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Resumen

El cerezo presenta incompatibilidad polen-pistilo, por lo que es necesario el
uso de arboles polinizadores para obtener cuajado de frutos. Asi, en esta especie, la
autoincompatibilidad resulta en un incremento de los costes y en una produccion
mas erratica y menos uniforme. Estos problemas pueden ser minimizados mediante
el uso de variedades autocompatibles, por lo que la autocompatibilidad es un
objetivo prioritario en la mejora del cerezo. En este trabajo, se ha iniciado la
caracterizacion de la incompatibilidad polen-pistilo en accesiones locales de cerezo
con el fin de identificar nuevas fuentes de autocompatibilidad. Para ello, se ha
determinado el genotipo S mediante la amplificacion por PCR y deteccion mediante
electroforesis capilar de ambos genes del locus S, S-RNasa y SFB, de varias
accesiones locales y se ha fenotipado la autoincompatibilidad en este material
mediante la observacion del crecimiento de los tubos polinicos al microscopio. El
trabajo ha permitido determinar el genotipo S de las variedades analizadas e
identificar variedades locales autocompatibles no descritas previamente.

INTRODUCCION

El cerezo (Prunus avium L.) es una especie autoincompatible (De Nettancourt,
1977). Este mecanismo estd genéticamente controlado por un locus multi-alélico, S, que
codifica dos genes, S-RNasa y SFB que determinan la especificidad alélica de la reaccion
de autoincompatibilidad (Tao e Iezzoni, 2010). En especies autoincompatibles como el
cerezo, es necesario el uso de polinizadores compatibles para obtener un cuajado de
frutos, lo que puede ocasionar problemas de produccién y un aumento en los costes. Estos
problemas pueden ser minimizados mediante el uso de variedades autocompatibles que
permiten establecer plantaciones monovarietales. En cerezo, la mayor parte de las
variedades autocompatibles cultivadas provienen de una tunica variedad, ‘Stella’. El uso
de un unico progenitor autocompatible y un nimero muy limitado de parentales en la
mejora de la especie, ha llevado a que la base genética del cerezo cultivado sea muy
reducida (Dirlewanger et al., 2007). Por tanto la autocompatibilidad floral en cerezo es
uno de los principales objetivos de la mejora del cultivo (Dirlewanger et al., 2007).

En estudios previos realizados en variedades locales de cerezo en Espaia se ha
observado que existe material vegetal genéticamente y morfologicamente bien
diferenciado del material cultivado (Wiinsch y Hormaza, 2004b; Pérez-Sénchez et al.,
2008). Ademas en Espafia se ha descrito y estudiado la autoincompatibilidad en material
vegetal local, habiéndose identificado un cultivar autocompatible, ‘Cristobalina’, que
proviene de Castellon (Herrero, 1964), en el cual se ha observado que la
autocompatibilidad se debe a una mutacion en la funcién del polen y que este caracter no
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esta ligado al locus § (Wiinsch y Hormaza, 2004a; Wiinsch et al., 2010; Cachi y Wiinsch,
2011).

Con el fin de identificar y caracterizar nuevas fuentes de autocompatibilidad que
puedan ser incorporadas en programas de mejora de cerezo, en este trabajo se ha iniciado
la caracterizacion de la autoincompatibilidad en accesiones locales de cerezo de las que
existen indicios de autocompatibilidad (J. Orero; T. Martorell, M. Pons; comunicacién
personal). Para ello, se ha determinado su genotipo S mediante PCR y se ha fenotipado la
autoincompatibilidad mediante la observacién del crecimiento de los tubos polinicos al
microscopio.

MATERIALES Y METODOS

En este trabajo se han analizado siete variedades de cerezo locales (Tabla 1) de las
cuales ‘Cristobalina’ fue incorporada como testigo autocompatible. El analisis del locus S
fue realizado mediante PCR y detecciéon mediante electroforesis capilar (Fig. 1) siguiendo
el protocolo descrito por Cachi y Wiinsch (2009). La separacion de los fragmentos
amplificados fue realizada con el analizador genético ABI PRISM 3130xl (Applied
Biosystems) y analizada con el estandar de tamafio 500-GeneScan LIZ (Applied
Biosystems) y el software PeakScanner V1.0 (Applied Biosystems).

La autocompatibilidad de las variedades analizadas fue determinada mediante la
autopolinizacion en el laboratorio de flores de cada uno de los individuos y la observacién
del crecimiento de los tubos polinicos mediante microscopia (Fig. 2) siguiendo el
protocolo descrito por Hormaza y Herrero (1996). Los pardmetros estudiados para cada
variedad fueron el porcentaje de la longitud del estilo recorrido por el tubo polinico mds
largo, el porcentaje de pistilos con tubos polinicos en el ovario y el nimero de tubos
polinicos en el ovario por flor (Cachi y Wiinsch, 2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se ha estudiado la incompatibilidad polen-pistilo de 6 variedades
locales de cerezo mediante el andlisis por PCR de ambos genes del locus S, S-RNasa y
SFB, y mediante la observacion del crecimiento de tubos polinicos mediante microscopia.

‘Cristobalina’ es una variedad autocompatible con genotipo S3Ss, al igual que
“Temprana de Sot” (Wiinsch y Hormaza, 2004a; Cachi y Wiinsch, 2009). El analisis de
PCR ha permitido determinar el genotipo S de las 7 variedades estudiadas, en las que se
han identificado 4 alelos S diferentes (S3, Ss, S5, S22, Tabla 1). Las variedades
Cristobalina y Temprana de Sot pertenecen al grupo de incompatibilidad VI (Cachi y
Wiinsch, 2009) y en este trabajo el genotipo S de ambos cultivares ha sido confirmado
mediante el andlisis de los dos genes del locus S. Las 5 variedades locales restantes fueron
asignados a 4 grupos de incompatibilidad (Tabla 1).

Para estudiar la autocompatibilidad de estas variedades se ha analizado el
crecimiento de los tubos polinicos en el estilo después de la autopolinizaciéon. En
‘Cristobalina’, utilizada como testigo autocompatible, todas las flores presentaban tubos
polinicos en el ovario, por lo que el tubo polinico mas largo recorrié el 100% del estilo en
todas las flores y el promedio de tubos polinicos en el ovario por flor fue de 3 (Tabla 1).
Las observaciones del crecimiento de los tubos polinicos al microscopio en el resto de
variedades revelaron que ‘Son Llobet’, ‘Son Mir6’, ‘Son Perot Manera’, ‘Talegal Ahim’ y
“Temprana de Sot’ se comportaron como ‘Cristobalina’, lo que indica que también son
autocompatibles (Tabla 1). En cambio, en ‘Talegal Almedijar’ la longitud del estilo
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recorrida por el tubo polinico mas largo fue del 70%, y no hubo flores con tubos polinicos
en el ovario, por lo que esta variedad parece autoincompatible (Tabla 1).

El estudio de la autoincompatibilidad de las accesiones locales mediante la
observacion del crecimiento de los tubos polinicos al microscopio reveld la existencia de
4 variedades autocompatibles (‘Son Llobet’, ‘Son Miré’, ‘Son Perot Manera’ y ‘Talegal
Ahim’) no descritas previamente. Estas variedades provienen de las regiones de Castellon
e Islas Baleares y debido a su proximidad geografica y relacion genética (todas comparten
algin haplotipo §), es posible que el tipo de autocompatibilidad en estas variedades sea la
misma. Ademas este tipo de autocompatibilidad es probable que sea también la misma
que la descrita y caracterizada anteriormente en la variedad ‘Cristobalina’ (Herrero, 1964;
Wiinsch y Hormaza, 2004a) y que estas variedades constituyan una poblacion de
accesiones que comparten este cardcter. Estudios moleculares y genéticos adicionales
serdn necesarios para confirmar el tipo de autocompatibilidad en este material.
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Tabla 1. Caracterizacion de la incompatibilidad polen-pistilo en variedades locales de
cerezo mediante andlisis del locus § y mediante el seguimiento del crecimiento de
tubos polinicos mediante microscopia.

Locus S Microscopia
Variedad Origen | Genotipo S Gl NF PETP PPTPO NTPO/F
Cristobalina Castellon 8386 VI 14 100 100 3
Temprana de Sot Castellon S5S86 VI 4 100 100 8
Son Llobet Baleares S5S86 VI 10 100 100 2
Talegal Ahim Castellon S6S22 XL 66 100 100 6
Talegal Almedijar  Castellén 8352, XXXVIII 35 70 0 0
Son Miré Baleares S6S16 XXXIX 15 100 100 3
Son Perot Manera Baleares S6S16 XXXIX 14 100 100 1

GI: Grupo de incompatibilidad; NF: Numero de flores; PETP: Porcentaje de la longitud del estilo recorrida
por el tubo polinico més largo; PPTPO: Porcentaje de pistilos con tubos polinicos en el ovario; NTPO/F:
Numero de tubos polinicos en el ovario por flor.

Fig. 1. Electroferograma de los alelos SFB de dos variedades de cerezo, ‘Son
Llobet’ (S3Ss; A) y ‘Talegal Ahim’ (S6522; B), amplificados mediante PCR.

Fig. 2. Observacion del crecimiento de los tubos polinicos de cerezo en
el microscopio. A. Tubo polinico detenido en el estilo. B. Tubos
polinicos en el ovario.
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