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Resumen

El sistema de autoincompatibilidad presente en el ciruelo japonés (hibridos de Prunus
salicina Lindl.) es de tipo gametofitico y esta controlado genéticamente por un locus
llamado S, que presenta dos genes que determinan el fenotipo del polen (SFB) y del
pistilo (S-RNasa). Durante la reaccion de incompatibilidad, el crecimiento de los tubos
polinicos es inhibido en el estilo cuando estos expresan el mismo haplotipo S que el estilo,
lo que impide su llegada al ovario y por tanto la fecundacion. La mayoria de las
variedades de ciruelo japonés son autoincompatibles y necesitan variedades polinizadoras
compatibles y coincidentes en floracion para que se produzca la fecundacion. Sin
embargo, también se han descrito algunas variedades autocompatibles. El caracter de
autocompatibilidad inicialmente se asocid a la presencia del haplotipo Se, pero
recientemente se han descrito otras posibles fuentes de autocompatibilidad asociadas a los
haplotipos Sb, St y Sg. La informacion disponible hasta la fecha no es concluyente y no
permite predecir con fiabilidad si una variedad de ciruelo japonés es autocompatible a
partir de su genotipo S. Esto hace que sea necesario evaluar fenotipicamente el caracter
de autocompatibilidad de cada variedad para determinar sus necesidades de polinizacion.
En este trabajo se ha evaluado el fenotipo de autocompatibilidad de un grupo de
variedades no estudiadas hasta ahora, incluyendo algunas de reciente introduccion,
mediante la observacion al microscopio del crecimiento de los tubos polinicos en flores
autopolinizadas. Adicionalmente, se ha determinado el genotipo § de cada variedad
mediante marcadores moleculares para determinar si presentan algin haplotipo asociado
a la autocompatibilidad.

INTRODUCCION

El sistema de autoincompatibilidad presente en el ciruelo japonés (hibridos de Prunus
salicina Lindl.) es de tipo gametofitico (De Nettancourt, 2001) y esta controlado genéticamente
por un locus llamado S, que presenta dos genes que determinan el fenotipo del polen (SFB) y
del pistilo (S-RNasa) (Kao y Tsukamoto, 2004). Durante la reaccion de incompatibilidad, el
crecimiento de los tubos polinicos es inhibido en el estilo cuando estos expresan el mismo
haplotipo S que el estilo, lo que impide su llegada al ovario y por tanto la fecundacion (De
Nettancourt, 2001). La mayoria de variedades de ciruelo japonés son autoincompatibles (Okie
y Weinberger, 1996; Okie, 2006; Rodrigo y Guerra, 2014) y necesitan variedades polinizadoras
compatibles y coincidentes en floracion para que se produzca la fecundacion.

También se han descrito algunas variedades autocompatibles. En ciruelo japonés, el
caracter de autocompatibilidad inicialmente se asocid a la presencia en el genotipo del
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haplotipo Se en ‘Santa Rosa’ y © Beauty’ (Beppu et al., 2005), pero recientemente se han
descrito otras posibles fuentes de autocompatibilidad asociadas a los haplotipos Sh en
‘Nubiana’ y ‘Zanzi Sun’ (Guerra et al., 2009; Beppu et al., 2012), St en ‘Karari’ y Sg en
‘Methley’ (Beppu et al., 2012). Se ha sugerido que la autocompatibilidad del haplotipo Se se
debe a la insuficiente acumulacion de Se-RNasa en el pistilo debido a una baja transcripcion de
la misma (Watari et al., 2007). En los haplotipos Sb y Sg, la autocompatibilidad se ha asociado
a una pérdida de la funcionalidad del polen para ser reconocido por el pistilo, pero que no esta
asociada a una mutaciéon en los genes que lo controlan (SFBs) ni a la inhibicion de la
transcripcion de los mismos (Beppu et al., 2012). La informacion disponible hasta la fecha no
es concluyente y no permite predecir con fiabilidad si una variedad de ciruelo japonés es
autocompatible a partir de su haplotipo S. Esto hace que sea necesario evaluar fenotipicamente
el caracter de autocompatibilidad de cada variedad para determinar sus necesidades de
polinizacion (Rodrigo y Guerra, 2014). En este trabajo se ha evaluado el fenotipo de
autocompatibilidad de un grupo de nuevas variedades.

MATERIAL Y METODOS

Se ha determinado el fenotipo de autocompatibilidad en 11 nuevas variedades de
ciruelo japonés (Tabla 1) mediante la observacion al microscopio del crecimiento de los tubos
polinicos en flores autopolinizadas. Se recogieron 30-35 flores de cada variedad en estado de
boton globoso, que fueron emasculadas y colocadas sobre espuma de florista humeda a
temperatura ambiente en el laboratorio. Las anteras de las flores emasculadas se usaron para la
obtencion del polen, las anteras dehiscidas se colaron con una malla fina. Transcurridas 24 h de
la emasculacion de las flores se polinizaron los pistilos con su propio polen y 72 h después
fueron fijados en acido acético:alcohol (1:3) y almacenados a 4°C. Para su observacion al
microscopio, los pistilos se lavaron tres veces con agua destilada y una con sulfito sédico al 5
% a 4 °C, se autoclavaron durante 8 minutos a 121 °C y 1 atm, y se montaron en squash con
azul de anilina 1 % (v/v) en fosfato potasico 0,1 N para tefiir la callosa (Linskens y Esser,
1957). Se consideraron variedades autoincompatibles aquellas en los que los tubos polinicos se
detuvieron sin alcanzar la base del estilo y variedades autocompatibles aquellas que
presentaron tubos polinicos en la base del estilo.

Se determinod el genotipo S de cada variedad mediante marcadores moleculares. Se
recogieron hojas jovenes de cada variedad y se procedio a la extraccion de su ADN mediante
Kits de extraccion de ADN (Biotools). Se amplific6 el ADN mediante técnicas de PCR,
siguiendo el método descrito en Guerra et al. (2009) usando dos pares de cebadores distintos de
SRNasa (PaConsIF-PaConsIR2 y PruT2-PaConsIR). Tras la amplificacion del material
genético, ¢éste fue revelado mediante electroforesis en geles de acrilamida usando un
secuenciador automatico LI-COR SAGA 4300.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las once variedades evaluadas, nueve no presentaron tubos polinicos en la base del estilo en
ninguna de las flores autopolinizadas y fueron consideradas autoincompatibles, mientras que
las otras dos variedades, African Rose y Souvenir, presentaron tubos polinicos en el ovario en
mas de la mitad de los pistilos autopolinizados, por lo que fueron consideradas autocompatibles
(Tabla 1). Las dos variedades autocompatibles presentaron en su genotipo el alelo Se asociado
a autocompatibilidad en otras variedades (Beppu et al., 2005; Guerra et al.,, 2009). Sin
embargo, este alelo también se ha detectado en variedades autoincompatibles, en cuatro de las
estudiadas en este trabajo (African Delight, African Pride, John W., Primetime, y Sapphire) y
en otras como Black Diamond y Earliqueen (Guerra et al., 2010) y Black Gold, Black Star y
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Champion (Guerra, 2011). Recientemente se han descrito otras posibles fuentes de
autocompatibilidad asociadas a los haplotipos Sb, St y Sg (Guerra et al., 2009; Beppu et al.,
2012), pero no todas las variedades descritas con los alelos Se, Sh y Sg parecen ser
autocompatibles (Guerra et al., 2009; 2012). Esto hace que en la actualidad la identificacion del
haplotipo S no permita predecir con fiabilidad si una variedad de ciruelo japonés es
autocompatible y siga siendo necesario evaluar el fenotipo del cardcter para determinar la
autocompatibilidad.
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Tabla 1. Variedades de ciruelo japonés, porcentaje de pistilos con tubos polinicos en la base
del estilo y genotipo S de incompatibilidad.

Variedades Pistilos con tubos polinicos  Genotipo S
en la base del estilo (%)
African Delight 0 SeSh
African Pride 0 SeSh
African Rose 50 SbSe
Hiromi Red 0 SbSh
John W 0 SeSh
Owen T 0 SbSh
Primetime 0 SeSf
Royal Diamond 0 ScSh
Sapphire 0 SbSe
Souvenir 71 SeSh
Sundew 0 SbSh
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