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La cebolla es un cultivo muy extendido a nivel mundial, debido a que existe una amplia gama de
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cultivares adaptados a las diferentes condiciones ambientales que influyen en su desarrollo. Se trata

de una planta de ciclo bienal, que en respuesta a unas determinadas condiciones de fotoperiodo

forma en el primer ano los bulbos, resultado de la acumulacion de carbohidratos y otros compuestos

de reserva en la base de las hojas. En el segundo ano las plantas emiten un escapo floral, después de

un periodo de latencia del bulbo en respuesta a condiciones de juvenilidad y del medio ambiente, que

termina en una inflorescencia en umbela con un numero variable de flores (de 50 a 2.000).
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a cebolla es una especie alogama, es decir, produce
Lflnres fertiles y se reproduce mediante polinizacion
cruzada. Aunque este comportamiento es el predo-
minante, no es sin embargo exclusivo, ya que las plantas
son perfectamente capaces de autopolinizarse. Las anteras
de las flores individuales madurany liberan el polen de 24 a
36 horas antes de la receptividad del estigma, lo que se de-
nomina protandria o proterandria. Sin embargo, como la
apertura de las diferentes flores se puede prolongar desde
dos semanas hasta cuatro, es factible que el polen fecunde
el estigma receptivo de una flor mas desarrollada de la
misma umbela o de las otras umbelas del mismo bulbo.
Por lo tanto, la protandria supone sdlo una barrera parcial

frente a la autopolinizacion.

Hibridos en cebolla

Los cruzamientos entre poblaciones de cebolla ampliamente
divergentes producen hibridos cuyo vigor excede el de los
progenitores. Este efecto se denomina ‘vigor hibrido’ o ‘he-
terosis’. Esto es debido a que en los hibridos, la influencia
de cualquier alelo homocigoto recesivo desfavorable de las
lineas parentales puede estar enmascarado por alelos do-
minantes favorables del otro progenitor. Fijar genotipos que
presenten este vigor hibrido en los cultivares hibridos F1 se

ha convertido en la tendencia principal de la mejora de ce-
bolla en los ultimos anos. Desde el punto de vista comercial,
una ventaja adicional de los hibridos radica en el control
que se ejerce por parte del mejorador o de la compania de
semillas, ya que éstos deben producirse necesariamente a
partir de las lineas parentales.

La androesterilidad, es la incapacidad de producir polen
fértil y se considera una herramienta muy util para la ob-
tencion de hibridos en cebolla. En ausencia de androesteri-
lidad, la polinizacion cruzada controlada sin autopolinizacion
se consigue solo eliminando trabajosamente a mano las
anteras en maduracion de una umbela antes de que des-
prendan el polen y transfiriendo manualmente el polen de-
seado a los estigmas. Este procedimiento es demasiado la-
borioso para todo lo que no sean unos pocos cruces
controlados en un trabajo experimental o de mejora.

Jones y Clarke en 1925 fueron los primeros en aprovechar
la androesterilidad de la cebolla utilizando un genotipo an-
droestéril del cv. Italian Red que encontraron en unos cam-
pos experimentales en Davis (Californial. Jones y Clarke
(1943) describieron como utilizar el sistema de androeste-
rilidad citoplasmatica en cebolla para producir semilla hi-
brida a gran escala. Desde entonces, la obtencion de varie-
dades hibridas F1 ha sido una de las técnicas utilizadas
para la mejora en este cultivo. Los hibridos fueron rapida-
mente adoptados por los agricultores, debido al incremento
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significativo en la produccion comercial asi como una mayor
uniformidad para caracteres de interés agricola en compa-
racion con las variedades de polinizacion abierta (Dowkery
Gordon, 1983: Evoor et al., 2007; Hosfield et al., 1977; Joshi
y Tandon, 1976). Sin embargo, no siempre se manifiestan
estas ventajas y hay trabajos que muestran un comporta-
miento similar entre variedades hibridas y poblaciones de
polinizacion abierta (Cramer, 2001).

En Espana, la produccion de cebolla se ha basado tradicio-
nalmente en los tipos Babosa, Liriay Grano de Oro o Recas,
todos ellos de polinizacion abierta. Sin embargo, en las ul-
timas décadas, se inicio la introduccion de cultivares hibri-
dos, basados en un principio en variedades obtenidas en
otros paises como Estados Unidos, Holanda y Japon, incre-
mentando de esta forma la oferta de variedades en el mer-
cado. En los ultimos anos, las casas comerciales de semillas
estan desarrollando cultivares adaptados a las latitudes y
condiciones de Espana, y actualmente en los catalogos co-
merciales de semillas se puede encontrar una variada oferta
de variedades hibridas de cebolla.

Androesterilidad en cebolla

Los factores inductores de la androesterilidad en cebolla, o
esterilidad citoplasmatica masculina (CMS), se encuentran
en el genoma mitocondrial, por lo que se trata de un caracter
que se transmite solo de las madres a la descendencia. La
CMS puede ser restaurada por la accion de genes nucleares
‘restauradores de la fertilidad’ (Rf).

En las plantas androesteriles, el polen no se desarrolla y
por ello son incapaces de autofecundarse. Asi, cualquier
semilla que se produzca en estas plantas debera ser nece-
sariamente el resultado de una polinizacion cruzada. Las
flores de plantas androestériles son al principio de aparien-
cia similar a las flores fértiles, pero en ellas
no tiene lugar la microsporogénesis y no se
desarrollan los granos de polen. De esta ma-
nera, en vez de producirse una antesis nor-
mal, las anteras se marchitan, adoptando
una coloracion parda y una forma arrugada.
De forma gradual, todas las anteras que apa-
recen de color amarillo-verdoso también se
van marchitando [Figura 1).

En cebolla existen dos tipos de androesteri-
lidad: la CMS-S (Jones y Emsweller, 1936) y
CMS-T (Berninger, 1965), en funcion del con-
trol genético de la restauracion de la fertili-
dad. Mientras que para CMS-S la restaura-
cion de la fertilidad es controlada por un
unico locus dominante, denominado Ms, para
CMS-T pueden estar interviniendo al menos
tres genes, un gen independiente y dos com-
plementarios (Jones vy Clarke, 1943;
Schweisguth, 1973). El sistema CMS-S es el
preferido por los mejoradores y empresas
de semillas, ya que la herencia de un unico
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locus es mas sencilla y estable en diferentes condiciones
climaticas (Havey, 2000).

Segun el tipo de citoplasma [mitotipo), podemos encontrar-
nos con tres tipos de individuos: i) el mitotipo normal (N),
siempre dara lugar a individuos con polen fértil; ii) el mitotipo
de citoplasma S [sistema CMS-S), producira junto con geno-
tipos recesivos homocigoticos msms individuos androesté-
riles; iii) y el mitotipo de citoplasma T [CMS-T), producira in-
dividuos féertiles o androestériles segun el estado alélico de
los loci que controlen la androesterilidad de este sistema.
Por tanto, en la cebolla, como resultado de la interaccion
entre el factor citoplasmatico y el gen nuclear MS podemos
encontrar:

a) Lineas androestériles (CMS): en las que el mitotipo podra
ser CMS-T 0 CMS-S. En el caso del sistema CMS-S, la forma
del gen nuclear Ms determinara la produccion de polen
fertil. Cuando el gen sea dominante homocigoto (MsMs] o
heterocigoto (Msms) se producira polen fértil y cuando la
forma alélica sea homocigota recesiva [msms) el polen no
sera fertil.

b) Lineas restauradoras de la fertilidad o mantenedoras (N
msms): son fértiles con mitotipo N y gen nuclear recesivo
homocigdtico [msms]). Estas lineas son las encargadas de
perpetuar las lineas androesteriles porque su hibridacion
con éstas produciran descendencias cuyo genotipo sera
CMS-S msms. Las plantas con esta constitucion se dan con

una frecuencia del 5% en la mayoria de las poblaciones
(Pike, 1986).

Figura 1. Umbela con
flores fertiles y umbela
con flores androestériles.
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Figura 2. Esquema
de los genotipos
asociados a la
androesterilidad
para la produccion
de hibridos.

Produccion de hibridos utilizando
la androesterilidad

Para la produccion de hibridos se tienen que desarrollar,
por un lado, lineas androestériles y mantenedoras que estén
bien adaptadas a la localidad donde se cultivara el hibrido, y
por el otro una linea polinizadora con una buena aptitud
combinatoria especifica. Para que el hibrido se desarrolle
adecuadamente, utilizando el sistema CMS-S, la linea que
actuara como parental femenino debera tener la constitucion
genética CMS-Smsms’, con esto, se asegura que no se pro-
duzca la autofecundacion. Estas lineas maternas se man-
tienen al cruzarlas con lineas mantenedoras. En cuanto a la
linea que actuara como parental masculino, puede tener una
constitucion de citoplasma normal (N} con cualquier combi-
nacion (MsMs, Msms o msms) o con un citoplasma S y una
combinacion Msms o MsMs. Una representacion esquema-
tica de los genotipos asociados a la androesterilidad para la
produccion de hibridos se muestra en la Figura 2.

Para la produccion de las semillas hibridas es importante
que las lineas fértiles y androestériles florezcan simultane-
amente, de modo que exista una cantidad suficiente de polen
del parental masculino fértil mientras que los estigmas de
las plantas del parental femenino androestéril estén recep-
tivos. Sin embargo, esto no siempre sucede, y las diferentes
lineas de un hibrido pueden no florecer a la vez cuando se
tratan de idéntica forma. Algunas estrategias para superar
este problema incluyen el almacenamiento de los bulbos a
distintas temperaturas antes de la plantacion o el escalona-
miento en las fechas de plantacion de las dos lineas. Una vez
que se han producido los cruzamientos, las semillas hibridas
F1 se recolectan en las plantas del parental femenino.

Parental femenino

MANTENIMIENTO DE LA LINEA ANDROESTERIL

QD+

OBTENCION DEL HIBRIDO

g + (o

Hibrido

Parental masculino
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Marcadores moleculares asociados
a la androesterilidad

La identificacion de los tipos de citoplasma (N, CMS-S o
CMS-T]y de los genes restauradores de la fertilidad resulta
esencial como primer paso para la obtencion de hibridos
F1,ya que, dada la caracteristica bienal de este cultivo, este
tipo de programas de mejora puede llevar de 4 a 8 anos si
se realizan pruebas de progenie convencional. Por ello, la
identificacion de marcadores moleculares asociados a estos
mitotipos y genes nucleares resulta crucial para una efi-
ciente seleccion de genotipos utiles en la obtencion de hi-
bridos (Havey, 1995]). Se han desarrollado algunos marca-
dores moleculares para distinguir los mitotipos (Havey, 1993,
1995, 2000; Sato, 1998; Engelke et al., 2003; Cho et al., 2006;
von Kohn et al., 2013), pero sélo el marcador MK (Kim et al.,
2009), distingue en una Unica reaccion de amplificacion los
tres tipos de citoplasmas, N, Sy T. En relacion al locus Ms,
se han desarrollado diferentes tipos de marcadores [RFLPs
Gokce y Havey, 2002; dos marcadores alelo especificos OPT
y PsaO (Bang et al., 2011); dos SCAR, DNF-566 y RNS-357,
(Yang et al., 2013); un CAPs jnurf05, (Park et al., 2013); un
CAPS ACms.1100 (Bang et al., 2013); y varios SNPs (Havey,
2013)] a partir de genotipos con distinto fondo genético. Los
genotipos utilizados para desarrollar estos marcadores se
caracterizan, en algunos casos (ej.: jnurf05), por ser lineas
segregantes (F2], con poca variabilidad entre sus progeni-
tores, ocasionando una disminucion del desequilibrio de li-
gamiento entre los marcadores y el locus Ms, cuando los
marcadores se han validado en otros materiales mas aleja-
dos genéticamente. En otras ocasiones, los marcadores (ej.:
OPT y Psa0] se desarrollaron utilizando poblaciones de po-
linizacion libre, en las cuales no es posible identificar lineas
mantenedoras, lo que limita su uso para la seleccion de es-
tas lineas. Uno de los Ultimos marcadores moleculares des-
crito asociado al locus Ms, ha sido el marcador co-dominante
jnurf13 (Kim, 2014], el cual estaria a una distancia de Ms
menor que jnurf05, posicionado a 0.05¢cM. Ademas, segun
cita el autor, este marcador co-segrega con los genes res-
tauradores de ambos sistemas de androesterilidad ([CMS-T
y CMS-S], lo que representaria una ventaja a la hora de
poder utilizar ambos sistemas para la obtencion de hibridos.
Por otro lado, al ser un marcador alelo especifico, una Unica
reaccion de amplificacion permitiria genotipar las muestras,
sin necesidad de una posterior digestion, como si requiere
el marcador CAPs jnurf05.

Aplicacion de los marcadores moleculares

Recientemente, en el Centro de Investigacion y Tecnologia
Agroalimentaria de Aragon (CITA] se estan desarrollando
trabajos relacionados con la androesterilidad en cebolla,
que se han iniciado con estudios de validacion de marcado-
res moleculares asociados a este caracter. Asi, la evaluacion
del comportamiento de marcadores moleculares asociados
a la androesterilidad en lineas de cebolla androestériles y
mantenedoras conservadas en el Banco de Germoplasma
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asociado al locus Ms,
individuos del 2-10
homocigotos dominante
, . . e : [MsMs), individuos 1, 11y 12

de Horticolas de Zaragoza (BGHZ], ha permitido seleccionar La utilizacion de estos marcadores en 20 variedades locales homocigotos recesivos

dos marcadores (MK y jnurf05), que utilizados conjuntamente de cebolla procedentes del BGHZ, ha puesto de manifiesto [msms).

identifican correctamente el genotipo de las lineas estudia- variabilidad genética para el caracter androesterilidad, tanto

das de acuerdo a su fenotipo androestéril (Garcés-Claver et para el mitotipo [N, CMS-T y CMS-S] como para el locus Ms

al., 2014) (Figura 3). en este material vegetal. (Lopez, 2014)/
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variedades de cebolla con

jnurf05. A) Productos de

PCR amplificados con el
marcador MK asociado al

individuos 1 -13 mitotipo
CMS-T, los individuos 1y 13

individuo 12 mitotipo CMS-5;
B) productos amplificados
con el marcador jnurf05



