolectarse de forma tra-
dicional, es decir, a mano, con el fin de evitar dafios. Presentaran un desarrollo apropiado
a su calidad y su estado, en especial el grado de maduracidn, que permita soportar el trans-
porte y acondicionamiento para asegurar su llegada a destino en condiciones satisfacto-
rias. Las cerezas de calibre igual o superior a 21 milimetros y que retinan las caracteristicas
de la categoria extra, definidas en el Reglamento (CEE) numero 899/87 de la Comision,
de 30 de marzo de 1987, por el que se fijan las normas de calidad para las cerezas, podran
ser amparadas por la Denominacidn de Origen Protegida.

Las “Picotas” a nivel nacional son muy apreciadas por los consumidores, debido a
que tienen una textura inconfundible, que proporciona un crujir tnico en la boca. Ademas,
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se diferencian del resto de variedades por tener un equilibrio azicares/acidez muy bueno
proporcionando un sabor Unico. Estas caracteristicas han hecho que en muchas zonas en
las que no se pueden producir cerezas “Picotas” utilicen técnicas fraudulentas, que con-
sisten en desrabar cerezas con pedunculo, y venderlas como cerezas tipo “Picotas”. Entre
las cerezas con pedunculo que se suelen utilizar para desrabar, una de mas usadas es la va-
riedad ‘Sweetheart’. Esta variedad se caracteriza por tener la misma fecha de maduracion
que las variedades “Picotas” y ademas presentar un color de la epidermis muy parecido.
Todas estas caracteristicas hacen que sea una variedad iddnea para el desrabe. Ademas,
otro problema asociado al desrabe es la pérdida de calidad del fruto, debido a que en la
insercidon del pedunculo al fruto se produce una abertura que hace que estas cerezas se
deterioren antes, mientras que en las variedades “Picotas” esta abertura cicatriza y por
tanto, no se produce ninguin deterioro.

En este contexto, son pocos los métodos que van a permitir diferenciar de forma rapida
este posible fraude. Las medidas del tamafio de fruto, color de piel y, sobre todo, el sabor y
textura caracteristico de las cerezas tipo “Picotas”, son técnicas usadas para clasificar por ca-
lidad, pero son medidas poco precisas, muy subjetivas y por tanto, poco fiables para detectar
frutos desrabados. Al Consejo Regulador de la Denominacidn de Origen Protegida le interesa
buscar técnicas novedosas que permitan detectar esta practica fraudulenta de forma rapida, bus-
cando siempre poder ofrecer cerezas del Jerte de elevada calidad. En base a esto, es importante
introducir nuevos métodos de control rapidos y exhaustivos que permitan detectar la venta de
frutos de otras variedades, no amparados por la DOP, como cerezas del Jerte.

3.  CARACTERIZACION DE VARIEDADES DE CEREZA
TIPO “PICOTAS”

En el presente trabajo se han utilizado diferentes técnicas analiticas que han permi-
tido, de una manera objetiva, diferenciar variedades de cerezas a partir de los frutos se-
leccionados de las variedades tipo “Picotas”: “Ambrunés”, “Pico Negro”y “Pico
Colorado”, asi como de la variedad “Sweetheart”.

3.1. Técnicas de analisis de perfiles de proteinas

Las proteinas se caracterizan por ser unos productos directos de la traduccion y
transcripcion de los genes, lo cual las convierte en unos elementos ideales para la identi-
ficacion de variedades dentro del reino de las plantas. Existen varios métodos analiticos
para el estudio de los perfiles proteicos, pero hoy en dia los mas empleados para encon-
trar diferencias entre vegetales son los métodos electroforéticos, y dentro de estos, pode-
mos encontrar los basados en geles de poliacrilamidada o en capilares de silice.
Relacionados con la electroforesis en gel, existen dos tipos; las no desnaturalizantes, donde
la separacion de las proteinas se produce en base a su carga y tamafio o configuracion
molecular, o bien por su punto isoeléctrico. El otro tipo es la desnaturalizante en donde la
separacion es exclusivamente en base al tamafio de las subunidades.
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En cuanto a las electroforesis en geles desnaturalizantes hablaremos de la SDS-
PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sodico). La SDS-PAGE
es una técnica ampliamente utilizada para el estudio de perfiles proteicos, mostrandose
como una herramienta util para la discriminacidn entre variedades de cultivos como avena
y otros cereales (Becerra y Paredes, 2000; Cooke, 1992), asi como la caracterizacion de
variedades de Capsicum annuum (Luchese et al., 1999; Anu y Peter, 2003).

Por su parte, el uso de la electroforesis capilar en zona (ECZ) presenta claras venta-
jas con respecto a la técnica en gel como son su capacidad de analisis rapido, su elevada efi-
ciencia y resolucion en los perfiles proteicos obtenidos (Manabe, 1999). En particular, en la
ECZ se separan especies idnicas, inyectandolas en un capilar relleno de un tampon en base
a la diferencia en la movilidad electroforética o a la densidad de la carga. Esta técnica ha sido
aplicada con éxito para la resolucion de mezclas complejas de proteinas como la diferencia-
cion especifica del género Vicia (Piergiovanni y Taranto; 2005). Ademas, proteinas de dife-
rentes fracciones de cereales han sido separadas, obteniendo diferentes perfiles proteicos en
las fracciones de prolaminas, glutelinas y gliadinas para distintos genotipos de cereales (Yan
et al., 1999; Bean et al., 2.000). También para la caracterizacién de pimentones, la ECZ ha
resultado adecuada para la deteccion de bajos porcentajes de mezcla entre variedades reco-
nocidas y no reconocidas por la DOP “Pimenton de la Vera” (Hernandez et al., 2006).

Se ensay0 la extraccion de las diferentes fracciones proteicas con diferentes disol-
ventes como: agua desionizada, acetona, cloroformo, metanol y detergente Triton X-114
obteniéndose distintas resoluciones en la electroforesis capilar (Serradilla et al., 2008a).
Se comprobd que con los extractos obtenidos con acetona, precipitado del metanol y clo-
roformo se obtenian pocos picos, mientras que en el resto de extractos se observan un
mayor numero de picos (figura 3).

FIGURA 3: Electroferogramas segun protocolo de extraccion: A: Extraccion con
acetona; B: Extraccion con cloroformo; C: Extraccion con agua; D: Extraccion
con Triton X-114; E: Precipitado de Extraccion con metanol; F: Extraccion con
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No obstante, el mejor resultado se obtuvo con las proteinas solubles en metanol vy,
dentro de éstas, el sobrenadante evaporado con nitrégeno fue el que dio el mejor resultado,
concretamente por su menor tiempo de carrera y un mayor nimero de picos (figura 3). Esta
misma fraccidon permitié la identificacidon de mezclas fraudulentas de pimentones a nive-
les inferiores al 20% en todas las mezclas realizadas, llegando a niveles de deteccion del
5% para mezclas de pimentones elaborados con la variedad reconocida Bola y con varie-
dades no reconocidas por la DOP “Pimentén de la Vera”, 7 fue la que dio mejores resul-
tados en el analisis de perfiles proteicos de pimientos deshidratados (Hernandez et al.,
2006).

Los electroferogramas obtenidos bajo las condiciones optimizadas para cada una de
las variedades de cerezas estudiadas se resolvieron en 19 picos, encontrandose diferencias
cualitativas y cuantitativas al comparar entre si las muestras analizadas (figura 4). Asi, las
variedades tipo “Picotas” presentan los picos 1 y 2 que no pudieron ser detectados en la
variedad ‘Sweetheart’, mientras que también se pudo diferenciar entre las dos variedades
de “Picotas”, presentando la variedad ‘Pico Negro’ los picos 3 y 4 que no aparecen en la
variedad ‘Ambrunés’(figura 4).

Estos resultados muestran como, usando el protocolo de extraccion de las protei-
nas solubles en metanol evaporadas con nitrogeno y analizadas mediante electroforesis ca-
pilar en zona, es posible la diferenciacion de las variedades de cerezas estudiadas
(Serradilla et al., 2008b). Por tanto, este método de andlisis mediante electroforesis capi-
lar en zona podria ser utilizado para controlar y detectar las falsificaciones de las cerezas
“Picotas” comercializadas bajo denominacion de origen “Cereza del Jerte”.

FIGURA 4: Electroferogramas de proteinas solubles en metanol de ‘Ambrunés’,
‘Pico Negro’y ‘Sweetheart’
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3.2. Técnicas basadas en el analisis de acidos nucleicos

Los marcadores de ADN son usados para diversos propositos, entre los que se en-
cuentran caracterizar las variedades o cultivares y la discriminacidn de fraudes alimenta-
rios (Woolfe y Primrose, 2004). Los primeros marcadores de ADN usados en las plantas
fueron los denominados polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion o
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) (Beckman y Soller,1983). El des-
arrollo de marcadores basados en la PCR (Polymerase Chain Reaction) ha emergido como
la mejor herramienta para diversos analisis genéticos. Dentro de estos marcadores se in-
cluyen la técnica del ADN polimdrfico amplificado al azar (Random Amplified Polymor-
phic DNA o RAPD). El uso de técnicas RAPD para identificar variedades o caracterizar
la variabilidad genética dentro de un banco de germoplasma del género Prunus han sido
ampliamente usadas (Bardnek et al., 2006 y Cai et al., 2007). Otras técnicas son el empleo
de microsatélites, que son repeticiones de secuencias simple o SSRs (Broun y Tanks-
ley,1996), y que también han sido usados para detectar diferencias genéticas entre espe-
cies del género Prunus (Wiinsch et al., 2002), secuencias entre repeticiones simples-PCR
0 ISSR-PCR (Zietkiewiez et al., 1994) y el analisis de polimorfismo de los fragmentos de
ADN amplificado o AFLP (Amplified Length Polymorphisms) (Vos et al., 1995). Estos
métodos basados en la PCR se caracterizan fundamentalmente por su rapidez y sensibili-
dad para identificar variedades.

En el presente trabajo se ensayaron diferentes técnicas de PCR. Ademas se puso a
punto un protocolo de extraccion de ADN a partir del fruto, cereza, dado que en la mayo-
ria de los trabajos estudiados, la extraccion de ADN se realiza a partir de yemas u hojas
(Wunsch et al., 2002), debido a que la presencia de compuestos fendlicos y azticares difi-
culta la obtencion de un ADN de elevada calidad. Se utilizaron un total de 27 cebadores de
RAPD, muchos de ellos empleados para diferenciar variedades dentro del género Prunus
avium, L. (Cai et al., 2007) y también se emplearon 3 cebadores ISSR. Con la técnica del
RAPD, los mejores resultados se obtuvieron con el cebador OPD11, mientras que con la
de ISSR fue con el cebador GCC4. Ambos cebadores permitieron diferenciar las varieda-
des tipo “Picotas” de la variedad ‘Sweetheart’ (figura 4). El cebador OPD11, nos permitid
distinguir no sélo las variedades “Picotas” de la ‘Sweetheart’, sino que se observaron per-
files de bandas diferentes entre las tres variedades “Picotas” estudiadas (figura 5a). Asi,
con este cebador la variedad ‘Ambrunés’ mostr6 un perfil de bandas con una banda carac-
teristica de aproximadamente 660 pb de peso molecular, que no estuvo presente en las otras
tres variedades (figura 5a). De igual modo, con este mismo cebador para las variedades
‘Pico Negro’ y ‘Pico Colorado’ se generaron perfiles de bandas similares con bandas ca-
racteristicas de aproximadamente 987 pb y 894 pb, respectivamente (Figura 4a). El anali-
sis de los resultados con la técnica ISSR y el cebador GCC4 mostro perfiles de bandas
similares entre las cuatro variedades estudiadas, sin embargo se observaron bandas carac-
teristicas en la variedad ‘Sweetheart’ de las tipo “Picotas”, de aproximadamente 325 pb de
peso molecular que no estuvo presente en las tres tipo “Picotas” ensayadas (figura 5b).

En conclusion se puede afirmar que tanto con el método puesto a punto para el ana-
lisis de perfiles proteicos mediante electroforesis capilar, asi como con las técnicas de
PCR, RAPD y ISSR se han podido caracterizar las variedades de cerezas estudiadas y por
tanto estas técnicas podrian ser utilizadas para controlar y detectar de forma rapida las

127



LA AGRICULTURA Y LA GANADERIA EXTREMENAS EN 2009

falsificaciones de las cerezas “Picotas” comercializadas bajo denominacién de origen “Ce-
reza del Jerte”.

FIGURA 5: Geles de agarosas de los productos de amplificacion obtenidos con los
cebadores OPD 11 (A) y GCC 4 (B) de las variedades Ambrunés (A), Pico Negro
(PN), Pico Colorado (PC) y Sweetheart (SW). En el extremo izquierdo de los geles

aparece el marcador de peso molecular 2,1-0,07 kpb (MVI).
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