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RESUMEN

En algunos cultivares de ciruelo japonés se produce una caida masiva de flores y
se obtienen porcentajes de cuajado muy bajos por causas que no estan bien establecidas.
Esta situacion repercute negativamente en la cosecha y provoca grandes oscilaciones en la
producciéon de un afio a otro. En este trabajo se estudian las causas de los cuajados
erraticos registrados en 12 cultivares de ciruelo japonés en condiciones reales de cultivo.
Para ello, se han analizado el proceso de polinizacién y cuajado de frutos en campo y la
incompatibilidad polen-pistilo. Los ensayos de polinizacién controlada realizados en
plantaciones comerciales con historiales de cuajados errdticos mostraron una clara
influencia de la polinizacidn en el cuajado en los cultivares analizados, ya que se obtuvo un
cuajado mayor que el registrado en polinizacién libre o bien no se obtuvo cuajado, lo que
indica que es necesaria una eleccién adecuada de cultivares polinizadores para obtener
cuajado. La observacidn de la germinacién del polen al microscopio ha permitido descartar
la ausencia de insectos polinizadores y la falta de viabilidad del polen como las causas
responsables de la falta de cuajado en las plantaciones estudiadas, aunque se han
identificado dos nuevos cultivares androestériles, Black Jewell y Sybarite. Para determinar
si la incompatibilidad polen-pistilo esta relacionada con las situaciones de falta de cuajado,
se ha evaluado la auto(in)compatibilidad en un total de 30 de cultivares, incluyendo los de
mayor importancia a nivel nacional, mediante la observacién del crecimiento de tubos
polinicos en flores autopolinizadas en campo y laboratorio. La combinacién de ensayos de
polinizacién y cuajado en campo, la determinacién de la autoincompatibilidad mediante la
observacion del crecimiento de los tubos polinicos al microscopio y la identificacion de los
alelos S de incompatibilidad mediante PCR ha permitido identificar las causas de los bajos
cuajados de 12 cultivares en 9 plantaciones comerciales. Uno de estos cultivares, Friar, se
ha identificado como autocompatible, y los otros 11 como autoincompatibles (Angeleno,
Blackamber, Black Diamond, Black Gold, Black Star, Earliqueen, Fortune, Golden Globe,
Golden Japan, Larry Ann y Songold), para los que se han podido seleccionar cultivares
polinizadores compatibles y coincidentes en floracién en las condiciones de cultivo de cada
plantacién, lo que ha permitido aportar soluciones agrondmicas a cada uno de las
situaciones analizadas de falta de cuajado asociada a problemas de polinizacién. Se ha
evaluado la auto(in)compatibilidad en otros 17 cultivares en flores autopolinizadas en
laboratorio. Siete de ellos se han identificado como autocompatibles (Casselman, Laetitia,
Nubiana, Rubirosa, Santa Rosa, Simka y Zanzi Sun) y 10 como autoincompatibles
(Champion, Eldorado, Flavour Queen, Frontier, Green Sun, Laroda, Queen Ann, Queen Rosa,
Sweet August y TC Sun). Se ha determinado también el genotipo S de un total de 115
cultivares, 97 de ellos descritos por primera vez, que incluyen la mayoria de los cultivados
en la actualidad. Para ello se han utilizado técnicas moleculares ya establecidas en ciruelo
japonés y se ha desarrollado un nuevo método, basado en la detecciéon con electroforesis
capilar, que han permitido distribuir los cultivares en sus correspondientes grupos de
incompatibilidad y agilizar el proceso de seleccién de polinizadores. Los andlisis
moleculares de los genes del locus S en los cultivares analizados han permitido identificar
cinco nuevos alelos de incompatibilidad (So-Ss) y 14 nuevos grupos de incompatibilidad.
Finalmente, en algunos cultivares se han detectado situaciones de falta de cuajado no
relacionadas con problemas de polinizacidén, sino con problemas en el desarrollo de los
6vulos. Por un lado, en las flores emasculadas de algunos cruzamientos y, por otro, en
plantaciones comerciales de dos nuevos cultivares (Rubirosa y Sweet August). En ambos
casos la falta de cuajado se ha asociado a la degeneracion prematura de los dos 6vulos de la
flor.
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SUMMARY

In some Japanese plum cultivars a massive flower drop occurs and very low
fruit set percentages are obtained for reasons that are not well established. This
situation negatively influences crop load, causing large year-to-year variations in
production. In this work, the causes of low and erratic fruit set of 12 Japanese plum
cultivars are studied in commercial orchards. For this purpose, the pollination and
fruit set processes in the field as well as the self-incompatibility and ovule
development have been analyzed.Controlled pollination assays carried out in
commercial orchards with previous erratic fruit set records showed a clear influence
of pollination on fruit set, because fruit set in controlled pollinations was higher or
null than fruit set in open pollination conditions, thus revealing that most cultivars
need an appropriate pollinator to produce fruit set. The observation of pollen
germination under the microscope has allowed to discard the absence of pollinating
insects and reduced pollen viability as the causes of lack of fruit set in the orchards
studied, although two male sterile cultivars, Black Jewell and Sybarite were newly
identified. To determine if self-incompatibility is related to lack of fruit set, the self-
(in)compatibility of 30 cultivars, including most relevant in Spanish orchards, was
evaluated by the observation of pollen tube growth in self-pollinated flowers in the
field and the laboratory. The combined pollination and fruit set assays in the field,
self-incompatibility determination under the microscope and self-incompatibility S
allele identification by PCR have allowed identifying the causes of low fruit set in 12
cultivars from 9 commercial orchards. One of these cultivars, Friar, has been identified
as self-compatible, and the other 11 as self-incompatible (Angeleno, Blackamber,
Black Diamond, Black Gold, Black Star, Earliqueen, Fortune, Golden Globe, Golden
Japan, Larry Ann and Songold), for which it was possible to select at least one
compatible pollinator coincident in blooming time in the growing conditions of each
orchard. This, it has been possible to provide agronomic solutions to each of the
analyzed situations of lack of fruit set associated with pollination failure. The self(in)-
compatibility has been evaluated in other 17 cultivars in self-pollinated flowers in the
laboratory. Seven of them were self-compatible (Casselman, Laetitia, Nubiana,
Rubirosa, Santa Rosa, Simka and Zanzi Sun) and 10 self-incompatible (Champion,
Eldorado, Flavour Queen, Frontier, Green Sun, Laroda, Queen Ann, Queen Rosa, Sweet
August and TC Sun). The S genotype of 115 cultivars, 97 of them described for the first
time, which include most of currently grown cultivars, was also identified. For this
purpose, molecular techniques well established in Japanese plum were used and a
new methodology, based on capillary electrophoresis detection, was developed. These
results allowed assigning the cultivars analyzed to their corresponding
incompatibility groups and expediting the process of pollinator selection. Molecular
analysis of S-locus genes in the cultivars tested allowed the identification of five new
S-alleles (So-Ss) and 14 new incompatibility groups. Despite of these results, some
cultivars showed lack of fruit set that was not related to pollination failure, but with
abnormalities in the developmental process of ovules. In both emasculated flowers of
some crosses, and in two new cultivars (Rubirosa and Sweet August), the lack of fruit
was associated with premature degeneration of the two flower ovules.
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1. INTRODUCCION GENERAL

23



1.1. EL CIRUELO JAPONES. ORIGEN, MEJORA Y SITUACION DEL CULTIVO

El ciruelo japonés, como otros frutales de hueso, pertenece al género Prunus
dentro de la familia Rosaceae, que incluye mas de 100 géneros. El de los Prunus es el
segundo género mas numeroso dentro de la familia, con unas 200 especies (Okie,
2008). La mayoria de los cultivares de ciruelo cultivados en la actualidad pertenecen a
dos especies: ciruelo japonés (Prunus salicina Lindl.), que incluye cultivares precoces
adaptados a zonas templadas, y ciruelo europeo (Prunus domestica L.), mas extendido
en zonas mas frias. Los ciruelos, en inglés “plums”, dieron originalmente nombre al
género, ya que el término Prunus proviene del nombre en latin que recibian los
ciruelos. Mas tarde, los taxonomistas fueron afiadiendo otras especies de frutales de
hueso al género Prunus, como albaricoquero (Prunus armeniaca L.), almendro [Prunus
dulcis (Mill.) D.A. Webb], cerezo (Prunus avium L.) y melocotonero [Prunus persica (L.)
Batsch] (Okie, 2008).

El ciruelo japonés tiene su origen en China, en las orillas del rio Yangtze,
donde su cultivo data de alrededor del afio 300 a.C. (Okie, 2008). En el s. VIII fue
llevado a Japdn, donde se ha cultivado ampliamente hasta la actualidad (Okie y
Weinberger, 1996). Sin embargo, la presencia del ciruelo japonés en Japon se cree que
es anterior a esta fecha, ya que se han encontrado huesos de ciruelo de la Era Yayoi
con 2.300 anos de antigiiedad, y en algunos libros japoneses antiguos ya se
mencionaba este cultivo desde hace mas de 1.500 afios (Yoshida, 1987). A finales del s.
XIX, el mejorador Luther Burbank llevé algunos genotipos de P. salicina, como ‘Kelsey’
y ‘Abundance’, desde Japdn a Estados Unidos (Okie y Hancock, 2008). Con el objetivo
de adaptar este material a las condiciones de cultivo de California e introducir nuevas
caracteristicas en la especie, se realizaron hibridaciones con otras especies
americanas de ciruelos diploides, como Prunus simonii Carriére y Prunus americana
Marsh, entre otras. A partir de estas hibridaciones se obtuvieron cultivares como
Beauty, Burbank, Duarte, Eldorado, Formosa, Gaviota, Santa Rosa, Satsuma, Shiro y
Wickson (Faust y Suranyi, 1999; Okie, 2008).

En el s. XX el cultivo se expandi6 a paises de zonas de clima templado de todo
el mundo, como Australia, Brasil, Italia o Sudafrica. El proceso de mejora continud en

cada pafs mediante la hibridacién con las especies anteriores y otras nuevas como
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Prunus cerasifera Ehrh. y Prunus angustifolia Marsh. (Faust y Suranyi, 1999). Como
resultado de las distintas hibridaciones, 1a mayoria de los cultivares de ciruelo japonés
cultivados en la actualidad son hibridos interespecificos obtenidos a partir de P.
salicina y hasta otras 14 especies de Prunus (Okie y Weinberger, 1996). Aunque
originariamente la denominaciéon “ciruelo japonés” se empleaba sélo para los
cultivares de P. salicina, hoy en dia se aplica también a los cultivares procedentes de
los distintos cruces interespecificos. En los primeros cultivares comerciales hibridos,
P. salicina contribuy¢ al tamafio, sabor y color del fruto, P. simonii aporto la firmeza y
la acidez, y las especies americanas incorporaron dureza de piel, resistencia a
enfermedades y calidad aromatica (Okie, 2006).

En la actualidad se continta el proceso de mejora del cultivo en distintos
programas, tanto publicos como privados, en diferentes paises del mundo como
Australia, Brasil, Espaia, Estados Unidos, Francia, Israel, Italia y Sudafrica, que estan
generando un gran numero de cultivares (Okie, 2008). A los objetivos de mejora
tradicionales en la especie, como un gran calibre de fruto o resistencia al
almacenamiento y transporte, se han ido incorporando otros nuevos, como la mejora
de la calidad gustativa del fruto, nuevos colores de la piel, autocompatibilidad floral,
bajas necesidades de frio, ampliacién del periodo de recoleccién, con cultivares muy
tempranos o muy tardios, tamafio reducido del arbol y resistencia a enfermedades
(Okie y Weinberger, 1996; Okie y Hancock, 2008; Okie, 2008). En Occidente se valoran
mas los frutos de piel negra o purpura, lo que ha provocado que estos cultivares sean
los mas cultivados. La piel oscura hace que las ciruelas resulten muy atractivas y que
no se aprecien magulladuras y otras imperfecciones, pero puede provocar una
recogida prematura de la fruta con la consiguiente reduccién de la calidad, ya que en
muchos cultivares la fruta adquiere esta tonalidad antes de alcanzar la madurez
comercial.

Los bajos precios que en ocasiones han alcanzado algunos de los cultivares de
ciruelas negras mas cultivadas han provocado un aumento del interés en otros colores
de piel, como el rojo y el amarillo o verde-amarillo, que es el color mas apreciado en
algunos mercados asiaticos. En los dltimos afios se estan incorporando al mercado

muchos cultivares nuevos procedentes de los programas de mejora, lo que estad
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provocando una importante renovacion varietal en la especie (Okie y Weinberger,
1996; Okie, 2006).

Las ciruelas japonesas se destinan principalmente al consumo en fresco, por
lo que la apariencia del fruto, incluyendo color de la piel, tamafio y forma, constituye
una importante caracteristica del cultivar. Ademas de la apariencia del fruto, en el que
una forma atractiva y un color negro, rojo o amarillo son valorados favorablemente
por el consumidor, cada vez cobra mayor importancia las caracteristicas gustativas,
que han pasado a ser un objetivo importante en los programas de mejora. Igualmente,
los frutos mas firmes, ademas de resistir mejor la manipulacién tras la cosecha y el
transporte, son mas apreciados por los consumidores (Okie, 2008).

La superficie dedicada al cultivo de ciruelo europeo y japonés en Espaiia ha
alcanzado 18.600 ha, con una produccién media anual de 169.000 t en los ultimos diez
afios y mas de 180.000 t en 2010 (MARM, 2011). La produccién de ciruelas en Espafa
representa el 9% de la producciéon de la Unién Europea, que sittia a Espafia como el 82
productor a nivel mundial (FAOSTAT, 2011). Los principales paises productores de
ciruelo japonés son China, Estados Unidos (principalmente California), México, Italia,
Espaiia, Chile, Pakistan, Corea, Egipto, Australia, Sudafrica y Argentina. Se trata de un
cultivo en expansion, principalmente en Europa y Asia (FAOSTAT, 2011).

A nivel nacional, en Extremadura, Andalucia y la zona mediterranea se
cultivan principalmente cultivares de tipo japonés, mientras que en zonas mas frias
estan mas extendidos los cultivares de ciruelo europeo. Las comunidades con mayor
produccion anual en los dltimos afios son Extremadura (80.000 t) y Andalucia (36.000
t), con una superficie cultivada de mas de 4.000 ha en cada una (MARM, 2011).
Aunque la superficie dedicada al cultivo de ciruelo a nivel nacional se encuentra
estabilizada, la evolucion en los ultimos afios ha sido muy diferente en cada
Comunidad Auténoma. En Extremadura, Andalucia y Murcia se produce el 79% de la
produccion nacional (MARM, 2011).

En la actualidad existe un gran nimero de cultivares, que se va ampliando con
la introduccién de nuevas obtenciones de los distintos programas de mejora (Anexo
3). Los cultivares de ciruelo japonés se caracterizan por tener frutos grandes y firmes,
el hueso pequefio en relacidn al tamaiio del fruto, forma redondeada, buenas aptitudes

para la conservacidn y el transporte y una gran diversidad en el color de la piel y la
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pulpa (Okie, 2008). Se pueden encontrar en el mercado nacional ciruelas japonesas
desde mayo, con cultivares de maduracién muy temprana como Red Beaut o
Earliqueen procedentes de las regiones mas precoces de Andalucia, Extremadura,
Valencia o Murcia, hasta septiembre, con los cultivares mas tardios, como Angeleno o
Larry Ann, en zonas interiores. Mas de la mitad de la produccién nacional recae en
cultivares de piel negra, como Angeleno y Black Diamond, y el resto de la producciéon
en cultivares de piel roja, como Fortune, Larry Ann y Red Beaut, o amarilla, como
‘Songold’, ‘Golden Globe’ y ‘Golden Japan’ (Anexo 3) (MARM, 2011). Desde Espana se
exportan mas de 89.200 t de ciruelas anuales, principalmente a paises de la Union
Europea como Reino Unido (19%), Alemania (19%), Francia (13%) e Italia (12%)
(FAOSTAT, 2011).

En general, las ciruelas procedentes del sur y el oeste peninsular son mas
precoces, mientras que las del valle del Ebro presentan mayor contenido de azucares.
La presencia de ciruelas importadas del hemisferio sur, principalmente Chile y
Argentina, desde noviembre hasta abril, hace que sea posible encontrar ciruelas
japonesas en nuestros mercados practicamente en cualquier época del afno (Giacinti,

2004).

1.2. TAXONOMIA Y DESCRIPCION BOTANICA

Los ciruelos de tipo japonés se clasifican dentro de la familia Rosaceae, que
incluye entre 100y 115 géneros y entre 3000 y 3500 especies, distribuidas por todo el
mundo, aunque son mas frecuentes en las zonas templadas y subtropicales del
Hemisferio Norte. Los géneros mas numerosos son Potentilla, Rosa, Spiraea y Prunus,

(Strasburger et al., 1984; Blanca y Diaz de la Guardia, 1999) (Fig. 1.1).
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Familia
Rosaceae

.

Subfamilia
Prunoideae
Hojas simples, gineceo
unicarpelar, fruto drupa y
caliz caduco

,

Género

Prunus
Flores con cinco sépalos y
estilo terminal

'

Subgénero
Prunophora
Presencia patente de sutura en el fruto,
vello casi inexistente, yemas axilares
solitarias y ausencia de yemas

terminales
Seccion .,
Seccion
Euprunus
Prunocerasus

Entre una y dos flores por yema,
hueso adherente y hojas enrolladas en la yema.
Ciruelo europeo (Prunus domestica L.),
mirobolanos (Prunus cerasifera L.)
y ciruelo japonés (Prunus salicina Lindl.)

Tres o mas flores por yema, hueso
liso y hojas encarpetadas en la yema.
Ciruelo americano (Prunus
americana L.)

Figura. 1.1. Taxonomia de los ciruelos de interés agronémico (Okie, 2008).
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Figura 1.2. Porte redondeado del cultivar Songold.

Hojas: Las hojas son de tipo caduco,
que caen en el otofio. Son alternas,
simples, con estipulas fijas al peciolo,
donde ademas a menudo se observan
varias glandulas de pequefio tamafio.
Suelen

ser de forma eliptica a

obovada, con d&pice de agudo a
acuminado, un tamafio de entre 5y 10
cm de longitud y entre 3 y 6 cm de
anchura y margen crenado o serrado

(Fig. 1.3) (Okie, 2008).

Figura 1.4. Flores hermafroditas de
ciruelo japonés.

Capitulo 1

Porte: El ciruelo japonés presenta
un tamafio de arbol entre pequefio
y medio, llegando a alcanzar entre
8 y 10 m de altura en condiciones
naturales. La copa suele presentar
una forma redondeada (Fig. 1.2),
aunque algunos cultivares
procedentes de los programas de
mejora de Estados Unidos pueden
aparecer con un porte mas erecto o

columnar (Okie, 2008).

Figura 1.3. Hojas con margen serrado y forma
obovada.

Flores: Presenta entre una y tres flores por
cada yema. Las yemas florales generalmente
flanquean una yema vegetativa. Las flores
son solitarias, actinomorfas, hermafroditas,
periginas y con el hipanto muy visible (Fig.
1.4). El perianto presenta 5 sépalos
imbricados, que aparecen como ldbulos del
hipanto, y 5 pétalos libres, generalmente
grandes, vistosos y rara vez desiguales. La

flor presenta un androceo, con entre 20 y 30
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Introduccién general

estambres de filamentos libres insertos en un hipanto a menudo nectarifero, y un
gineceo unicarpelar libre, con uno o dos primordios seminales por cada carpelo (Okie

y Weinberger, 1996).

Fruto: El fruto es una drupa, con
el exocarpo glabro y a menudo
pruinoso, el mesocarpo carnoso y
el endocarpo  generalmente
adherente y liso (Fig. 1.5) (Okie,
2008).

Figura 1.5. Frutos de ciruelo japonés, cv. Santa Rosa.

1.3. BIOLOGIA REPRODUCTIVA

La reproducciéon sexual en angiospermas requiere una serie de eventos
ineludibles para la fecundacion del évulo y la formacién del fruto. En los frutales de
hueso del género Prunus, la polinizacién es necesaria para el establecimiento del
cuajado. Se realiza por insectos, principalmente himendpteros de los géneros Bombus
y Apis, ambos pertenecientes a la familia Apidae (Calzoni y Speranza, 1998), los cuales
depositan el polen en el estigma de la flor. El estigma del ciruelo japonés es de tipo
himedo, como en otros Prunus, y cuando estd receptivo produce una secreciéon
estigmatica que ayudara a los granos de polen a adherirse a su superficie y a comenzar
su germinacion (Herrero y Arbeloa, 1989; Rodrigo y Herrero, 2002a). El periodo
comprendido entre la polinizacién y la fecundaciéon engloba un intenso proceso de
interaccion entre los tubos polinicos y el pistilo. Al germinar, el grano de polen genera
un tubo polinico que avanza por el tejido transmisor del estilo en direccion al ovario.
El tejido transmisor de los Prunus es de tipo compacto (Esau, 1977), y sirve de
sustento nutricional de los tubos polinicos en su crecimiento hacia el ovario (Herrero

y Hormaza, 1996).
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A medida que va creciendo el tubo polinico, tanto la célula vegetativa como la
generativa se sitian en el extremo del tubo, quedando aisladas de los restos no
funcionales mediante tapones de calosa. La funcidn de la célula vegetativa parece ser
la produccién de las paredes del tubo, que estan formadas por calosa en el interior y
por celulosa en el exterior (Heslop-Harrison, 1987). La calosa es un polisacarido
compuesto por 1,3-3-D-glucano. Puede ser localizado citoquimicamente, ya que forma
complejos con tinciones de anilina que bajo luz ultravioleta fluorescen y son
facilmente detectables (Currier, 1957), lo que permite diferenciar los tubos polinicos
del resto de estructuras pistilares.

Las flores en Prunus tiene un gineceo unicarpelar (Sterling, 1964). El ovario
contiene dos évulos, y la fecundacién de al menos uno de ellos es necesaria para que
se produzca el cuajado, ya que en el género Prunus no se producen frutos de forma
partenocarpica (Sedgley y Griffin, 1989; Hartmann y Neumidiller, 2009). Uno de los dos
6vulos, el 6vulo primario, contintia creciendo en los dias siguientes a la antesis y
puede ser fecundado y llegar a formar una semilla; el otro, el 6vulo secundario,
detiene su crecimiento y generalmente aborta (Bradbury, 1929).

Numerosos factores intervienen en el proceso reproductivo desde la
polinizacién hasta el establecimiento del cuajado, como la viabilidad del polen, el
transporte del polen al estigma, la incompatibilidad polen-pistilo, la sincronia entre la
llegada del tubo polinico al évulo y la maduraciéon del saco embrionario, la
fecundacion de al menos un dvulo y el inicio del desarrollo del cigoto (Dorsey, 1919;
Bradbury, 1929; Harrold, 1935; Pimienta y Polito, 1982; Hormaza y Herrero, 1996a;
Rodrigo y Herrero, 1998). Aunque estos procesos han sido estudiados en otras
especies de Prunus, no se han estudiado en profundidad en ciruelo japonés. La
biologia reproductiva del ciruelo japonés podria explicar la falta de cuajado observada

en algunos cultivares (Okie, 2006).

1.4. INCOMPATIBILIDAD POLEN-PISTILO

Una vez ocurrida la polinizacién, se produce un proceso de reconocimiento
entre el grano de polen y los tejidos del pistilo que desemboca en la expresion de la

incompatibilidad polen-pistilo (De Nettancourt, 2001). En especies de la familia de las
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Rosaceas como el ciruelo japonés opera un sistema de autoincompatibilidad de tipo
homomoérfico gametofitico monofactorial (De Nettancourt, 2001). Este mecanismo
estd genéticamente controlado por un locus polimoérfico, el locus S, que codifica los
genes que determinan los fenotipos del polen y del pistilo (Kao y Tsukamoto, 2004).
La autoincompatibilidad se manifiesta por la inhibicién del crecimiento de los tubos
polinicos propios en el estilo, impidiendo su llegada al ovario y evitando asi la
autofecundacion. En este mecanismo, cuando el alelo S del grano de polen haploide es
diferente de los dos alelos S presentes en el tejido del estilo, que es diploide, el tubo
polinico crece hasta llegar al ovario, donde puede fecundar el 6vulo. Sin embargo,
cuando el alelo S expresado en el polen es el mismo que alguno de los expresados en el
tejido del pistilo, el crecimiento del tubo polinico es detenido en el estilo, impidiendo

asi la fecundacién (Fig. 1.6).

Figura 1.6. Esquema del crecimiento de tubos
polinicos en reaccién compatible (verde) e
incompatible (rojo).
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En el género Prunus, el determinante S del pistilo es una ribonucleasa, SRNasa
(Tao et al, 1997, 1999), que inhibe el crecimiento del tubo polinico mediante la
degradacién del ARN (McCubbin y Kao, 2000). El determinante del polen es una
proteina con una caja-F, denominada SFB (S-haplotype-specific F-box gen) (Ushijima
et al, 2003; Yamane et al, 2003), que podria estar involucrada en un proceso de
degradacidon proteica (Ushijima et al.,, 2003). La secuencia de la SRNasa en Rosaceas
presenta cinco regiones muy conservadas C1-C3, RC4 y C5, (Ushijima et al.,, 1998), una
Unica region hipervariable (RHV) (loerger et al, 1991) y dos intrones. El tamafio de
los intrones varia para cada alelo. El gen de la SRNasa en el género Prunus fue
inicialmente clonado y caracterizado en almendro (Tao et al, 1997), lo cual permitié
mas tarde que fuera identificado en cerezo (Tao et al., 1999), ciruelo japonés (Yamane
et al, 1999), albaricoquero japonés (Prunus mume) (Yaegaki et al,, 2001) y guindo
(Prunus cerasus) (Yamane et al, 2001). Actualmente, se han clonado y caracterizado
mas de 100 secuencias de SRNasa de diferentes alelos de especies del género Prunus.

El gen del determinante S del polen en Rosaceas fue descubierto varios afios
después del de la SRNasa. El factor determinante del polen se describi6é por primera
vez en Plataginaceas (Lai et al,, 2002), posteriormente fue identificado en Rosaceas
(Ushijima et al., 2003) y mas tarde fue confirmado en Solanaceas (Sijacic et al., 2004).
La estructura de SFB en Rosaceas presenta un unico intréon de poca variabilidad en la
regién no traducida del extremo 5’, dos regiones variables (V1 y V2) y dos
hipervariables (HVa y HVb) (Ikeda et al, 2004). Se han propuesto varios modelos
bioquimicos para explicar el modo de interaccidn entre los productos de la SRNasa y
el SFB, aunque el proceso de esa interaccion no se conoce todavia con certeza (Tao e
Iezzoni, 2010).

Prunus salicina Lindl. se considera autoincompatible (Ramming y Cociu,
1990), aunque este caracter no se ha estudiado en la mayoria de cultivares (Okie y
Weinberger, 1996). La caracterizacién molecular de las SRNasas de ciruelo japonés
(Yamane et al., 1999) permiti6 desarrollar técnicas de PCR para la deteccion de alelos
S en la especie (Beppu et al,, 2002, 2003). El primer cultivar en que se caracterizaron
las SRNasas fue ‘Sordum’ (Yamane et al.,, 1999), y posteriormente se han identificado
los alelos S en diferentes cultivares. Hasta el momento se han descrito 31 alelos S en

cultivares de ciruelo japonés, 14 de ellos nombrados alfabéticamente, Sa a Sn,
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(Yamane et al., 1999; Beppu et al, 2002, 2003) y el resto de forma numérica (S7, Sg S1o,
S11y del Si5 al Sz7 (Sapir et al, 2004; Halasz et al, 2007; Zhang et al., 2008). También se
ha descrito la correspondencia entre algunos de los alelos en ambas nomenclaturas
(Halasz et al, 2007). Estos estudios han permitido agrupar los cultivares en siete
grupos de incompatibilidad (I-VII) ademas de un grupo 0 donante universal (Halasz et
al,, 2007).

Los siete primeros alelos de SFB descritos en ciruelo japonés (SFBb, SFBc,
SFBe, SFBf, SFBg, SFBh y SFBk) fueron clonados y secuenciados por Sapir et al. (2007).
En un trabajo simultaneo en cultivares distintos, Zhang et al., (2007) secuenciaron
diez alelos, incluyendo los siete anteriores y otros tres nuevos (PsSFBa, PsSFB7 y
PsSFB10). Los mismos alelos de SFB descritos anteriormente (Sapir et al., 2007; Zhang
et al, 2007), excepto el SFBg, también han sido identificados por Kitashiba et al.
(2008) usando otro método basado en hibridacién (‘Dot-blot’).

Aunque el ciruelo japonés es autoincompatible, también se han descrito
cultivares autocompatibles (Ramming y Cociu, 1990). La autocompatibilidad ha sido
correlacionada con la presencia del alelo Se en los cultivares Beauty, Rio y Late Santa
Rosa (Beppu et al., 2005). En el cultivar Santa Rosa, que habia sido descrito como
autocompatible previamente (Crane y Lawrence, 1929), también ha sido detectada la
presencia de Se (Beppu et al.,, 2005). El caracter de autocompatibilidad conferido por
la presencia de este alelo Se se ha correlacionado con una baja acumulacién de SRNasa
debido a su bajo nivel de transcripcién (Watari et al., 2007), y se ha comprobado en
algunas progenies descendientes de cruces de los cultivares Beauty, Rio, Santa Rosa,
Sordum y White Plum, donde la cosegregacion de este alelo se ha relacionado con la
autocompatibilidad (Beppu et al., 2010b).

El método molecular mas usado en la identificacion de alelos S para
determinar la compatibilidad entre cultivares de ciruelo japonés ha sido la
amplificacién mediante PCR de los intrones de la SRNasa. Para ello se han utilizado
diferentes combinaciones de cebadores complementarios a zonas conservadas de los
exones (Yamane et al., 1999; Beppu et al., 2002, 2003, 2010b; Sapir et al., 2004; Halasz
et al, 2007; Zhang et al.,, 2008). Después de la amplificacién, la determinacion de los
alelos se realiza mediante la correlacion de los tamafios de los fragmentos

amplificados con los diferentes alelos. También se han usado métodos que utilizan
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cebadores especificos para cada alelo (Sapir et al., 2004, 2008b; Halasz et al., 2007).
Trabajos y metodologias similares han sido utilizados en otras especies del género
Prunus, como almendro (Tamura et al., 2000) o cerezo (Tao et al, 1999), con el
objetivo de identificar los diferentes alelos S de cada especie.

El uso de marcadores moleculares en la determinacién de la compatibilidad
entre cultivares se presenta como un mecanismo de gran interés para la eleccion de
cultivares polinizadores compatibles sin necesidad de realizar cruces, con la
consiguiente agilizacidn del proceso. Esto supone una informacién muy valiosa para la
eleccion de cultivares polinizadores en el establecimiento de nuevas plantaciones asi

como en la subsanacion de errores en plantaciones ya establecidas.

1.5. PROBLEMATICA Y NECESIDADES DEL CULTIVO

A pesar de la gran importancia que ha alcanzado el cultivo del ciruelo japonés,
en ocasiones muchos cultivares sufren grandes oscilaciones en el cuajado de un afio a
otro que repercuten negativamente en la cosecha por causas que no estan bien
establecidas (Okie y Weinberger, 1996; Hartmann y Neumdiller, 2009). El cuajado en
frutales de hueso se ve afectado por factores climaticos adversos durante la floracion
(Stephenson et al, 1992; Delph et al, 1997; Hedhly et al, 2004), incluyendo las
heladas primaverales (Rodrigo, 2000), las temperaturas previas (Rodrigo y Herrero,
2002b) y posteriores a la antesis (Hedhly et al., 2007), y la lluvia (Ortega et al., 2007).
La polinizacién es determinante en el establecimiento del cuajado, necesitandose
durante la floracidon suficientes insectos polinizadores para transportar el polen hasta
el estigma de las flores y la presencia de polen compatible y viable que coincida con un
estado adecuado de desarrollo del 6vulo (Herrero y Arbeloa, 1989; Herrero, 1992,
2000, 2001). Sin embargo, las condiciones de cultivo y la estructura varietal del
ciruelo japonés son muy diferentes en cada pais (Ramming y Cociu, 1990), y es dificil
determinar hasta qué punto los bajos porcentajes de cuajado obtenidos en algunas
situaciones de cultivo son provocados por problemas de polinizacién, ya que muchos
otros factores intervienen en el establecimiento del cuajado.

A diferencia de otros frutales de hueso, el ciruelo japonés tiene pocas

necesidades de frio invernal para florecer, aunque existen cultivares mas exigentes
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que pueden tener problemas de floraciéon en zonas con poco frio invernal (Okie,
2008). Las bajas temperaturas durante y a la salida del reposo son uno de los
principales condicionantes de la especie, ya que su floracién temprana la hace
susceptible a las heladas primaverales en muchas zonas de cultivo (Okie y Hancock,
2008). Los factores involucrados en la polinizacién han sido relacionados con el
cuajado en diversos cultivares y situaciones de cultivo en los dltimos afios (Jia et al.,
2008; Sapir et al., 2008a, b). La época de floraciéon es determinante en el correcto
disefio de una plantacién, de manera que cada cultivar debe coincidir en floracién con
los posibles cultivares polinizadores (Dorsey, 1919). La época de floraciéon puede
presentar variaciones entre cultivares diferentes, pero también puede cambiar de un
afio a otro e incluso entre distintas zonas de cultivo (Hartmann y Neumiiller, 2009).
Igualmente, la incompatibilidad polen-pistilo entre cultivares pueden tener una gran
influencia en la cosecha (Ramming y Cociu, 1990). Sin embargo, no se dispone de
mucha informacién sobre las necesidades de polinizaciéon de los cultivares (Okie y
Hancock, 2008). La elecciéon de cultivares polinizadores se ha venido realizando
tradicionalmente teniendo en cuenta unicamente la coincidencia en floracién entre
cultivares, lo que en muchos casos no ha solucionado las oscilaciones de cuajado. La
determinacion de la auto(in)compatibilidad de cada cultivar y de las relaciones de
(in)compatibilidad entre cultivares podria aclarar la influencia de la polinizacién y de
la incompatibilidad polen-pistilo en los problemas de cuajado.

En este trabajo se plantea el estudio de la influencia de la polinizacién en el
cuajado en ciruelo japonés. Para ello se ha caracterizado el proceso de polinizacion y
cuajado en los principales cultivares. Por un lado, se ha determinado Ia
auto(in)compatibilidad de cada cultivar y las relaciones de (in)compatibilidad entre
los cultivares, y por otro, se ha analizado el proceso de desarrollo de los 6vulos en

relacion con el establecimiento del cuajado.
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1.6. OBJETIVOS

El objetivo de esta tesis es el estudio de las causas que provocan falta de
cuajado en algunos cultivares de ciruelo japonés. Para ello, se ha analizado el proceso
de polinizacién y cuajado de frutos en campo, la incompatibilidad polen-pistilo y el

desarrollo de los 6vulos. El trabajo se ha desglosado en tres objetivos principales:

Obijetivo 1. Polinizacién y cuajado.

Valoracién de la influencia de la polinizacion en el cuajado, caracterizando el
proceso de caida de flores y frutos en desarrollo y determinando Ila
auto(in)compatibilidad de los principales cultivares y sus necesidades de polinizaciéon

(Capitulos 2y 3).

Objetivo 2. Incompatibilidad polen-pistilo.

Caracterizacion de la (in)compatibilidad polen-pistilo entre cultivares de
ciruelo japonés y asignaciéon a sus correspondientes grupos de incompatibilidad
mediante la observaciéon al microscopio del crecimiento de tubos polinicos en
cruzamientos controlados (Capitulos 3 y 4) y mediante la determinacién de los alelos

S de incompatibilidad con técnicas moleculares (Capitulos 4 y 5).
Objetivo 3. Desarrollo de 6vulos.

Caracterizacion del desarrollo de dvulos para determinar su influencia en la
falta de cuajado, mediante la observacion al microscopio de flores de cultivares con

problemas de produccién y en cruces sometidos a diferentes tratamientos de

polinizaciéon en campo (Capitulos 6 y 7).
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2. LA POLINIZACION COMO CONDICIONANTE DEL CUAJADO EN CULTIVARES DE
CIRUELO JAPONES

RESUMEN

En algunos cultivares de ciruelo japonés se produce una caida masiva de flores y
se obtienen porcentajes de cuajado muy bajos por causas que no estan bien establecidas.
Esta situacion repercute negativamente en la cosecha y provoca grandes oscilaciones en la
produccién de un afio a otro. La polinizacién como causa de falta de cuajado no se ha
considerado tradicionalmente en la especie, aunque se conocen algunos cultivares
androestériles. Para estudiar si los bajos porcentajes de cuajado estan provocados por
problemas de polinizacidn, en este trabajo se han realizado ensayos de polinizacién y
cuajado en los 12 principales cultivares de ciruelo japonés cultivados en Espafia en la
actualidad. Los ensayos se han realizado en condiciones reales de cultivo en plantaciones
comerciales situadas en dos de las principales zonas de cultivo a nivel nacional,
Extremadura y Aragon. En cada plantacién se han realizado ensayos de polinizacion libre,
autopolinizacién y polinizacidon cruzada, en los que se ha determinado el porcentaje de
cuajado de frutos y se ha caracterizado la curva de caida de flores y frutos en desarrollo
hasta la maduracion. Se ha evaluado la presencia de insectos polinizadores y la viabilidad
del polen utilizado mediante la observacién de la germinacién del polen in vitro y en los
estigmas de las flores de cada ensayo. Los resultados mostraron una clara influencia de la
polinizacién en el cuajado, ya que en todos los ensayos de polinizacién controlada se
obtuvo un cuajado significativamente mayor que en polinizacion libre o bien no se obtuvo
cuajado. La observacidn de la germinacién del polen al microscopio ha permitido descartar
la ausencia de insectos polinizadores y la falta de viabilidad del polen como las causas
responsables de la falta de cuajado en las plantaciones estudiadas. En la mayoria de
cultivares no se obtuvo cuajado en flores autopolinizadas, y en los cruces el cuajado varié
considerablemente dependiendo del cultivar polinizador, lo que apunta a que la falta de
cuajado observada en determinados afios y plantaciones en los cultivares analizados esté
causada por problemas de autoincompatibilidad de los cultivares y de incompatibilidad

polen-pistilo entre algunos de ellos.
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2.1. INTRODUCCION

El ciruelo japonés (Prunus salicina Lindl.) es una especie con pocas
necesidades de frio y muy sensible a las heladas primaverales (Hartmann y
Neumdiller, 2009). Se cultiva en zonas templadas de todo el mundo, principalmente en
China, Estados Unidos, Chile, Espafia y Francia (FAOSTAT, 2011). La producciéon
mundial ha aumentado en las dltimas décadas (Okie y Hancock, 2008; Hartmann y
Neumtdiller, 2009) y en la actualidad se esta produciendo una importante renovaciéon
varietal en muchas zonas de cultivo, con la introduccion de nuevos cultivares
procedentes de distintos programas de mejora (Okie y Ramming, 1999; Okie y
Hancock, 2008). Desde sus comienzos en el s. XIX, los programas de mejora de ciruelo
japonés han generado un elevado nimero de cultivares. Los P. salicina originales
introducidos en California desde Japdn (Faust y Surdnyi, 1999) se hibridaron con
otros ciruelos diploides, por lo que los cultivares utilizados en la actualidad no son P.
salicina puros, sino una mezcla de hibridos de diferentes especies de ciruelos
diploides del género Prunus (Byrne, 1989; Fausty Suranyi, 1999; Okie, 2006).

El ciruelo japonés produce una cantidad de flores considerablemente mayor
que otros Prunus (Okie, 2006; Hartmann y Neumdiller, 2009). Sin embargo, en algunos
cultivares se produce una caida masiva de flores y se obtienen muy bajos porcentajes
de cuajado por causas que no estan bien establecidas (Okie y Weinberger, 1996;
Hartmann y Neumiiller, 2009). Esta situacién repercute negativamente en la cosecha y
provoca grandes oscilaciones de produccién de un afio a otro en muchos cultivares
(Okie y Weinberger, 1996; Calzoni y Speranza, 1998). La polinizacién como causa de
falta de cuajado no se ha considerado tradicionalmente en ciruelo japonés, aunque se
han descrito algunos cultivares androestériles (Herrero y Salvador, 1980; Ramming,
1995; Gonzalez, 2002). Aunque se desconocen las causas que provocan la falta de
cuajado, en los ultimos afios se ha relacionado la polinizacién con problemas de
cuajado en algunos cultivares y situaciones de cultivo (Gonzalez, 2002; Vidiella, 2002;
Jia et al., 2008; Sapir et al,, 2008a, b). Sin embargo, es dificil determinar hasta qué
punto los bajos porcentajes de cuajado obtenidos en condiciones de cultivo son
provocados por problemas de polinizacién, ya que muchos otros factores tanto

externos como internos intervienen en el establecimiento del cuajado.
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En la actualidad, los cultivares mas cultivados a nivel nacional son Angeleno,
Blackamber, Black Diamond, Black Gold, Black Star y Friar, dentro de las ciruelas de
piel negra; Earliqueen, Fortune y Larry Ann, de piel roja, y Golden Globe, Golden Japan
y Songold, de piel amarilla (Agroseguro S.A., comunicacién personal). A pesar de la
importancia econémica que han alcanzado estos cultivares, en ocasiones presentan
bajas producciones asociadas a falta de cuajado por causas que no estan bien
establecidas.

Para estudiar la influencia de la polinizacién en los bajos porcentajes de
cuajado, en este trabajo se han realizado ensayos de polinizacién y cuajado en los 12
cultivares mas cultivados en Espafia en la actualidad en diferentes plantaciones
comerciales con historiales de cuajados erraticos de dos de las principales zonas de

cultivo, Extremadura y Aragén.

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Material vegetal

En este trabajo se ha estudiado el cuajado en 12 cultivares de ciruelo japonés
en nueve plantaciones comerciales con historiales de cuajados erraticos, cinco de ellas
localizadas en Extremadura y cuatro en Aragén. Los cultivares estudiados son
Angeleno, Blackamber, Black Diamond, Black Gold, Black Star y Friar, de piel negra;
Earliqueen, Fortune y Larry Ann, de piel roja, y Golden Globe, Golden Japan y Songold,
de piel amarilla (Tabla 2.2). Ademas se han utilizado como polinizadores de los
cultivares analizados un total de 16 -cultivares localizados en las diferentes
plantaciones que coincidieron en floracién con alguno de los cultivares estudiados.
Los ensayos se realizaron entre 2007 y 2010 (Tabla 2.2). Para evaluar la influencia de
la zona de cultivo en el cuajado, tres de estos 12 cultivares (Angeleno, Larry Ann y
Songold) se evaluaron simultineamente en dos plantaciones de Extremadura y

Aragoén en los dos primeros afios (2007 y 2008) (Tabla 2.2).
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2.2.2 Polinizacién y cuajado en campo

En cada plantacion se eligieron al azar tres arboles de cada cultivar, en los que
se seleccionaron y marcaron ramas. En un grupo de ramas se dejaron las flores a
polinizaciéon libre como control. En las otras ramas seleccionadas se realizaron
diferentes tratamientos de polinizacién: autopolinizacién y polinizacién cruzada con
uno o dos cultivares presentes en la misma plantacién y coincidentes en floracién. En
cada cultivar y tratamiento, las flores de las ramas seleccionadas fueron polinizadas
manualmente; con polen del propio cultivar en las autopolinizaciones y con polen de
uno o dos cultivares en las polinizaciones cruzadas (Tabla 2.2). En todos los casos, los
tratamientos se realizaron sobre arboles adultos, salvo en el caso de ‘Songold’ en la
plantacidn de Aragén en 2007, en la que los arboles estaban en el tercer verde.

El polen utilizado en cada tratamiento se obtuvo de yemas en estado de botén
globoso, de las que se separaron las anteras, todavia sin dehiscir, de sus filamentos y
se extendieron sobre bandejas de papel (Fig. 2.1A) a temperatura ambiente durante
24-48 h hasta su dehiscencia (Fig. 2.1B). A continuacion se colé el polen usando una
malla de 0,26 mm de luz, y se congelé a -20°C hasta su uso (Fig. 2.1C). Para realizar los
distintos tratamientos de polinizacién controlada, se establecieron distintas
poblaciones de flores (Fig. 2.2A). Para ello, se seleccionaron ramas en las que
Unicamente se dejaron yemas en estado de botdn globoso, eliminando las flores
abiertas y las yemas mas atrasadas (Fig. 2.2B). A continuacién se emascularon las
yemas, eliminando anteras y pétalos y dejando tinicamente el pistilo (Fig. 2.2C), con el
fin de evitar la llegada de insectos polinizadores y asi poder controlar la polinizacién
(Free, 1964). Se emascularon entre 246 y 550 flores para las autopolinizaciones y
entre 206 y 559 para los ensayos de cruces entre cultivares (Tabla 2.2). Transcurridas
24 h desde la emasculacidn, y tras mantener a temperatura ambiente durante unos
minutos el polen previamente congelado, se polinizaron las flores emasculadas. Para
obtener una distribucién uniforme del polen en la superficie del estigma, la
polinizacion se realizé con la ayuda de un pincel (Fig. 2.2D).

Ya que la emasculacion de flores se ha relacionado con la falta de cuajado en
algunos cultivares (Capitulo 7), los ensayos de 2009 y 2010 se realizaron mediante

polinizacién suplementaria de flores no emasculadas (Williams, 1970a). Para evitar la
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llegada de insectos polinizadores, dos arboles de cada cultivar se cubrieron con
cabinas de malla de 0,8 mm de luz antes de la floracién (Fig. 2.3A). En el interior de las
cabinas se establecieron las diferentes poblaciones de flores (Fig. 2.3B), que fueron
polinizadas mediante polinizaciéon suplementaria en dias alternos hasta la apertura de
todas las flores (Rodrigo y Herrero, 2002a). La polinizaciéon suplementaria en las
autopolinizaciones consistié en polinizar por medio de un pincel limpio las flores el
dia de su antesis con el polen de sus propias anteras, mientras que en los cruces se usé
el polen previamente obtenido (Fig. 2.3C). En las autopolinizaciones se utilizaron
entre 1016 y 1763 flores en cada cultivar y en las polinizaciones cruzadas entre 121y
1626 flores (Tabla 2.2). En ramas seleccionadas de un tercer arbol de cada cultivar sin
cubrir con malla, se dejaron entre 532 y 1831 flores a polinizacién libre que se

utilizaron como control.
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Polinizacién y cuajado

A

Figura 2.1. Obtencion de polen. Anteras depositadas sobre una bandeja de papel (A). Anteras
antes (arriba), durante (derecha) y después de dehiscir (izquierda) (B). Pincel, malla y frasco
utilizados para el colado y almacenamiento de polen (C).



Capitulo 2

Figura 2.2. Ensayos de polinizacién en campo realizados mediante emasculacién de flores.
Establecimiento de poblaciones de flores (A). Yemas en estado de botén globoso (B). Flores
emasculadas (C). Polinizacidon de flores emasculadas (D).
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Polinizacién y cuajado

Figura 2.3. Ensayos de polinizacién en campo realizados mediante polinizacion suplementaria
de flores sin emascular bajo malla. Arboles cubiertos con malla para evitar la llegada de insectos
polinizadores (A). Establecimiento de poblaciones de flores (B). Polinizacién suplementaria de
flores sin emascular (C).
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Con el fin de caracterizar la caida de flores y frutos en desarrollo, en cada
ensayo se realizaron conteos semanales de flores desde la antesis hasta la maduracién
de los frutos. Los conteos se realizaron dos veces en cada rama, tomando la media de
los dos valores como valida cuando la diferencia entre ambos no fue superior al 10% y
realizando un tercer conteo cuando la diferencia entre los conteos fue superior al 10%
(Williams, 1970a). Con los datos de cada dia de conteo se calculé el porcentaje de
frutos presentes en el arbol respecto al nimero inicial de flores. Para determinar el
momento en que se produce el mayor porcentaje de frutos caidos, se calcul6 la caida
relativa, que se expresd como el porcentaje de frutos caidos cada semana respecto al

nuimero inicial de flores (Rodrigo y Herrero, 2002b).

2.2.3 Preparacion del material para el microscopio

Para determinar si la polinizacién habia sido realizada adecuadamente, tanto
por los insectos polinizadores en los ensayos de polinizaciéon libre como en la
polinizaciéon manual en el resto de ensayos, se seleccion6 un grupo de ramas de cada
tratamiento en las que se recogieron entre 40 y 50 flores cuatro dias después de la
polinizacion. Los pistilos de estas flores se fijaron en FAA [etanol (70%) : acido acético
: formaldehido (18:1:1)] (Johansen, 1940) en 2007 y 2008, y en etanol : acido acético
(3:1) (Williams et al., 1999) en 2009 y 2010. Para la preparacién del material para el
microscopio, los pistilos se lavaron tres veces a intervalos de una hora con agua
destilada, con un lavado final con sulfito sédico al 5% (p/v) a 4°C durante 24 h. Al dia
siguiente, los pistilos se autoclavaron durante 8 min a 1 kg/cm? en sulfito sédico al 5%
para ablandar los tejidos (Jefferies y Belcher, 1974) y se tifieron con azul de anilina al
0,1% en K3PO4 0,1N (v/v) para tefiir la calosa (Linskens y Esser, 1957). El material
tefiido se monté mediante aplastamiento entre portaobjetos y cubreobjetos (squash)
de los estigmas y los estilos (Rodrigo et al., 2009). A continuacién se observé la
presencia de granos de polen en la superficie estigmatica, determinando el porcentaje
de pistilos con granos de polen germinados en el estigma.

Ya que en los primeros afios de ensayos se obtuvo un porcentaje de cuajado
menor de lo esperado en algunos cruces, en 2009 y 2010 se analiz6 la viabilidad del

polen de algunos cultivares para determinar su posible influencia en el cuajado. Para
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ello, el mismo polen utilizado en las polinizaciones se sembr6 en placas de Petri de 60
x 10 mm con 3 ml de medio sé6lido de germinacién [0,3 M de azuicar, 0,6mM Ca(NO3)a,
1,6 mM H3BOs; y 0,8% de agar (Hormaza et al, 1996)]. Se dejé germinar el polen
durante 24 h a 20°C y se almacend a -20°C para detener la germinacidn. Las placas se
descongelaron durante 24 h a 4°C y se observaron mediante microscopia de campo
claro (Fig. 2.4A); para facilitar la observacién de la germinacién del polen, las placas
también se tifieron con azul de anilina al 1% (v/v) en K3P040,1 N, para teiiir la calosa
(Linskens y Esser, 1957) durante cinco minutos y se observaron con microscopia de
fluorescencia (Fig. 2.4B). La viabilidad del polen se estimé mediante el conteo de
granos de polen en tres campos de 1 cm? cada uno en dos placas por cada cultivar. En
cada campo se contaron al menos 100 granos de polen, que se consideraron
germinados cuando el tamafio del tubo polinico fue mayor o igual al didmetro del
grano de polen (Fig. 2.4C), y no germinados cuando no presentaban tubo polinico o
éste era menor que su didmetro (Fig. 2.4D). Posteriormente se calcul6 el porcentaje de
germinacion de cada cultivar mediante la media de las 6 medidas de cada cultivar
(Tabla 2.3).

La germinacién de los granos de polen se observé en un microscopio Leica
DM2500 (Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar, Alemania) que se us6 con luz
normal para las placas de viabilidad de polen sin teiiir, y con luz UV epifluorescente
con un filtro excitador BP 340-390 y un filtro de barrera LP 425 para las tinciones con

azul de anilina.
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Figura 2.4. Granos de polen germinando en medio de cultivo in vitro. Granos de polen sin tefir
observados al microscopio de campo claro (A). Granos de polen tefiidos con azul de anilina
observados al microscopio con luz ultravioleta (B). Grano de polen germinado con el tubo
polinico mayor que su didmetro (C). Grano de polen sin germinar (izquierda) y grano de polen
germinado con tubo polinico menor que su diametro (derecha) (D). Barras: 50pm.
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2.2.4 Anadlisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa SPSS 15.0 (SPSS
Inc., Chicago, USA). Se realizé6 un andlisis de varianza de una via (ANOVA) para
analizar los porcentajes de germinaciéon de polen in vitro de cada cultivar, previa
transformacion del arcoseno de la raiz cuadrada. Cuando el ANOVA genero diferencias
significativas (P<0,05), las medias se compararon con el test de Duncan.

Se utiliz6 la prueba Chi-cuadrado de Pearson sobre tablas de contingencia
para el andlisis de los porcentajes de frutos cuajados y de pistilos con granos de polen
geminados en el estigma entre los diferentes tratamientos de polinizaciéon de cada
cultivar. Cuando la prueba Chi-cuadrado de Pearson generd diferencias significativas
(P<0,05) entre los tratamientos de cada cultivar, los valores se analizaron con tablas
de contingencia 2x2, utilizando la prueba Chi-cuadrado con la correccién de Yates o el

estadistico exacto de Fisher, segtin los casos.

2.3. RESULTADOS

2.3.1 Cuajados en campo

Dentro de cada cultivar, los porcentajes de cuajado de los diferentes
tratamientos de polinizacion y de polinizaciéon libre presentaron diferencias
significativas (Tabla 2.1). El cuajado obtenido en las ramas dejadas a polinizacién libre
en los diferentes cultivares, afios y plantaciones oscilé entre 0,5 y 5,7 % (Tabla 2.2).
En los ensayos de autopolinizacién no se obtuvo cuajado en 11 de los 12 los cultivares:
Songold, Larry Ann, Angeleno, Blackamber, Black Diamond, Fortune, Earliqueen,
Golden Globe, Black Star, Golden Japan y Black Gold (Fig. 2.5A-N), pero si en Friar
(2%) (Fig. 2.50). Cinco de los 27 cruces realizados (‘Angeleno’ x ‘Larry Ann’ en
Aragoén; ‘Blackamber’ x ‘Fortune’; ‘Black Gold’ x ‘Black Diamond’; ‘Golden Globe’ x
‘Fortune’; ‘Larry Ann’ x ‘Nubiana’ en Extremadura) no presentaron cuajado o éste fue
muy bajo. En los otros 22 cruces se obtuvo un porcentaje variable de cuajado que

oscil6 entre 1,3 y 11,5 % (Tabla 2.2).
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Tabla 2.1. Prueba Chi-cuadrado de Pearson sobre tablas de contingencia para el
andlisis de los porcentajes de frutos cuajados y de pistilos con granos de polen
geminados en el estigma entre los diferentes tratamientos de polinizacién de cada

cultivar.
Pistilos con granos de
Cuajado (%) polen germinados (%)
Pearson Pearson

Aio Cultivar N gl X2 P N gl X? P

2007 Blackamber 1312 3 34,347 <0,001 20 3 * *
Songold (Aragén) 1535 3 14,736 0,002 19 3 * *
Songold (Extremadura) 2163 3 49,377 <0,001 20 3 2,937 0,402

2008 Angeleno (Aragdn) 2654 2 46,881 <0,001 16 2 2,809 0,246
Larry Ann (Aragén) 2781 3 10,256 0,017 31 3 3655 0,301
Angeleno (Extremadura) 2636 2 53,406 <0,001 18 2 * *
Larry Ann (Extremadura) 3146 3 85,309 <0,001 22 3 3,132 0,372

2009 Black Diamond 3902 2 63,87 <0,001 27 2 1935 0,38
Fortune 3047 3 45,134 <0,001 32 3 * *
Golden Globe 5931 3 128,676 <0,001 40 3 6,547 0,088
Earliqueen 4503 3 76,682 <0,001 40 3 5873 0118

2010 Friar 6177 3 110,615 <0,001 49 3 7,177 0,066
Golden Japan 6570 3 338,04 <0,001 55 3 3,332 0,343
Black Gold 6397 3 17,823 <0,001 37 3 8075 0,044
Black Star 6360 3 154,984 <0,001 44 3 2942 041

*No se calcul6 la Chi-cuadrado de Pearson porque los datos fueron constantes (100% de
pistilos con granos de polen germinados en todos los tratamientos del cultivar).
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El cuajado superd significativamente al obtenido en polinizacién libre en 14
de los cruces, mientras que en otros cuatro (‘Earliqueen’ x ‘Ambra’; ‘Friar’ x ‘Larry
Ann’; ‘Larry Ann’ x ‘Angeleno’ en Aragén; ‘Larry Ann’ x ‘Nubiana’ en Aragén) los
porcentajes fueron similares a los de polinizacidn libre, y en dos casos (‘Angeleno’ x *
Larry Ann’ y ‘Songold’ x ‘Golden Plum’, ambos en Extremadura) el cuajado obtenido en
el cruce fue significativamente menor que el obtenido en la polinizaciéon libre (Tabla
2.1).

El establecimiento del cuajado definitivo tuvo una duraciéon variable
dependiendo del cultivar. Mientras que en la mayoria de cultivares la caida de flores y
frutos en desarrollo se complet6 entre la quinta y séptima semana después de antesis
[Angeleno (Aragén y Extremadura), Blackamber, Black Gold, Fortune, Friar, Golden
Globe, Golden Japan, Larry Ann (Aragéon y Extremadura), y Songold (Aragén y
Extremadura)] (Fig. 2.6), en otros cultivares no se completd hasta dos o tres semanas
mas tarde, entre la octava y la décima semana después de antesis (Black Diamond,
Black Star y Earliqueen) (Fig. 2.6H, ], L). En cada cultivar, las curvas de caida de
polinizacién libre y de los distintos tratamientos de polinizacién presentaron el
mismo patrén, completandose la caida de todas las poblaciones de flores en la misma
semana, salvo en los cruces realizados sobre flores emasculadas de algunos cultivares
[Angeleno (Aragén y Extremadura) y Larry Ann (Aragén)], en los que la caida se
completd antes que en las flores dejadas a polinizacién libre.

La curva de caida de flores y frutos presentd en general dos picos principales
de caida; en el primero se cayeron entre 30 y 70 % de las flores y frutos en desarrollo,
y en el segundo entre 10 y 55%. Sin embargo, los picos de caida tuvieron lugar en
momentos distintos dependiendo de los cultivares. En ocho cultivares [Angeleno
(Extremadura), Blackamber, Fortune, Friar, Golden Globe, Larry Ann (Aragén y
Extremadura) y Songold (Aragén)], la primera caida se produjo entre la segunda y
tercera semana tras la antesis y la segunda entre la quinta y la sexta semana. Otros

cinco cultivares [Angeleno (Aragén), Black Diamond, Black Gold, Black Star y
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Earliqueen], también presentaron dos picos de caida, pero éstos tuvieron lugar varias
semanas después: el primer pico entre la tercera y quinta semana tras la antesis y el
segundo pico entre la séptima y la novena semana (Fig. 2.6). En los otros dos
cultivares [Songold (Extremadura) (Fig. 2.6B) y Golden Japan (Fig. 2.6M)] la caida fue
mas homogénea durante las primeras semanas y sélo se observd un pico de caida

entre la quinta y la séptima semana tras la antesis.
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Tabla 2.2. Ensayos de polinizacion realizados sobre 12 cultivares de ciruelo japonés (2007-
2010). Afio de ensayo, localizacién de la plantacion, cultivar analizado, tratamiento, nimero de
flores, nimero de frutos, porcentaje de cuajado y porcentaje de pistilos con granos de polen
germinados en el estigma. E, emasculacién; S, polinizacion suplementaria. Valores con letras
diferentes indican diferencias significativas (P<0,05) entre los diferentes tratamientos de
polinizacién de cada cultivar.

Ao Localizacion (Plantacion) Flores Frutos Cuajado Pistilos con
Cultivar (n9) (n9) (%) polen
Tratamiento germinado (%)
2007 Aragén (Calatorao)
Blackamber
Polinizacién libre 532 14 2,6a 100
Autopolinizacion (E) 246 2 0,8 ac 100
x Black Diamond (E) 285 21 7,4b 100
x Fortune (E) 249 0 Oc 100
Songold
Polinizacién libre 579 3 0,5a 100
Autopolinizacion (E) 322 1 0,3a 100
x Blackamber (E) 332 11 33b 100
x Golden Plumza (E) 302 5 1,6 ab 100
Extremadura (Valdivia)
Songold
Polinizacién libre 1020 42 4,1a 100
Autopolinizacién (E) 253 0 0b 80
x Golden Plum (E) 555 11 19c 100
x Fortune (E) 335 33 9,8a 100
2008 Aragén (Albalate de Cinca)
Angeleno
Polinizacién libre 1778 66 3,7a 57
Autopolinizacion (E) 442 0 0b 0
x Larry Ann (E) 434 1 02b 43
Larry Ann
Polinizacioén libre 1548 19 1,2a 56
Autopolinizacion (E) 413 0 0b 86
x Angeleno (E) 413 6 1,5a 87
x Nubiana (E) 407 6 1,5a 57
Extremadura (Guarefia)
Angeleno
Polinizacién libre 1674 96 57a 100
Autopolinizacién (E) 499 0 0b 100
x Larry Ann (E) 463 14 3¢ 100
Larry Ann
Polinizacioén libre 1664 12 0,7 a 100
Autopolinizacion (E) 493 1 0,2a 80
x Angeleno (E) 488 36 7,3b 100
x Nubiana (E) 501 1 0,2a 100
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Ailo Localizacion (Plantacion) Flores Frutos Cuajado Pistilos con
Cultivar (n9) (n9) (%) polen
Tratamiento germinado (%)
2009 Aragén (La Almunia de Dofia
Black Diamond
Polinizacién libre 1622 20 1,2a 67
Autopolinizacién (S) 1763 0 0b 92
x Fortune (S) 517 21 41c 87
Fortune
Polinizacién libre 1514 30 2a 100
Autopolinizacién (S) 1016 0 0b 100
x Ambra (S) 396 13 3,3ac 100
x Black Diamond (S) 121 6 5¢ 100
Extremadura
Earliqueen
Polinizacion libre 1831 54 29a 80
Autopolinizacién (S) 1562 2 0,1b 100
x Ambra (S) 570 18 3,2ac 100
x Angeleno (S) 540 28 52c 100
Extremadura (Alcazaba)
Golden Globe
Polinizacién libre 1611 58 3,6a 82
Autopolinizacion (S) 1222 4 03b 78
x Angeleno (S) 1559 79 51a 62
x Fortune (S) 1539 4 0,2b 100
2010 Aragén (La Almunia de Dofia
Friar
Polinizacion libre 1576 15 1,0a 78
Autopolinizacién (S) 1522 26 1,7 a 100
x Golden Japan (S) 1613 106 6,6 b 100
x Larry Ann (S) 1466 19 1,3a 100
Golden Japan
Polinizacion libre 1643 31 1,9a 100
Autopolinizacion (S) 1742 6 03b 87
x Friar (S) 1626 160 98¢ 89
x Ambra (S) 1559 180 11,5¢ 80
Extremadura
Black Gold
Polinizacién libre 1606 40 2,5a 75
Autopolinizacién (S) 1613 3 0,2b 60
x Black Diamond (S) 1583 3 0,2b 100
x Fortune (S) 1595 96 6,0c 100
Black Star
Polinizacién libre 1799 14 0,8a 89
Autopolinizacién (S) 1471 3 0,2b 100
x Larry Ann (S) 1488 97 6,5c 100
x Black Diamond (S) 1602 52 3,2d 92
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Figura 2.5. Porcentaje de cuajado en ensayos de polinizacién libre, autopolinizacién y
polinizacién cruzada (2007-2010) en los cultivares de ciruelo japonés Songold (A y B), Larry
Ann (Cy D), Angeleno (E y F), Blackamber (G), Black Diamond (H), Fortune (I), Earliqueen (J),
Golden Globe (K), Black Star (L), Golden Japan (M), Black Gold (N) y Friar (O).
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Figura 2.6. Cuajado y caida relativa de ensayos de polinizacién libre, autopolinizacién y
polinizacién cruzada (2007-2010) en los cultivares de ciruelo japonés Songold (A y B), Larry
Ann (Cy D), Angeleno (E y F), Blackamber (G), Black Diamond (H), Fortune (I), Earliqueen (J),
Golden Globe (K), Black Star (L), Golden Japan (M), Black Gold (N) y Friar (O).
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2.3.2 Germinacion y viabilidad de polen

En la mayoria de flores de los distintos tratamientos, tanto las polinizadas
manualmente como las dejadas a polinizacion libre, se apreciaron granos de polen
bien hidratados y germinados en el estigma, con las aberturas de los colpos y el tubo
polinico perfectamente visibles (Fig. 2.7A), (Tabla 2.2). El porcentaje medio de pistilos
con granos de polen germinados de las polinizaciones manuales fue mayor (89,3 %)
que en los pistilos de polinizacién libre (85,4 %). Dentro de cada cultivar, los
porcentajes de pistilos con granos de polen germinados de los diferentes tratamientos
de polinizacién y de polinizacidn libre no presentaron diferencias significativas (Tabla
2.1). Sin embargo, un porcentaje elevado de flores de ‘Angeleno’, tanto
autopolinizadas como polinizadas con ‘Larry Ann’, presentaron granos de polen sin
germinar en el ensayo de Aragéon en 2008 (Fig. 2.7B). Esta situaciéon pudo deberse a
problemas en la receptividad de las flores o a falta de viabilidad del polen, por lo que
en los afios siguientes se estudi6 la viabilidad de cada polen utilizado a través de su
germinacion in vitro.

Mientras que todos los cultivares analizados en 2009 y 2010 presentaron una
gran cantidad de granos de polen en sus anteras (Fig. 2.7A), el porcentaje de
germinacion del polen in vitro presentd diferencias significativas entre cultivares (F =
40,338, gl. = 11, P < 0,001), oscilando entre 11,1 y 80,1 % (Tabla 2.3). El porcentaje
medio de germinacion fue 37,1 % (Tabla 2.2), siendo el polen de ‘Fortune’ el que

presento el porcentaje mas alto (80,1%), y el de ‘Black Gold’ el mas bajo (11,1%).
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Capitulo 2

Figura 2.7. Germinacién del polen en el estigma. Granos de polen hidratados y germinados (A).
Granos de polen sin germinar (B). Barra: 50um.

Tabla 2.3. Germinaciéon de polen en cultivo in vitro de los cultivares de ciruelo japonés
utilizados en los ensayos de 2009 y 2010. Valores con letras diferentes indican diferencias
significativas (P<0,05).

Localizacion (Plantacion)

Germinacion de

Afo Cultivar polen (%)
2009  Aragoén (La Almunia de Dofia Godina)
Ambra 252+19c
Fortune 22+29c
Extremadura (Pueblonuevo del Guadiana)
Ambra 13,6 x4 ab
Earliqueen 355+3,6d
Extremadura (Alcazaba)
Angeleno 43,1 + 2,6 de
Fortune 45,8 + 1,9 de
Golden Globe 36+2d
2010 Extremadura (Valdelacalzada)
Black Diamond 19,3+ 1,8bc
Black Gold 11,1+0,8a
Black Star 44,4 + 45 de
Fortune 80,1+54f
Larry Ann 50,1+4e
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2.4. DISCUSION

Los resultados obtenidos en los ensayos de polinizacién en campo mostraron
una clara influencia de la polinizaciéon en el cuajado en los cultivares de ciruelo
japonés analizados. La observacion de la germinacién del polen al microscopio ha
permitido descartar la ausencia de insectos polinizadores y la falta de viabilidad del
polen como las causas responsables de la falta de cuajado en las plantaciones
estudiadas. Ya que en la mayoria de cultivares no se obtuvo cuajado en flores
autopolinizadas y que en los cruces entre cultivares el cuajado varié
considerablemente dependiendo del cultivar polinizador utilizado, la falta de cuajado
apunta a un problema de autoincompatibilidad de los cultivares y de incompatibilidad
polen-pistilo entre algunos de ellos.

La polinizacién condiciond el cuajado en los cultivares estudiados, ya que se
encontraron importantes variaciones de cuajado dependiendo del cultivar utilizado
como polinizador, como también se ha visto en los cultivares Zuili plum (Jia et al.,
2008), y Black Diamond, Royal Zee y Songold (Sapir et al., 2008a). Aunque se ha visto
que tanto el tipo y cantidad de insectos polinizadores como el niumero de visitas de
éstos a las flores tienen gran influencia sobre el cuajado en ciruelo japonés (Calzoni y
Speranza, 1996, 1998), las diferencias de cuajado encontradas en los ensayos
realizados no se debieron a la falta de transporte del polen al estigma en las flores
dejadas a polinizacion libre ni a falta de viabilidad del polen utilizado en las
polinizaciones manuales, ya que se observaron granos de polen germinados en la
mayoria de flores. En un tnico cultivar, Angeleno, en la plantacién de Aragén en 2008,
se observd falta de germinacion de polen en las flores polinizadas manualmente de los
diferentes tratamientos, lo que pudo deberse a falta de receptividad en las flores en el
momento de la polinizacién o a falta de viabilidad del polen utilizado.

Los porcentajes de cuajado obtenidos tanto en polinizacién libre como en los
distintos tratamientos de polinizacién controlada son similares a los observados en
otros cultivares de ciruelo japonés (Beppu et al., 2005, 2010b; Jia et al., 2008; Sapir et
al., 2008b), pero menores a los observados en otras especies frutales de Prunus como
albaricoquero (Rodrigo y Herrero, 2002a), almendro (Kester y Griggs, 1959) o cerezo

(Hedhly et al., 2007). Sin embargo, porcentajes de cuajado relativamente bajos pueden
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dar lugar a buenas producciones en ciruelo japonés, ya que esta especie produce una
cantidad de flores considerablemente mdas alta que otros Prunus (Okie, 2006;
Hartmann y Neumiiller, 2009).

Mientras que la autopolinizacién de las flores aumenté el cuajado respecto al
obtenido en polinizacién libre en el caso de ‘Friar’, en el resto de cultivares no se
obtuvo cuajado en flores autopolinizadas, lo que apunta a problemas de
autoincompatibilidad en la mayoria de los cultivares analizados. En la mayoria de los
cruces entre cultivares o bien se obtuvo un cuajado significativamente mayor que el
de las flores control dejadas a polinizacién libre o bien no se obtuvo cuajado, lo que
también apunta a problemas de incompatibilidad polen-pistilo entre cultivares, como
ocurre en otras especies de Prunus como albaricoquero (Burgos et al., 1993; Rodrigo y
Herrero, 1996), almendro (Tao et al.,, 1997; Socias i Company y Alonso, 2004) o cerezo
(Crane y Lawrence, 1929).

En algunos cruzamientos realizados sobre el mismo cultivar en plantaciones
diferentes se encontraron resultados aparentemente contradictorios. En el cultivar
Songold, el cuajado fue similar al de otros cultivares en una de las plantaciones, pero
considerablemente menor en la otra. El hecho de que los arboles de esta plantaciéon no
hubieran alcanzado la plena produccién podria explicar estas diferencias de cuajado.
Los arboles jovenes tardan varios afios en alcanzar la plena producciéon y pueden
tener un comportamiento diferente al de arboles adultos (Sedgley y Griffin, 1989). Los
diferentes cuajados obtenidos en arboles de diferente edad del mismo cultivar
indicarfan que la menor cosecha obtenida en arboles jovenes no se deberia
Unicamente al menor nimero de flores, sino también a un menor porcentaje de
cuajado.

Aunque la ausencia o aumento de cuajado en general apunta a relaciones de
incompatibilidad o compatibilidad polen-pistilo, en ‘Angeleno’ en una de las dos
plantaciones se obtuvieron cuajados muy bajos o nulos en todos los tratamientos
realizados de forma manual. Ademas, en el cruce ‘Angeleno’ x ‘Larry Ann’ no se obtuvo
cuajado en una de las plantaciones pero si en la otra, aunque fue inferior al cuajado
obtenido en polinizacién libre. Asi, otros factores podrian estar involucrados en la
falta de cuajado observada en este cultivar. En algunos cultivares, la emasculacién de

flores provoca cuajados muy bajos o incluso ausencia total de frutos (Capitulo 7), lo
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que podria explicar los bajos cuajados observados en este cultivar. El establecimiento
de las relaciones de compatibilidad entre estos cultivares y el estudio de la influencia
de la emasculacién de flores en el cuajado de fruto podria aclarar las diferencias de
cuajado encontradas en este cruce.

El mayor porcentaje de caida de flores y frutos en desarrollo tuvo lugar en las
cuatro semanas después de antesis, como ocurre en otros Prunus como albaricoquero
(Rodrigo y Herrero, 2002b), almendro (Kester y Griggs, 1959), cerezo (Bradbury,
1929), guindo (Lech y Tylus, 1983) y melocotonero (Harrold, 1935). En Prunus se han
descrito tres picos importantes de caida hasta el establecimiento del cuajado
definitivo. El primero se produce generalmente en las dos semanas siguientes a la
antesis, y se ha atribuido a falta de polinizacién (Harrold, 1935) o fecundacién
(Sedgley y Griffin, 1989). La segunda caida importante se produce un mes después de
la antesis, con el establecimiento del cuajado inicial y la caida de todas las flores que
quedaban en el arbol sin haber sido fecundadas. Estos dos picos de caida se han
observado en los cultivares de ciruelo japonés analizados en este trabajo, aunque el
momento en que se produjeron fue muy variable entre cultivares. Sin embargo, el
tercer pico de caida observado en otros Prunus en algunos afios (Kester y Griggs,
1959) o cultivares (Lech y Tylus, 1983), que se ha relacionado con la competencia
entre frutos en desarrollo, no se ha encontrado, en ninguno de los cultivares
estudiados, como tampoco se ha encontrado en cultivares de albaricoquero (Rodrigo y
Herrero, 2002b; Rodrigo et al., 2009).

El patréon de caida de cada cultivar se mantuvo con independencia del
tratamiento o del polen utilizado, salvo en los cruces realizados sobre flores
emasculadas en algunos cultivares [Angeleno (Aragéon y Extremadura) y Larry Ann],
en los que la caida se complet6 antes que en la poblacién control de polinizacién libre.
En algunos cultivares, la emasculacién de las flores provoca su caida prematura
(Capitulo 7), lo que podria explicar el comportamiento observado en estos cultivares.
En los tratamientos realizados sobre flores emasculadas en el resto de cultivares y en
todos los tratamientos realizados mediante polinizacién suplementaria, el patréon de
caida dentro de cada cultivar fue similar entre los distintos tratamientos y las flores
control de polinizaciéon libre. Sin embargo, existieron diferencias importantes entre

cultivares en el momento en que se estabiliz6 la caida, con una variacién de hasta
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cuatro semanas en el establecimiento del cuajado final dependiendo del cultivar. El
diferente comportamiento observado entre cultivares podria estar relacionado con el
diferente origen genealdgico de cada cultivar, ya que los cultivares de ciruelo japonés
cultivados en la actualidad no pertenecen a una sola especie sino que son el resultado
de hibridaciones interespecificas de la especie original P. salicina con otros ciruelos
diploides como P. americana, P. angustifolia, P. besseyi, P. cerasifera, P. hortulana, P.
munsoniana, P. nigra y P. simonii (Byrne, 1989; Faust y Suranyi, 1999; Okie, 2006).

La polinizacién present6 una clara influencia en el cuajado final en los
principales cultivares de ciruelo japonés. Se ha podido descartar la falta de viabilidad
de polen y la ausencia de insectos polinizadores como causas de la falta de cuajado en
los ensayos realizados. El hecho de que en la mayoria de tratamientos de
autopolinizacién no se obtuvo cuajado, junto a que en algunos cruces entre cultivares
tampoco se obtuvo cuajado mientras que en otros se produjo un aumento de cuajado,
apunta a un problema de autoincompatibilidad y de relaciones de (in)compatibilidad
entre cultivares. En el siguiente capitulo se va a determinar la auto(in)compatibilidad
de cada cultivar y las relaciones de (in)compatibilidad entre cultivares mediante la
observacion del crecimiento de tubos polinicos en cruces controlados y mediante la

identificacién de los alelos S de incompatibilidad usando marcadores moleculares.
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3. AUTOINCOMPATIBILIDAD Y FALTA DE CUAJADO EN CULTIVARES DE CIRUELO
JAPONES. SELECCION DE CULTIVARES POLINIZADORES

RESUMEN

Para determinar si la incompatibilidad polen-pistilo esta relacionada con
situaciones de falta de cuajado en ciruelo japonés, en este trabajo se ha evaluado la
auto(in)compatibilidad de los 12 cultivares de mayor importancia en Espafia
mediante la observacion del crecimiento de tubos polinicos en flores autopolinizadas
en campo y en laboratorio. En cada plantaciéon también se han analizado las relaciones
de (in)compatibilidad polen-pistilo entre los diferentes cultivares coincidentes en
floracion. Para ello se ha realizado el seguimiento del crecimiento de los tubos
polinicos en flores de cruces controlados y se ha identificado el genotipo S de cada
cultivar mediante PCR. Los resultados obtenidos han confirmado la
autoincompatibilidad de 9 de los cultivares analizados (Blackamber, Black Gold, Black
Star, Earliqueen, Fortune, Golden Globe, Golden Japan, Larry Ann y Songold) y la
autocompatibilidad del cultivar Friar, corroborando los resultados de los ensayos de
cuajado en campo (Capitulo 2). La determinacion de las relaciones de
incompatibilidad polen-pistilo entre los cultivares ha permitido seleccionar, para cada
cultivar autoincompatible, al menos un cultivar polinizador compatible y coincidente

en floracién en cada plantacion.

69



3.1. INTRODUCCION

El ciruelo japonés (Prunus salicina Lindl.) produce un elevado nimero de
flores, mucho mayor que otros Prunus (Okie, 2006; Hartmann y Neumiiller, 2009). Sin
embargo, en algunos cultivares se produce una caida masiva de flores que provoca
grandes oscilaciones de cuajado entre afios sin que las causas estén bien establecidas
(Okie y Weinberger, 1996; Hartmann y Neumiiller, 2009). En los dltimos afios, estos
cuajados erraticos han sido relacionados con la polinizaciéon en algunos cultivares y
situaciones de cultivo (Gonzalez, 2002; Vidiella, 2002; Jia et al, 2008; Sapir et al.,
2008a, b). En el capitulo anterior, la falta de cuajado se ha relacionado con la
polinizacion en cultivares ampliamente utilizados en la actualidad, tanto de piel negra
(Angeleno, Blackamber, Black Diamond, Black Gold, Black Star y Friar), como de piel
roja (Earliqueen, Fortune y Larry Ann) y amarilla (Golden Globe, Golden Japan y
Songold). En ensayos realizados en campo, la falta de cuajado observada en flores
autopolinizadas de la mayoria de estos cultivares apunta a un problema de
autoincompatibilidad (Capitulo 2).

Tradicionalmente, algunos cultivares de ciruelo japonés se han considerado
autoincompatibles (Okie y Weinberger, 1996) y otros autocompatibles (Crane y
Lawrence, 1929; Ramming y Cociu, 1990; Beppu et al, 2005). Sin embargo, la
auto(in)compatibilidad no se ha estudiado en muchos cultivares, por lo que se
desconoce el fenotipo y las relaciones de (in)compatibilidad de la mayoria de
cultivares. En polinizaciones controladas entre cultivares se han obtenido cuajados
muy variables dependiendo del cultivar polinizador, lo que también apunta a
relaciones de incompatibilidad entre cultivares (Capitulo 2). Sin embargo, es dificil
determinar hasta qué punto los bajos porcentajes de cuajado obtenidos en
condiciones de cultivo son provocados por problemas de polinizacién, ya que muchos
otros factores, tanto externos como internos, intervienen en el establecimiento del
cuajado.

La autoincompatibilidad es un mecanismo que impide la autofecundacién y
promueve el cruce entre genotipos diferentes (De Nettancourt, 2001). El ciruelo
japonés, como otras especies del género Prunus, presenta un sistema de

autoincompatibilidad de tipo gametofitico, que se manifiesta por la parada del
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crecimiento de los tubos polinicos en el estilo en las reacciones incompatibles,
impidiendo la llegada de los tubos polinicos al ovario y la fecundaciéon (De
Nettancourt, 2001). En el género Prunus, esta reaccion esta determinada por un locus
polimorfico, el locus S, con dos genes ligados que codifican el fenotipo del polen (SFB)
y del pistilo (SRNasa) (revisado en Yamane y Tao, 2009; Tao e lezzoni, 2010). Tras la
polinizacion, si el alelo S que se expresa en el polen (haploide) coincide con uno de los
dos alelos S expresados en el pistilo (diploide), el crecimiento del tubo polinico se
detiene a causa de la reaccion de autoincompatibilidad. Por otro lado, cuando el alelo S
del polen es distinto a los expresados en el pistilo, no se produce la reaccién de
autoincompatibilidad y el tubo polinico contintia su crecimiento a través del estilo
hacia el ovario. Este mecanismo condiciona también la compatibilidad entre
cultivares, ya que cultivares autoincompatibles con el mismo genotipo S son también
incompatibles entre si.

Existen distintas aproximaciones para determinar las relaciones de
(in)compatibilidad entre cultivares: mediante ensayos de polinizacién y cuajado en
campo, mediante la observacion del crecimiento de tubos polinicos y mediante la
determinacion de los alelos S de incompatibilidad con técnicas moleculares. La
auto(in)compatibilidad y las relaciones de (in)compatibilidad entre cultivares han
sido determinadas mediante ensayos de cuajado en campo en otros Prunus como
cerezo (Crane y Lawrence, 1929), almendro (Kester et al, 1994), albaricoquero
(Rodrigo y Herrero, 2002a) o melocotonero (Arbeloa et al., 2006). Sin embargo, los
resultados de cuajado en campo pueden verse afectados por factores externos que
pueden enmascarar la respuesta de incompatibilidad, lo que hace necesario repetir los
ensayos en afios diferentes o completarlos con ensayos de microscopia y/o mediante
la determinacion de los alelos S de incompatibilidad.

La incompatibilidad polen-pistilo también puede determinarse mediante la
observacion al microscopio del crecimiento de los tubos polinicos a lo largo del estilo
en flores de cruces controlados, como se ha estudiado en otros Prunus como
albaricoquero (Rodrigo y Herrero, 1996; Burgos et al., 1997), almendro (Dicenta et al.,
2002; Alonso y Socias i Company, 2005), cerezo (Hormaza y Herrero, 1996a; Hedhly
et al,, 2004) y ciruelo japonés (Vidiella, 2002). El seguimiento del crecimiento de los

tubos polinicos se puede realizar en flores recogidas del arbol en los dias siguientes a
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la polinizacién. Sin embargo, el crecimiento de los tubos polinicos puede verse
afectado por las condiciones ambientales, lo que puede enmascarar los resultados de
incompatibilidad (Stephenson et al., 1992; Delph et al., 1997; Hedhly et al., 2004). En
otros Prunus como albaricoquero (Austin et al., 1998), almendro (Socias i Company et
al, 1976), cerezo (Hedhly et al, 2003), ciruelo europeo (Thompson y Liu, 1973;
Jefferies et al., 1982; Keulemans y Van Laer, 1989), guindo (Cerovi¢ y Ruzi¢, 1992) y
melocotonero (Hedhly et al., 2005), se ha visto que las altas temperaturas aceleran el
crecimiento de los tubos polinicos. Para reducir la influencia de los factores externos
en el crecimiento de los tubos polinicos, los cruces se pueden realizar en laboratorio
mediante el cultivo semi in vivo de flores, como se ha hecho en albaricoquero (Rodrigo
y Herrero, 1996), almendro (Socias i Company y Alonso, 2004), cerezo (Hormaza y
Herrero, 1996a; Hedhly et al., 2003, 2004) y melocotonero (Hedhly et al., 2005).

Los ensayos de polinizaciéon y cuajado en campo, y la observacion del
crecimiento de los tubos polinicos al microscopio se pueden complementar con la
determinacion de los alelos S de incompatibilidad mediante PCR. Esta técnica utiliza
ADN como material de partida, por lo que se puede realizar utilizando otros tejidos de
la planta, ademas de las flores, y por lo tanto puede realizarse en cualquier época del
afio. La identificacién y caracterizacion de las SRNasas estilares en ciruelo japonés
(Yamane et al., 1999) permiti6 establecer metodologias similares a las desarrolladas
en cerezo (Tao et al.,, 1999), almendro (Tamura et al., 2000) o albaricoquero japonés
(Yaegaki et al., 2001) para determinar los alelos S mediante PCR (Beppu et al.,, 2002,
2003; Halasz et al., 2007; Sapir et al., 2004, 2008a, b; Zhang et al., 2008). El método de
deteccion de los diferentes alelos S se basa en que las SRNasas tienen intrones de
diferentes tamafios, lo que permite identificar fragmentos de PCR correspondientes a
cada alelo S mediante el uso de cebadores de las zonas conservadas de la secuencia,
realizandose una identificaciéon por tamanos de los fragmentos obtenidos (Tao et al.,
1999).

En este capitulo se ha analizado la auto(in)compatibilidad de 12 cultivares de
ciruelo japonés localizados en diferentes plantaciones con historiales de cuajados
erraticos. Para ello, en cada cultivar se ha observado el crecimiento de los tubos
polinicos en flores autopolinizadas, relacionandolo con los resultados de cuajado

obtenidos en campo (Capitulo 2). En cada plantacién también se ha determinado la
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(in)compatibilidad entre los diferentes cultivares coincidentes en floracién mediante
el seguimiento de los tubos polinicos en flores de cruces controlados y la deteccién de

alelos S de incompatibilidad mediante PCR.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Material vegetal

En este trabajo se han estudiado 12 cultivares de ciruelo japonés situados en
nueve plantaciones comerciales con historiales de cuajados erraticos, cinco de ellas
localizadas en Extremadura y cuatro en Aragoén (Capitulo 2). Los cultivares estudiados
son Angeleno, Blackamber, Black Diamond, Black Gold, Black Star y Friar, de piel
negra; Earliqueen, Fortune y Larry Ann, de piel roja, y Golden Globe, Golden Japan y
Songold, de piel amarilla (Tabla 3.1). Tres de estos 12 cultivares (Angeleno, Larry Ann
y Songold), han sido evaluados en dos plantaciones distintas. En cada plantacion se
han analizado también las relaciones de (in)compatibilidad entre estos 12 cultivares y
otros cultivares coincidentes en floracién en cada plantacién, por lo que de algunos
cultivares se ha analizado material vegetal de diferentes procedencias: Angeleno (tres
plantaciones), Ambra (dos plantaciones), Black Diamond (tres plantaciones), Fortune
(cinco plantaciones), Larry Ann (cuatro plantaciones), Nubiana (dos plantaciones) y
Songold (dos plantaciones). En el resto de cultivares, Blackamber, Black Gold, Black
Star, Earliqueen, Friar, Golden Globe, Golden Japan, Golden Plum, Golden Plumza y

Santa Rosa, el material vegetal procedi6 de una sola plantacién (Tabla 3.1).

3.2.2 Polinizaciones en campo

De cada plantacién y cultivar se eligieron al azar tres arboles, en los que se
seleccionaron y marcaron ramas. Un grupo de ramas se dejé a polinizacién libre
(Capitulo 2), y en las otras ramas seleccionadas se efectuaron diferentes tratamientos
de polinizacién: autopolinizacién y polinizacion cruzada con uno o dos cultivares
presentes en la misma plantacion y coincidentes en floraciéon. En cada cultivar y

tratamiento se seleccionaron ramas hasta completar entre 40 y 80 flores, que fueron
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polinizadas manualmente con polen del propio cultivar en las autopolinizaciones y
con polen de otros cultivares en las polinizaciones cruzadas. En los ensayos realizados
en 2007 y 2008, las flores fueron emasculadas y polinizadas 24 h mas tarde con el
polen correspondiente (Tabla 3.1) con la ayuda de un pincel. El polen utilizado se
obtuvo siguiendo el protocolo descrito previamente (Apartado 2.2.2, Capitulo 2). Ya
que la emasculacion de flores se ha relacionado con la falta de cuajado en algunos
cultivares (Capitulo 7), los ensayos de 2009 y 2010 se realizaron mediante
polinizaciéon suplementaria de flores no emasculadas (Apartado 2.2.2, Capitulo 2).
Cuatro dias después de la polinizacién se recogieron las flores de las ramas de cada
tratamiento y se fijaron los pistilos, en FAA [etanol (70%): acido acético: formaldehido
(18:1:1)] (Johansen, 1940) en 2007 y 2008, y en etanol : acido acético (3:1) (Williams

etal,1999) en 2009 y 2010 para su posterior observacién en el microscopio.

3.2.3 Polinizaciones en laboratorio

Las autopolinizaciones y cruces realizados en campo (Tabla 3.1) también se
realizaron en el laboratorio en cultivo semi in vivo. Para ello, se recogieron flores en
estado de botén globoso de cada cultivar, se emascularon y se colocaron sobre
espuma de florista himeda a temperatura ambiente (Fig. 3.1) (Hormaza y Herrero,
1996a; Rodrigo y Herrero, 1996; Hedhly et al.,, 2004, 2005). Se utilizaron entre 20 y 30
flores por cruce, que 24 h después de la emasculacién fueron polinizadas
manualmente con polen obtenido siguiendo el método descrito en el apartado 2.2.2
(Capitulo 2). Se realizaron autopolinizaciones de 12 cultivares, en tres de ellos con
flores de dos plantaciones distintas, y 24 cruces (Tabla 3.1). Para su posterior
observacion al microscopio, los pistilos fueron fijados 72 h después de la polinizacidn,
en FAA [etanol (70%): acido acético: formaldehido (18:1:1)] (Johansen, 1940) en
2007 y 2008, y en etanol : acido acético (3:1) (Williams et al., 1999) en 2009 y 2010.
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Capitulo 3

Figura 3.1. Flores emasculadas sobre espuma de florista humeda.

3.2.4 Preparacion de muestras para el microscopio

Los pistilos fijados de los ensayos de campo y de laboratorio fueron
sometidos al mismo protocolo de preparacién para su observacion al microscopio
(Apartado 2.2.3, Capitulo 2). Los pistilos fueron lavados tres veces a intervalos de 1h
con agua destilada y sometidos a un lavado final en sulfito sédico al 5% a 4°C durante
24h. Al dia siguiente, los pistilos fueron autoclavados a 1 kg/cm? durante 8 min en
sulfito sédico al 5% para ablandar los tejidos (Jefferies y Belcher, 1974), y teflidos con
azul de anilina al 0,1% en K3PO4 0,1N (v/v) para tefiir la calosa (Linskens y Esser,
1957).

En cada cruce se determind el porcentaje de pistilos con granos de polen
germinados en el estigma y se siguio el crecimiento de los tubos polinicos a lo largo
del estilo. Se descartaron los pistilos con pocos granos de polen germinados en el
estigma o con las estructuras del pistilo degeneradas. Se consideraron relaciones
incompatibles cuando los tubos polinicos detuvieron su crecimiento en el tercio

superior del estilo (Fig. 3.2A), y relaciones compatibles cuando los tubos polinicos
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crecieron a lo largo del pistilo (Fig. 3.2B) hasta la base del estilo alcanzando la entrada
del ovario (Fig. 3.2C). La germinacién de los granos de polen y el crecimiento de los
tubos polinicos se observaron en un microscopio Olympus BH2 (Olympus Optical Co,
Tokyo, Japan) equipado con luz UV y epifluorescencia, con un filtro excitador BP

355/425 y un filtro de barrera LP 470 (Fig. 3.2).

3.2.5 Identificaciéon de alelos S mediante PCR

El ADN gendémico de las 31 accesiones estudiadas, incluyendo los cultivares
analizados y los polinizadores utilizados en cada plantacion, fue extraido de hojas
jovenes siguiendo el protocolo descrito por Doyle y Doyle (1987) con modificaciones
(Hormaza, 2002). De cada cultivar se utilizaron 50 mg de hojas, que fueron trituradas
con un mortero o con un triturador automatico, en el que las muestras se trituran con
la ayuda de una bola de tungsteno (TyssueLyser, Qiagen). La trituraciéon se hizo en 400
ul de tampdn de extraccion (100 mM Tris HCI pH 8; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 2%
CTAB; 1% PVP; 0,1% bisulfito sédico) y 0,4 ul de 2-mercaptoetanol, y posteriormente
las muestras fueron incubadas durante 25 min a 65°C. A continuacién se afiadieron
400 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugé a 10.000 G durante 15
min. Tras la centrifugacion se recupero el sobrenadante, al que se afiadieron 240 pl de
isopropanol a -20°C para precipitar los acidos nucleicos. Para recuperar el precipitado
se centrifugé durante 5 min a 13.000 G y se descartd el sobrenadante. El pellet se lavé
con un tampoén de lavado [10 mM de acetato de amonio en etanol (76%)] durante 20
min a temperatura ambiente y posteriormente fue centrifugado a 13.000 G durante 5
min, descartando otra vez el sobrenadante. El pellet resultante fue secado mediante
centrifugacion y vacio durante 10 min, resuspendido en 200 pl de MTE (10 mM Tris
HC], 0,1 mM EDTA a pH 8) y almacenado a 4°C hasta su utilizacién. E1 ADN obtenido
fue cuantificado con un espectrofotémetro y diluido a una concentracién de 10 ng/ul
antes de la amplificacion mediante PCR. Las reacciones de PCR se realizaron y
analizaron de acuerdo con el protocolo descrito en el capitulo 4, utilizando los
cebadores PruT2-PCER y PruC2-PCER (Tao et al, 1999; Yamane et al., 2001). Los
fragmentos amplificados se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa, se

tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron con luz ultravioleta. La estimacion de
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los tamafios de los fragmentos se realiz6é usando un marcador de tamafio de 1 kb y el
programa de andlisis de imagen Quantity One 1-Analysis 4.6.2 (Bio-Rad, Hercules,

California, EE.UU.).

Figura 3.2. Diagrama de una flor de ciruelo japonés y observacion del crecimiento de tubos
polinicos en el estilo. Tubo polinico parado en el tercio superior del estilo en un cruce
incompatible (A). Tubos polinicos creciendo en mitad del estilo en un cruce compatible (B).
Tubo polinico en la base del estilo alcanzando la entrada del ovario en un cruce compatible (C).
Barras: 50pum.
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3.3. RESULTADOS
3.3.1 Observacion del crecimiento de los tubos polinicos

Todos los pistilos de los ensayos de polinizacion libre presentaron granos de
polen germinados en el estigma (Capitulo 2), pero Gnicamente en cuatro de las 15
accesiones estudiadas [Earliqueen, Friar, Golden Globe, Larry Ann (Extremadura)] los
tubos polinicos alcanzaron la base del estilo, en un porcentaje de flores variable para
cada cultivar (43%, 50%, 11% y 50% respectivamente) (Tabla 3.1).

Para determinar la auto(in)compatibilidad de cada cultivar y la
(in)compatibilidad de cada cruce, se observo el crecimiento de los tubos polinicos en
pistilos procedentes de polinizaciones controladas de campo y laboratorio. Se pudo
seguir el crecimiento de los tubos polinicos en pistilos de diez de las 12
autopolinizaciones y de 20 de los 27 cruces analizados (Tabla 3.1), descartandose los
pistilos del resto de autopolinizaciones y cruces realizados por no observarse en los
pistilos granos de polen germinados en el estigma o presentar las estructuras del
pistilo degeneradas.

En los pistilos autopolinizados de 9 cultivares [Blackamber, Black Gold, Black
Star, Earliqueen, Fortune, Golden Globe, Golden Japan, Larry Ann (Aragén y
Extremadura) y Songold (Aragén y Extremadura)], los tubos polinicos se detuvieron
en el primer tercio del estilo y no llegaron al ovario (Fig. 3.2A). Unicamente en el
cultivar Friar se observaron tubos polinicos en la base del estilo en el 69% de los
pistilos autopolinizados observados. En los otros dos cultivares analizados, Angeleno
(Aragén y Extremadura) y Black Diamond, no se pudo observar el comportamiento de
los tubos polinicos en flores autopolinizadas por no haber germinado los granos de
polen adecuadamente en ninguno de los pistilos analizados.

En flores de 15 cruces se observaron tubos polinicos alcanzando la base del
estilo en un porcentaje de pistilos variable (17-100%) [‘Blackamber’ x ‘Black
Diamond’; ‘Black Gold’ x ‘Fortune’; ‘Black Star’ x ‘Black Diamond’; ‘Black Star’ x ‘Larry
Ann’; ‘Earliqueen’ x ‘Ambra’; ‘Earliqueen’ x ‘Angeleno’; ‘Friar’ x ‘Golden Japan’; ‘Friar’ x
‘Larry Ann’; ‘Golden Globe’ x ‘Angeleno’; ‘Golden Globe’ x ‘Fortune’; ‘Larry Ann’ x
‘Angeleno’ (Aragén y Extremadura); ‘Songold’ x ‘Blackamber’; ‘Songold’ x ‘Fortune’;

‘Songold’ x ‘Golden Plumza’] (Tabla 3.1). Por otro lado, en cinco cruces (‘Blackamber’ x
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‘Fortune’; ‘Black Gold’ x ‘Black Diamond’; ‘Golden Japan’ x ‘Ambra’; ‘Golden Japan’ x
‘Friar’ y ‘Larry Ann’ x ‘Nubiana”) los tubos polinicos no alcanzaron la base del estilo en
ninguno de los pistilos analizados (Tabla 3.1). En la mayoria de los pistilos de estos
cruces, la parada de los tubos polinicos se observo en el tercio superior del estilo,
mientras que en algunos pistilos de los cruces ‘Golden Japan’ x ‘Friar’ y ‘Larry Ann’ x
‘Nubiana’ se observaron tubos polinicos alcanzando el 60% de la longitud del estilo.

El comportamiento de los tubos polinicos se correspondié con los resultados
de cuajado en la mayoria de cruces (Tabla 3.1). Por un lado, en 14 cruces entre
cultivares se obtuvo cuajado en campo y se observaron pistilos con tubos polinicos en
la base [‘Blackamber’ x ‘Black Diamond’; ‘Black Gold’ x ‘Fortune’; ‘Black Star’ x ‘Black
Diamond’; ‘Black Star’ x ‘Larry Ann’; ‘Earliqueen’ x ‘Angeleno’; ‘Earliqueen’ x ‘Ambra’;
‘Friar’ x ‘Golden Japan’; ‘Friar’ x ‘Larry Ann’; ‘Golden Globe’ x ‘Angeleno’; ‘Larry Ann’ x
‘Angeleno’ (Aragén y Extremadura); ‘Songold’ x ‘Blackamber’; ‘Songold’ x ‘Golden
Plumza’; ‘Songold’ x ‘Fortune’] (Tabla 3.1). Por otro lado, en tres cruces (‘Blackamber’
x ‘Fortune’, ‘Black Gold’ x ‘Black Diamond’ y ‘Larry Ann’ x ‘Nubiana’) no se observaron
pistilos con tubos polinicos alcanzando la base del estilo ni se obtuvo cuajado en
campo. En los otros tres cruces, el comportamiento de los tubos polinicos no se
correspondid con los resultados de cuajado. En el cruce ‘Golden Globe’ x ‘Fortune’ no
se obtuvo cuajado en campo pero se observaron tubos polinicos en la base del estilo
en dos de los 11 los pistilos analizados, mientras que en los cruces ‘Golden Japan’ x
‘Ambra’ y ‘Golden Japan’ x ‘Friar’ si se obtuvo cuajado en campo pero no se observaron

tubos polinicos alcanzando la base del estilo en ninguno de los pistilos observados.
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Tabla 3.1. Ensayos de polinizacién realizados sobre 12 cultivares de ciruelo japonés (2007-
2010). Afio de ensayo, localizacién de la plantacién, cultivar analizado, tratamiento, porcentaje
de cuajado (Capitulo 2), porcentaje de pistilos con tubos polinicos en la base del estilo en
ensayos de campo y ensayos de laboratorio, y genotipo S. E: Emasculacidn; S: Polinizacion
suplementaria.

Pistilos con tubos polinicos
entrando en el ovario (%)

Localizacion (Plantacion) Cuajado Ensayosde Ensayosde

Ao Cul’:‘lr‘;at;miento (%) campo laboratorio Genotipo
2007 Aragén (Calatorao)
Blackamber ShSc
Polinizacién libre 2,6 0
Autopolinizacion (E) 0,8 0 0 SbSc x SbSc
x Black Diamond (E) 7,4 40 - SbSc x SeSh
x Fortune (E) 0 0 - SbSc x ShSc
Songold ShSk
Polinizacion libre 0,5 0
Autopolinizacion (E) 0,3 0 0 ShSk x ShSk
x Blackamber (E) 3,3 - 75 ShSk x ShSc
x Golden Plumza (E) 1,6 20 - ShSk x SbSc
Extremadura (Valdivia)
Songold ShSk
Polinizacion libre 41 0
Autopolinizacién (E) 0 0 0 ShSk x ShSk
x Golden Plum (E) 1,9 - - ShSk x ShSc
x Fortune (E) 9,8 40 83 ShSk x ShSc
2008 Aragoén (Albalate de Cinca)
Angeleno ScSh
Polinizacién libre 3,7 0
Autopolinizacién (E) 0 - - ScSh x ScSh
x Larry Ann (E) 0,2 - - ScSh x SbSh
Larry Ann SbSh
Polinizacién libre 1,2 0
Autopolinizacién (E) 0 0 0 SbSh x SbSh
x Angeleno (E) 1,5 29 22 SbSh x ScSh
x Nubiana® (E) 1,5 - - SbSh x ShSc
Extremadura (Guarefia)
Angeleno ScSh
Polinizacién libre 5,7 0
Autopolinizacién (E) 0 - - ScSh x ScSh
x Larry Ann (E) 3 - - ScSh x SbSh
Larry Ann SbSh
Polinizacién libre 0,7 50
Autopolinizacion (E) 0,2 0 0 SbSh x SbSh
x Angeleno (E) 7,3 50 67 SbSh x ScSh
x Nubiana® (E) 0,2 0 - SbSh x ShSh
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Localizacién (Plantacién)

Pistilos con tubos polinicos

entrando en el ovario (%)

Afio Cultivar Cuajado Ensayosde Ensayos d.e Genotipo S
. (%) campo laboratorio
Tratamiento
2009 Aragén (La Almunia de Dofia Godina)
Black Diamond SeSh
Polinizacioén libre 1,2 -
Autopolinizacioén (S) 0 - - SeSh x SeSh
x Fortune (S) 4,1 - - SeSh x SbSc
Fortune SbSc
Polinizacién libre 2 0
Autopolinizacioén (S) 0 0 - SbSc
x Ambra (S) 33 - SbSc x ShSo
x Black Diamond (S) 5 - - SbSc x SeSh
Extremadura (Pueblonuevo del Guadiana)
Earliqueen SeSh
Polinizacioén libre 2,9 43
Autopolinizacioén (S) 0,1 0 - SeSh x SeSh
x Ambra (S) 3,2 82 63 SeSh x SbSo
x Angeleno (S) 5,2 100 50 SeSh x ScSh
Extremadura (Alcazaba)
Golden Globe* SbSc
Polinizacién libre 3,6 11
Autopolinizacién (S) 0,3 0 0 SbSc x ShSc
x Angeleno (S) 51 30 91 SbSc x ScSh
x Fortune (S) 0,2 18 - SbSc x ShSc
2010 Aragdén (La Almunia de Dofia Godina)
Friar* SbSh
Polinizacién libre 1 50
Autopolinizacion (S) 1,7 69 - SbSh x ShSh
x Golden Japan (S) 6,6 93 36 SbSh x SfSg
x Larry Ann (S) 1,3 17 - SbSh x SbSh
Golden Japan SfSg
Polinizacién libre 1,9 -
Autopolinizacién (S) 0,3 0 0 SfSg x SfSg
x Friar* (S) 9,8 0 0 SfSg x SbSh
x Ambra (S) 11,5 - 0 SfSg x SbSo
Extremadura (Valdelacalzada)
Black Gold SeSh
Polinizacién libre 2,5 0
Autopolinizacioén (S) 0,2 - 0 SeSh x SeSh
x Black Diamond (S) 0,2 - 0 SeSh x SeSh
x Fortune (S) 6 64 91 SeSh x SbSc
Black Star SeSf
Polinizacién libre 0,8 0
Autopolinizacioén (S) 0,2 0 0 SeSfx SeSf
x Larry Ann (S) 6,5 75 SeSfx ShSh
x Black Diamond (S) 3,2 - 50 SeSfx SeSh

*Cultivares con genotipo diferente al determinado en otros trabajos: Friar [ShSk (Halasz et al.,

2007)]; Golden Globe [ShSf (Capitulo 4)].

= Cultivar con distinto genotipo en las dos accesiones analizadas.
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3.3.2 Identificacién de alelos S mediante PCR

Se identificaron los alelos S de incompatibilidad de los 31 genotipos
analizados, que incluyen 15 genotipos de cultivares utilizados en los ensayos de
polinizaciéon libre, autopolinizacién y cruces, y 16 -cultivares utilizados como
polinizadores (Tabla 3.1). Se identificaron ocho alelos de incompatibilidad distintos,
Sb, Sc, Se, Sf, Sg, Sh, Sk'y So (Yamane et al., 1999; Beppu et al.,, 2002, 2003; Capitulo 4),
que conformaron nueve genotipos diferentes (Tabla 3.2). El genotipo S de cada
accesion fue utilizado para incluirla en su correspondiente grupo de incompatibilidad
(11, IV, VII, VIII, IX, X, XI, XIIl y XVII) (Halasz et al., 2007; Capitulo 4) (Tabla 3.2).

En seis de los cultivares en los que se analizaron muestras de plantaciones
distintas (Ambra, Angeleno, Black Diamond, Fortune, Larry Ann y Songold) se
identificé el mismo genotipo S para las distintas accesiones. En el caso de ‘Nubiana’, la
muestra analizada de la plantaciéon de Aragén presenté el genotipo SbSc, mientras que

el genotipo de la muestra de la plantaciéon de Extremadura fue SbSh.

Tabla 3.2. Grupo de incompatibilidad (G.1.) y genotipo S de los cultivares analizados.

G.I. Genotipo$ Cultivar

II SbSc Blackamber, Fortune, Golden Globe, Golden Plumza, Nubiana®, Golden Plum
v ShSh Friar, Larry Ann, Nubiana®
IX SfSg Golden Japan
VII ScSh Angeleno
VIII SeSh Black Diamond, Black Gold, Earliqueen
X ShSk Songold
XI ScSe Santa Rosa
XIII SeSf Black Star

XVII ShSo Ambra

= Cultivar con distinto genotipo en las dos accesiones procedentes de dos plantaciones distintas.
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3.4. DISCUSION

Las observaciones del crecimiento de los tubos polinicos al microscopio han
permitido determinar la autoincompatibilidad de 9 de los 12 cultivares estudiados
(Blackamber, Black Gold, Black Star, Earliqueen, Fortune, Golden Globe, Golden Japan,
Larry Ann y Songold) y la autocompatibilidad de Friar. En los otros dos cultivares,
Angeleno y Black Diamond, los resultados no han sido concluyentes. La determinacién
molecular del genotipo S de los distintos cultivares analizados, junto con el
seguimiento del crecimiento de los tubos polinicos, ha permitido establecer las
relaciones de (in)compatibilidad polen-pistilo entre los cultivares estudiados. Estos
resultados han corroborado los resultados que se atisbaron en los ensayos de cuajado
(Capitulo 2).

La ausencia de tubos polinicos en la base del estilo en la mayoria de los
pistilos procedentes de flores dejadas a polinizacién libre ha confirmado que la falta
de cuajado observada en los cultivares y plantaciones analizados se debe a problemas
de autoincompatibilidad. La auto(in)compatibilidad no ha sido analizada en muchos
cultivares de ciruelo japonés, aunque se conoce que la especie P. salicina es
autoincompatible (Dorsey, 1919; Ramming y Cociu, 1990) y tradicionalmente la
incompatibilidad polen-pistilo se ha considerado como un importante condicionante
del cultivo (Okie, 2006). En algunos cultivares se han realizado estudios de
auto(in)compatibilidad, pero Unicamente mediante observaciones de cuajado en
campo, lo que ha producido resultados contradictorios en algunos de los cultivares
que se han determinado como autoincompatibles en este trabajo (‘Fortune’, ‘Golden
Globe’ y ‘Songold’). ‘Fortune’ (Ramming y Tanner, 1993) y ‘Golden Globe’ (Ramming,
1994) han sido descritos tanto como autoincompatibles y también como parcialmente
autocompatibles (Montagnon, 2002), y ‘Songold’ se ha descrito como parcialmente
autocompatible (Montagnon, 2002) y autoincompatible (Hurter, 1972). Asi, en este
trabajo se ha establecido por primera vez la autoincompatibilidad de los cultivares
Blackamber, Black Gold, Black Star, Earliqueen, Golden Japan y Larry Ann y se ha
aclarado que Fortune, Golden Globe y Songold también son autoincompatibles.

Aunque la mayoria de cultivares de ciruelo japonés se han considerado

autoincompatibles, también se conocen algunos autocompatibles, como ‘Santa Rosa’
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(Crane y Lawrence, 1929), ‘Laetitia’ (Ramming y Cociu, 1990), ‘Beauty’, ‘Honey Rosa’,
‘Late Santa Rosa’ y ‘Rio’ (Beppu et al., 2005). Mediante el andlisis de la herencia de los
alelos en descendencias de los cultivares ‘Beauty’, ‘Honey Rosa’, ‘Late Santa Rosa’, ‘Rio’
y ‘Santa Rosa’, se ha correlacionado el caracter de autocompatibilidad con la presencia
en el genotipo del alelo Se (Beppu et al, 2005, 2010b). Sin embargo, tres cultivares
estudiados en este trabajo que se comportaron como autoincompatibles [Black Gold
(SeSh), Black Star (SeSf) y Earliqueen (SeSh)] tienen el alelo Se. Hasta el momento no
se han determinado las causas por las que unos genotipos con alelo Se se comportan
como autocompatibles y otros como autoincompatibles. Una posible explicacion es
que algunos cultivares tengan una versiéon no mutada del alelo Se que no sea
autocompatible. Otra posibilidad es que un alelo de tamafio parecido al alelo Se esté
siendo identificado erréneamente como Se. Para esclarecer esta situacion seria
necesario el clonado y secuenciacion de estos alelos con el fin de identificar
diferencias que puedan ser correlacionadas con el fenotipo.

Los resultados de este trabajo indican que ‘Friar’ es autocompatible, aunque
con anterioridad se ha descrito tanto como autocompatible (Ramming y Cociu, 1990)
como autoincompatible (Brooks y Olmo, 1997). Las oscilaciones de cuajado
observadas en plantaciones de este cultivar podrian no deberse a problemas de
autoincompatibilidad, sino a otros factores (Capitulo 2). El hecho de que este cultivar
no presenta el alelo Se confirma la posible existencia de otras fuentes de
autocompatibilidad distintas al alelo Se en ciruelo japonés (Capitulo 4; Guerra et al,
2009; Beppu et al,, 2010b).

En los dos cultivares en los que no se ha podido determinar su
auto(in)compatibilidad, ‘Angeleno’ y ‘Black Diamond’, tampoco existen resultados
concluyentes en otros trabajos. Mientras ‘Angeleno’ se ha considerado parcialmente
autocompatible (Montagnon, 2002), ‘Black Diamond’ se ha considerado tanto
autocompatible (Crane y Lawerence, 1929) como autoincompatible (Calzoni y
Speranza, 1998). Seria necesario analizar el comportamiento de flores autopolinizadas
de ambos cultivares en nuevos ensayos para determinar su auto(in)compatibilidad.

En los cruces realizados entre cultivares con al menos un alelo S diferente se
obtuvo cuajado en los ensayos de campo, salvo en el cruce ‘Angeleno’ x ‘Larry Ann’ en

la finca de Aragén. Sin embargo, este cruce si presenté cuajado en la finca de
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Extremadura, lo que indica que la falta de cuajado en este caso podria deberse a
factores diferentes a la incompatibilidad polen-pistilo. En los pistilos de los cruces
entre cultivares de diferente genotipo S también se observaron tubos polinicos en la
base del estilo, con la excepcion de los dos cruces realizados sobre flores del cultivar
‘Golden Japan’ (‘Golden Japan’ x ‘Ambra’ y ‘Golden Japan’ x ‘Friar’), en los que no se
observé ningun pistilo con tubos polinicos alcanzando la base del estilo. Sin embargo,
en algunos de los pistilos de este cultivar se observaron tubos polinicos alcanzando el
60% del estilo, lo que indica que podrian haber superado la barrera de
incompatibilidad y no habrian alcanzado la base del estilo por otros factores
diferentes a la incompatibilidad.

Por otro lado, en los cruces entre cultivares autoincompatibles con el mismo
genotipo S y que por tanto serian incompatibles entre si, no se obtuvo cuajado en
campo ni se observaron pistilos con tubos polinicos alcanzando la base del estilo, lo
que confirma los resultados esperados. Sin embargo, en los cruces ‘Friar’ x ‘Larry Ann’
y en ‘Golden Globe’ x ‘Fortune’ se obtuvo cuajado a pesar de que los dos cultivares de
cada cruce presentaron el mismo genotipo S. En el primer caso, al ser ‘Friar’
autocompatible, es esperable que exista cuajado a pesar de que ambos cultivares
tengan el mismo genotipo. En el otro cruce, ‘Golden Globe’ x ‘Fortune’, sélo se
observaron tubos polinicos en la base del estilo en dos pistilos procedentes del ensayo
de campo, por lo que podria tratarse de un problema de contaminacién de algunas
flores con polen procedente de otro cultivar compatible. En este caso seria necesario
realizar nuevos ensayos para confirmar o descartar la incompatibilidad del cruce.

En algunas autopolinizaciones y cruces no se pudo observar el
comportamiento de los tubos polinicos, ya que se descartaron todos los pistilos
polinizados, tanto en campo como en laboratorio, por no tener granos de polen
germinados en el estigma ni por tanto tubos polinicos en el estilo. La falta de
germinacion del polen podria deberse a problemas de viabilidad del polen utilizado o
a problemas de receptividad de los pistilos. Sin embargo, el hecho de que el polen de la
mayoria de los cultivares utilizados en 2009 y 2010 fuera viable (Capitulo 2) apunta a
un problema de falta de receptividad de los pistilos. Esta situacion se centra
principalmente en los cruces y autopolinizaciones realizados en ‘Angeleno’, ‘Black

Diamond’ y ‘Fortune’. En dos de estos cultivares, Black Diamond y Fortune, se ha visto
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que la emasculacion de las flores produce una degeneracidon prematura de los 6vulos
que impide la fecundacién (Capitulo 7). Aunque no se ha analizado en este trabajo, las
flores de estos cultivares podrian verse afectadas por el manejo de los pistilos en las
polinizaciones controladas, por lo que seria necesario aumentar el nimero de flores
analizadas u optimizar el proceso de preparacion y polinizacion de pistilos para poder
caracterizar el comportamiento de los tubos polinicos en las flores de estos cultivares.
En los cruces en los que no se pudo determinar el comportamiento de los tubos
polinicos fue necesaria la combinacién de los datos de cuajado en campo con la
identificacion de los alelos S de incompatibilidad para determinar las relaciones de
(in)compatibilidad. Esta situacién realza la complementariedad de las distintas
aproximaciones utilizadas en este trabajo, combinando ensayos de campo, de
microscopia y de marcadores moleculares, para poder establecer las relaciones de
compatibilidad entre algunos cultivares.

El genotipo S de los cultivares analizados coincidié con lo descrito en otros
trabajos para distintas accesiones de los mismos cultivares (Beppu et al., 2002; Sapir
et al., 2004; Halasz et al., 2007; Capitulos 4 y 5), excepto en ‘Nubiana’, ‘Friar’ y ‘Golden
Globe’. En el caso del cultivar Nubiana, se ha analizado material vegetal procedente de
dos plantaciones diferentes, identificAindose como ShSc en la plantacién de Aragén y
SbSh en la de Extremadura. Este cultivar proviene del cruce de ‘Gaviota’, de alelos
desconocidos, y ‘Eldorado’ (Brooks y Olmo, 1997). Ya que los alelos de ‘Eldorado’ son
SbSh (Capitulos 4 y 5), ambos genotipos detectados en ‘Nubiana’ podrian ser
correctos. Sin embargo, ‘Nubiana’ también se ha descrito como SbhSh en otra accesién
(Capitulo 4), por lo que sus alelos mas probables serian SbSh, pudiendo ser la accesion
de Aragdn otro cultivar diferente. El cultivar Friar ha sido descrito como SbSh en este
trabajo, mientras que otros autores lo han descrito como ShSk (Halasz et al., 2007).
Este cultivar proviene del cruce de ‘Gaviota’, cuyos alelos no se conocen, y ‘Nubiana’,
que se ha descrito como ShSh y ShSc (Capitulos 4 y 5), por lo que no se puede
descartar ninguno de los dos posibles genotipos ni deducir cudl es la accesién correcta
de ‘Friar’ a partir de la informacién de sus alelos de incompatibilidad. La posible
denominacién de distintos genotipos con el mismo nombre explicaria que se hayan
obtenido resultados contradictorios en los ensayos de auto(in)compatibilidad

realizados en este cultivar (Ramming y Cociu, 1990; Capitulo 4). Seria por tanto de
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interés dilucidar cudl es el genotipo correcto de ‘Friar’ mediante su comparacién con
material vegetal de referencia. El cultivar Golden Globe, descrito en este trabajo como
SbSc, ha sido identificado como SbSf en una accesién de otra procedencia (Capitulo 4).
Ya que los parentales de este cultivar son ‘Queen Ann’ (SbSh) y ‘Laroda’ (ShSc)
(Ramming, 1994), sus alelos mas probables serian SbSc, lo que indica que el genotipo
correcto de ‘Golden Globe’ podria ser el analizado en este trabajo.

La observacion del crecimiento de tubos polinicos ha permitido establecer la
autoincompatibilidad de 9 cultivares, lo que explica los problemas de cuajado
observados en esos cultivares en las plantaciones estudiadas. La determinacion de las
relaciones de (in)compatibilidad mediante la identificacion de los alelos S y la
observacion del comportamiento de los tubos polinicos ha permitido seleccionar para
cada cultivar autoincompatible al menos un cultivar polinizador compatible y
coincidente en floracién en cada plantacién estudiada. Una vez identificada la
incompatibilidad polen-pistilo como causa de los problemas de cuajado observados en
los principales cultivares, en el siguiente capitulo se van a estudiar los alelos S de
incompatibilidad de la mayoria de los cultivares de ciruelo japonés cultivados en la

actualidad.
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4. DETERMINACION DEL GENOTIPO S Y ESTABLECIMIENTO DE GRUPOS DE
INCOMPATIBILIDAD MEDIANTE PCR Y ENSAYOS DE POLINIZACION EN
CULTIVARES DE CIRUELO JAPONES !

RESUMEN

La mayoria de cultivares de ciruelo japonés son autoincompatibles y
necesitan polinizacién cruzada para asegurar el cuajado. En este trabajo se ha
identificado el genotipo S de 68 cultivares de ciruelo japonés mediante amplificacion
de sus SRNasas por PCR, lo que ha permitido asignarlos a sus correspondientes grupos
de incompatibilidad. Los alelos de SRNasas de 50 de estos cultivares han sido
analizados por primera vez en este trabajo, y se han descrito cinco nuevos alelos de
incompatibilidad (So, Sp, Sq, Sr y Ss). Los resultados obtenidos, junto con la
informacion obtenida en otros trabajos, han permitido describir 12 nuevos grupos de
incompatibilidad (VIII-XIX). La auto(in)compatibilidad de 23 de los cultivares y las
relaciones de (in)compatibilidad entre los distintos grupos de incompatibilidad se
analizaron mediante la observacion del crecimiento de tubos polinicos en flores
procedentes de ensayos de autopolinizacién y polinizacién cruzada. Cinco cultivares
se comportaron como autocompatibles, pero dos de ellos no tienen el alelo Se que ha
sido correlacionado con el caracter de autocompatibilidad. Por lo tanto, otras fuentes
de autocompatibilidad diferentes al alelo Se parecen estar involucradas en la

autocompatibilidad en ciruelo japonés.

1Guerra, M.E,, Rodrigo, ], Lopez-Corrales, M., Wiinsch, A. (2009) S-RNase genotyping and
incompatibility group assignment by PCR and pollination experiments in Japanese plum. Plant
Breeding, 128, 304-311. doi: 10.1111/j.1439-0523.2008.01552.x. (Anexo 1).
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4.1. INTRODUCCION

Las ciruelas cultivadas para consumo en fresco pertenecen principalmente a
dos especies, el ciruelo europeo (Prunus domestica L.) y el ciruelo japonés (Prunus
salicina Lindl.). La producciéon mundial de ciruela alcanz6 los diez millones y medio de
toneladas en 2009 (FAOSTAT, 2011), siendo Espafa el octavo productor. Aunque el
ciruelo japonés es originario de China, su cultivo se inici6 en Jap6n (Yoshida, 1987),
desde donde fue introducido en Estados Unidos a finales del siglo XIX. En Estados
Unidos, genotipos de P. salicina fueron utilizados en programas de mejora e
hibridados con otros ciruelos diploides como P. americana, P. hortelana, P.
munsoniana, P. simonii y P. cerasifera (Okie y Weinberger, 1996), dando lugar a un
grupo heterogéneo de ciruelos diploides que provienen de la hibridacién
interespecifica de estas especies y que hoy en dia se identifican con el término ‘ciruelo
japonés’.

La mayoria de los cultivares de ciruelo de tipo japonés son autoincompatibles
(Okie y Weinberger, 1996; Capitulo 3), y por lo tanto es necesario interplantar
cultivares polinizadores para asegurar el cuajado. La autoincompatibilidad es un
mecanismo de las plantas que previene la autofecundacién (De Nettancourt, 2001).
Otras especies del género Prunus incluidas en la familia de las Rosaceas, como
almendro (P. dulcis), albaricoquero (P. armeniaca) o cerezo (P. avium), también
presentan autoincompatibilidad de tipo gametofitica (GSI; De Nettancourt, 2001). La
reaccion de autoincompatibilidad gametofitica estd genéticamente controlada por el
locus multialélico S, que codifica dos genes ligados que determinan el fenotipo del
polen y del pistilo (Kao y Tsukamoto, 2004). En este mecanismo, cuando el alelo S del
grano de polen (haploide), es diferente de los dos alelos S del tejido del estilo
(diploide), el tubo polinico generado por ese grano de polen puede crecer a través del
estilo y fecundar el dvulo. Por otra parte, cuando el alelo S expresado en el polen es
igual a alguno de los expresados en el pistilo, el tubo polinico se detiene en el estilo,
impidiendo asi la fecundacidn. En las especies autoincompatibles de la familia de las
Roséaceas, el determinante S del pistilo es una ribonucleasa, SRNasa (Tao et al., 1997,
1999), que inhibe el crecimiento del tubo polinico por degradacién de su ARN

(McCubbin y Kao, 2000). Por otro lado, el determinante S del polen es una proteina F-
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box, SFB (Ushijima et al., 2003; Yamane et al.,, 2003), que parece estar involucrada en
una ruta de degradacién de proteinas (Ushijima et al., 2003).

Una polinizacién adecuada es necesaria para la obtencién de cuajado en
ciruelo japonés (Capitulo 2), por lo que el conocimiento del grupo de incompatibilidad
al que pertenece cada cultivar es esencial para el disefio de nuevas plantaciones.
Existen diferentes métodos para la determinacion de la compatibilidad entre
cultivares, como los ensayos de polinizacidn y cuajado en campo y la observacion del
crecimiento de tubos polinicos en flores provenientes de cruces controlados. La
clonacién y caracterizacion de los factores del locus S en distintas especies de frutales
de la familia de las Rosaceas han permitido el desarrollo de métodos de PCR que han
acelerado la identificacién de los alelos S sin la necesidad de disponer de flores. La
caracterizacion de las SRNasas en ciruelo japonés (Yamane et al, 1999) permitié el
desarrollo de métodos de PCR basados en SRNasas (Beppu et al, 2002, 2003), de
forma similar a lo desarrollado en otras especies autoincompatibles de Prunus como el
almendro (Tamura et al., 2000), el cerezo (Tao et al., 1999) o el albaricoquero japonés
(Yaegaki et al,, 2001). En ciruelo japonés, ‘Sordum’ fue el primer cultivar en el que se
caracterizo el locus S (Yamane et al., 1999). Mas tarde, se determinaron las SRNasas de
los alelos de 36 cultivares mediante PCR, y se identificaron 14 alelos (Sa-Sn) (Beppu et
al., 2002, 2003). Cinco SRNasas (S1, S3-Se) fueron clonadas posteriormente por Sapir et
al., (2004). Posteriormente se determinaron los alelos S de otros 10 cultivares y se
estableci6 la correspondencia entre las dos nomenclaturas descritas hasta el
momento, alfabética y numérica (Halasz et al,, 2007). Estos estudios dieron como
resultado el genotipado de 49 cultivares, que fueron asignados a siete grupos de
incompatibilidad diferentes (Halasz et al., 2007).

Aunque la mayoria de los cultivares de ciruelo japonés son
autoincompatibles, también existen algunos autocompatibles como ‘Black Diamond’
(Crane y Lawrence, 1929), ‘Friar’, ‘Laetitia’ y ‘Santa Rosa’ (Ramming y Cociu, 1990). El
caracter de autocompatibilidad se ha correlacionado con la presencia del alelo Se en
los cultivares Beauty (ScSe), Late Santa Rosa (ScSe), Rio (SaSe) y Santa Rosa (Beppu et
al.,, 2005, 2010b). La autocompatibilidad en el haplotipo Se parece estar causada por
una insuficiente acumulacion de la SRNasa del alelo Se debido al bajo nivel de

transcripcion de ésta en el pistilo (Watari et al., 2007).
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El objetivo de este estudio es determinar las relaciones de (in)compatibilidad
de los principales cultivares de ciruelo japonés cultivados en la actualidad. Para ello,
se ha establecido el genotipo de la SRNasa de 68 cultivares mediante PCR. Para
confirmar los resultados obtenidos mediante PCR y para analizar el caracter de
auto(in)compatibilidad de los cultivares analizados y la (in)compatibilidad entre los
cultivares pertenecientes a los diferentes grupos, también se han realizado
observaciones al microscopio del crecimiento de los tubos polinicos de flores

autopolinizadas y de flores provenientes de polinizaciones cruzadas.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Material vegetal

Para el analisis de las SRNasas y los ensayos de polinizacién, se utilizaron
muestras de hojas y flores de 68 cultivares de ciruelo de tipo japonés (Tabla 4.1), que
fueron recogidas en diferentes colecciones, parcelas de experimentacién y fincas

comerciales de Extremadura, Aragon, Cataluiia y Japén (Anexo 2).

4.2.2 Andlisis de alelos S mediante PCR

El ADN gendmico de los 68 cultivares fue extraido de hojas jovenes, siguiendo
el protocolo descrito por Doyle y Doyle (1987) con modificaciones (Hormaza, 2002)
(Capitulo 3). El ADN obtenido fue cuantificado y diluido a una concentracién de 10
ng/ul antes de la amplificacién mediante PCR. Las reacciones de PCR se llevaron a
cabo en un volumen de 20 pl, en 20 mM Tris-HCI pH 8,4, 50 mM KCl, 2 mM Cl;Mg, 0,1
mM de cada ANTP, 0,2 uM de cada cebador, 40 ng de ADN gen6émico y 0,45 U de Taq
ADN polimerasa, usando el siguiente programa de temperaturas: un paso inicial de 3
min a 94°C, 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 56°C y 3 min a 72°C, y un paso final de 7
min a 72°C. La combinacidon de cebadores usados para la amplificaciéon por PCR fue
PruT2-PCER, PruC2-PCER, y PruC2-C5rev (Tao et al, 1999; Yamane et al, 2001;
Wiinsch y Hormaza, 2004). Los fragmentos amplificados se separaron usando

electroforesis en geles de agarosa, se tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron
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con luz ultravioleta. La estimacion de los tamafios de los fragmentos se realiz6 usando
un marcador de tamafio de 1 kb y un transiluminador, que permitié6 determinar el
tamano de los fragmentos usando el programa de analisis de imagen Quantity One 1-

Analysis 4.6.2 (Bio-Rad, Hercules, California, EE.UU.).

4.2.3 Ensayos de polinizacion

Para establecer la auto(in)compatibilidad y confirmar las relaciones de
(in)compatibilidad entre los diferentes cultivares, se realizaron en el laboratorio 23
autopolinizaciones (Tabla 4.2) y 35 polinizaciones cruzadas (Tabla 4.3); en una
segunda fase (datos no incluidos en Guerra et al., 2009) se realizaron 77 cruces y 7
autopolinizaciones adicionales (Anexo 6). En flores de todos los cruces y
autopolinizaciones se observd el crecimiento de los tubos polinicos mediante
microscopia de fluorescencia. Para ello, se recogieron flores de cada cultivar en estado
de botén globoso un dia antes de la antesis, se emascularon para evitar la
autopolinizacién y se colocaron sobre espuma de florista himeda a temperatura
ambiente (Apartado 3.2.3, Capitulo 3). Se utilizaron entre 20 y 25 flores por cruce, que
24 h después de la emasculaciéon fueron polinizadas manualmente con el polen
correspondiente. Para la obtencién del polen se recogieron flores en estado de botén
globoso de cada cultivar, se extrajeron las anteras y fueron colocadas sobre papel a
temperatura ambiente durante 24 h o hasta que se produjo la dehiscencia de las
mismas (Apartado 2.2.2, Capitulo 2). El polen fue colado usando una malla fina (con
luz de malla de 0,26 mm) y almacenado a -20°C hasta su uso. Setenta y dos horas
después de la polinizacion, los pistilos fueron fijados en FAA [etanol (70%): acido
acético: formaldehido (18:1:1, v/v/v) (Johansen, 1940)]. Cada cruce fue repetido al
menos durante dos afos.

Para preparar las muestras para su observacién al microscopio, los pistilos
fijados se lavaron tres veces durante una hora con agua destilada y se dejaron en
sulfito sédico al 5% a 4°C durante 24 h. Al dia siguiente, los pistilos fueron
autoclavados a 1 kg/cm? durante 8 min en sulfito sédico al 5% para ablandar los
tejidos (Jefferies y Belcher, 1974), y tefiidos con azul de anilina al 0,1% en K3P04 0,1N

(v/v) para tefiir la calosa (Linskens y Esser, 1957). El crecimiento de los tubos
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polinicos a lo largo del estilo fue observado en un microscopio Olympus BH2
(Olympus Optical Co, Tokyo, Japan) con epifluorescencia para luz ultravioleta, usando

un filtro excitador BP 355/425 y un filtro de barrera LP 470.

4.3. RESULTADOS

4.3.1 Determinacion de alelos S mediante andlisis de PCR

En el andlisis de PCR se han usando cebadores de las regiones conservadas de
las SRNasas de cerezo y ciruelo, con los que se ha identificado el genotipo de los 68
cultivares de ciruelo japonés analizados (Tabla 4.1). Inicialmente se analizaron
cultivares de los que se conocia su genotipo para determinar el tamafio de los
fragmentos correspondientes a los alelos Sa-Sf, Sh y Sk, utilizando los cebadores
PruT2-PCER y PruC2-PCER (Tabla 4.4). Esta informacién se utilizé para determinar
los alelos S del resto de cultivares (Fig. 4.1).

Posteriormente, el alelo Sg fue detectado en ‘Golden Japan’, ya que el tamafio
amplificado en este cultivar coincidia con el descrito previamente en el cultivar White
Plum (Beppu et al, 2002) (Tabla 4.4). La amplificacién de fragmentos de tamafio
diferente a los ya descritos fueron considerados como correspondientes a nuevos
alelos, identificAndose cinco nuevos alelos (So, Sp, Sq, Sr, Ss) en los cultivares Ambra
(So0), October Red (Sp), Mitard (Sq) y Joana Red (SrSs) (Tabla 4.4). Estos nuevos alelos
se nombraron usando la nomenclatura alfabética de forma consecutiva a los
previamente descritos (Yamane et al, 1999; Beppu et al., 2002, 2003). En total se
identificaron 14 alelos S distintos en los 68 cultivares analizados (Tabla 4.4).

Tres alelos (Sg, Sr, Ss) Unicamente fueron amplificados con el par de
cebadores PruC2-PCER y no con el par PruT2-PCER, por lo que se utiliz6 un tercer par
de cebadores, PruC2-C5rev. Con estos cebadores fue posible amplificar fragmentos
adicionales que permitieron amplificar todos los alelos S identificados, confirmando la
amplificacién de las SRNasas (Tabla 4.4). El uso del par de cebadores PruC2-C5rev
permitié amplificar todos los alelos detectados, con la excepcion de los alelos Sg y Sp.

Por lo tanto, el alelo Sg fue Unicamente amplificado con el par PruT2-PCER. Los
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tamafos de los 14 alelos S detectados con los tres pares de cebadores se describen en

la tabla 4.4.

Tabla 4.1. Grupos de incompatibilidad (G. I.) y alelos S de 68 cultivares descritos en este trabajo
y 49 cultivares analizados en trabajos previos.

Genotipo Cultivares Cultivares
G. L S analizados en analizados Referencias
este trabajo en trabajos previos
I SaSh 6061
Burmosa Beppu etal., 2003
Red Beaut Beppu et al., 2002
Sordum Yamane et al., 1999
11 SbSc  Blackamber Halasz et al.,, 2007
Black Beaut!
Delbartazur!
Flavor Granade Halasz et al.,, 2007
Fortunel
Golden Plumzal
Green Sunl3
Laroda Beppu et al., 2002
October Sun Halasz et al., 2007
Oishinakata Beppu et al.,, 2002
Super Giant Halasz et al., 2007
Taiyo Beppu et al.,, 2002
TC Sun Halasz et al., 2007
Zanzi Sun!
I11 SbSf  Frontier Beppu et al., 2003
Golden Globe!
Gran Colle Beppu etal., 2003
Verna Delicious Beppu et al,, 2003
Y% SbSh  Eldorado?
Freedom!
Friart3
Heibaoshi Zhang et al., 2007
Hirome Red!
Larry Ann?
Nubianat
Qiuji Zhang et al., 2007
Owen T?
Queen Ann Beppu et al., 2002
Songria 101
Yonemomo Beppu et al,, 2002
\' SbSi Bakemonosumomo Beppu et al., 2002
Kasahara Hatankyou Beppu et al, 2003
VI SfSh Abundance Beppu et al., 2003
Kelsey3 Beppu et al., 2003
Kelsey Paulista Beppu et al., 2003
Younai Zhang et al.,, 2007
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Genotipo Cultivares Cultivares
G. L s analizados en analizados Referencias
este trabajo en trabajos previos
VII ScSh Angelenex!
Angeleno Sapir et al., 2004; Halasz et al., 2007
Green Sun3 Halasz et al., 2007
Nvgelei Zhang et al.,, 2007
Queen Rosa Beppu etal., 2003
Ruby Crunch?
VIII2 SeSh  Black Diamond Sapir et al., 2004
Black Gold!
Black Late!
Diamex!
Earliqueen?
Extremagold!
Huangjiazuanshi Zhangetal., 2007
John W1
Laetitial
Showtimel
Souvenir?!
X2 SfSg  Golden Japan!
Jinshali Zhangetal.,, 2007
White Plum Beppu et al.,, 2002
X2 ShSk  31-SG-61
Friar3 Halasz et al., 2007
Golden Plum13
Howard Sun?
Redgold Zhang et al., 2007
Songold!
X2 ScSe  Autum Giant!
Beauty Beppu etal., 2002
Black Splendor?
Casselmant
Late Santa Rosa Beppu et al, 2002
Meiguili Zhang et al.,, 2007
Royal Zee Sapir et al., 2004
Royal Garner?!
Santa Rosa Beppu et al,, 2002; Halasz et al., 2007
Sweet Autum Halasz et al., 2007
XII2 ShSe Flavor King Halasz et al., 2007
Pioneer?
Sapphire?!
XI112 SeSf  Black Star?!
Primetime!
XIv2 SaSc  87-911
Crimson Glo?
XV2 SgSh  30-AN-71
Bonnie Beppu etal.,, 2003
XVI2 SfSk  Kelseyl3
Weikeshum Zhang et al.,, 2007
Wickson Sapir et al., 2004
XVIIz SbSo  Ambra?
Olinda?
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Genotipo Cultivares Cultivares
G. L S analizados en analizados Referencias
este trabajo en trabajos previos
XVIIZ  SaSf Ozarkpremier Zhang et al., 2007
Terada Beppu et al.,, 2002
XIX2 SbSd Formosa Beppu etal., 2003
Furongli Zhang et al., 2007
Gaixiandali Zhang et al., 2007
0 S7Sf Huangpili Zhang et al.,, 2007
SaSe Rio Beppu et al., 2002
SaSh  Songria 151
SaSm Botan Beppu etal., 2003
SaSn Superior Beppu etal., 2003
SbSg Honey Rosa Beppu etal., 2003
SbSk Harypickstone Beppu etal., 2003
SbSl Lantz Beppu etal., 2003
ScSd  Oishiwasesumomo Beppu et al,, 2002 ; Zhang et al.,, 2007
ScSf Summer Queen Beppu et al,, 2003
ScSo  Red Heart!
SeS10 Xiangjiabli Zhangetal., 2007
SeSk  Simka Beppu et al,, 2003
SfSj Tecumseh Beppu et al., 2003
SgSk Starkgold Beppu et al., 2003
SgSl Combination Beppu et al., 2003
ShSp  October Red!
SrSs  Joana Red!
Sq Mitard?
Sh 26-BD-101
Sh Gaia!?
Sf Shiro Halasz et al., 2007

1Genotipos S descritos por primera vez en este trabajo.

2 Grupos de incompatibilidad descritos por primera vez en este trabajo.

3 Cultivares cuyo genotipo S descrito aqui difiere del descrito en otros estudios.
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Tabla 4.2. Cultivares de ciruelo japonés autopolinizados, genotipo S, grupo de incompatibilidad
(G.L) al que pertenecen y porcentaje de pistilos con tubos polinicos en la base del estilo.

G.I. GenotipoS Cultivar Pistilos (%)
11 SbSc Blackamber 0
SbSc Fortune 0
SbSc Laroda 0
ShSc Zanzi Sun 17
ShSc Green Sun 0
111 SbSf Frontier 0
SbSf Golden Globe 0
I\% ShSh Eldorado 0
SbSh Friar 0
SbSh Nubiana 36
SbSh Queen Ann 0
SbhSh Freedom 0
VII ScSh Angeleno 0
ScSh Queen Rosa 0
VIII SeSh Laetitia 55
IX SfSg Golden Japan 0
X ShSk Songold 0
ShSk Howard Sun 0
ShSk Golden Plum 0
XI ScSe Casselman 44
ScSe Santa Rosa 36
XVII ShSo Ambra 0
0 SeSk Simka 56

Tabla 4.3. Cruces entre cultivares de distintos grupos de incompatibilidad y porcentaje de
pistilos con tubos polinicos en la base de estilo en cada cruce.

G.I. 11 111 v VII VIII IX X XI
9 @ Black | Golden Santa
Fortune|Frontier| Friar |Angeleno|Diamond| Japan |Songold| Rosa
11 Fortune 42 83 50 83 17 42
111 Frontier 50 86
IV [Friar 83 92 28
VII  [Angeleno 17 31 40 67
VIII [Black Diamond| 58 100 67 100
IX [Golden Japan 92 75 50 44 33 43
X Songold 41 17 4 33 17 42
XI Santa Rosa 18 50 56 75
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Figura. 4.1. Amplificacién mediante PCR, con los cebadores PruC2-PCER, de los cultivares de
ciruelo japonés: Frontier (F), Nubiana (N), Queen Ann (QA), Queen Rosa (QR), Angeleno (A),
Santa Rosa (S), Ambra (Am), Simka (Si), Red Beaut (R), Blackamber (B), Fortune (Fo), Black
Beaut (BB), Laetitia (L), TC Sun (T) y Golden Globe (G). 1kb: estdndar de tamafio.

Tabla 4.4. Tamafio de los fragmentos de PCR, en pares de bases, de los alelos S amplificados con
las diferentes combinaciones de cebadores.

AleloS  Cultivar PruT2- PCER PruC2-PCER  PruC2-C5rev
Sa Sordum (SaSb) 936 466 692
Sb Sordum (SaSh) 1993 1580 1870
Sc Oishiwasesumomo (ScSd) 1606 1166 1485
Sd Oishiwasesumomo (ScSd) 1780 1290 1600
Se Santa Rosa (ScSe) 1865 1441 1680
Sf Frontier (SbSf) 1542 1098 1410
Sg Golden Japan (5f59) n.a 1243 n.a
Sh Queen Ann (SbSh) 965 508 750
Sk Simka (SeSk) 820 393 630
Sotl Ambra (SbSo) 1277 1304 1550
Spt October Red (ShSp) 1040 600 n.a
Sqt Mitard (Sq) 1520 1270 1540
Srt Joana Red (SrSs) n.a 760 1000
Sst Joana Red (SrSs) n.a 580 820

1Alelos S identificados por primera vez en este trabajo. n.a: no amplificado.
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Los genotipos analizados en este trabajo incluyen 50 cultivares cuyos
genotipos S no habian sido descritos previamente y 18 cultivares cuyos alelos eran ya
conocidos (Tabla 4.1). Ademas se ha completado el genotipo de algin cultivar, como
‘Black Diamond’, en el que s6lo se habia descrito el alelo S5 (Sapir et al,, 2004), que
seria posteriormente renombrado como Se (Halasz et al., 2007), y cuya composicion
alélica completa detectada en este trabajo es SeSh. La informacién obtenida en este
trabajo, junto con el genotipo S de 49 cultivares descritos previamente (Tabla 4.1), ha
permitido establecer 12 nuevos grupos de incompatibilidad (VIII-XIX). Estos nuevos
grupos han sido enumerados en orden consecutivo siguiendo la nomenclatura
establecida previamente (Halasz et al, 2007). Mientras que 59 de los cultivares
analizados han sido asignados a 15 grupos diferentes de incompatibilidad, otros 6 han
sido incluidos en el grupo 0, ya que su genotipo no coincide con los descritos en otros
cultivares analizados (Tabla 4.1). Los tres restantes no han sido asignados a ningin
grupo de incompatibilidad, ya que tinicamente se pudo amplificar uno de los alelos
(Tabla 4.1).

Para confirmar los genotipos S obtenidos, la informacién obtenida en éste y
otros trabajos previos se ha incorporado a un arbol genealégico en el que se han
incluido los genotipos de los parentales de algunos cultivares relevantes de ciruelo
japonés (Fig. 4.2). Los genotipos S incluidos en esta figura han sido confirmados
mediante la herencia de los alelos S, como en el caso de ‘Freedom’, ‘Fortune’ o ‘Black

Beaut'.
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P. salicina Kelsey Abundance Burbank

(SfSh?/SfSk?) (SfSh) (Sasf)*
P. simonii Simon (Sk)*
P. salicina x P. cerasifera Methley
P. salicina x P. americana Gaviota (Sh)*
Eldorado Wickson
P. salicina x P. simonii (SbSh) (SfSk)
1
Simka
Mariposa  (SeSk) Formosa
Desconocido n* Santa Rosa Golden King (SbSd)
(ScSe) (Sh)*
Nubiana
(SbSh) Queen Ann
I (SbSh)
+ : Songold
l:;:l?‘gzs Laroda Friar Queen Rosa 1 (Shsk) Burmosa
ple) (SbSc) (SbSh) (ScSh) P (Sash)
Ozarkpremier
Blackamber Laetitia (Sasf)
Frontier Late S t(SléSC) (Sesh) Red Beaut
ate Santa Rosa
SaSh
(SbSf) (ScSe) pl (SaSb)
Angeleno Midsummer
Freedom i (ScSh) (Se)* pl
(sbSh) B65 | 11
Fort‘une Black Diamond Black Beaut
(ShSc) (SeSh) (SbSc)

Figura. 4.2. Pedigri (Byrne, 1989; Okie y Weinberger, 1996; Boonprakob et al., 2001; Goulao et
al, 2001; Ahmad et al,, 2004) y genotipo S (Beppu et al,, 2002, 2003; Sapir et al., 2004; Halasz et
al, 2007; Zhang et al., 2007; este trabajo) de algunos de los principales cultivares de ciruelo
japonés. p.l.: Polinizacidn libre; *: Alelos S esperados.

4.3.2 Ensayos de polinizacion

Se observé el crecimiento de los tubos polinicos a lo largo del estilo en flores
de 23 cultivares autopolinizados, para determinar su auto(in)compatibilidad (Tabla
4.2). Seis cultivares autopolinizados, Casselman, Laetitia, Nubiana, Santa Rosa, Simka y
Zanzi Sun (Tabla 4.2), presentaron porcentajes variables de pistilos con tubos
polinicos creciendo a lo largo del pistilo (Fig. 4.3A) y alcanzando la base del estilo. En
los 17 cultivares autopolinizados restantes, el crecimiento de los tubos polinicos se
detuvo en el pistilo (Fig. 4.3B) y ningtin tubo polinico alcanz6 la base del estilo (Tabla

4.2).
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Genotipo Sy grupos de incompatibilidad

Figura. 4.3. Crecimiento de tubos polinicos en el estilo en un cruce compatible (A). Tubo
polinico parado en el estilo en un cruce incompatible (B). Barras = 50 pm.

Para confirmar los resultados de (in)compatibilidad entre -cultivares
obtenidos mediante PCR, se observo el crecimiento de los tubos polinicos en flores de
cruces realizados entre cultivares de distintos grupos de incompatibilidad (Tabla 4.3).
El comportamiento de los tubos polinicos confirmé los resultados obtenidos mediante
PCR. Como se esperaba, los pistilos provenientes de la polinizacién cruzada entre
cultivares de diferentes grupos de incompatibilidad (GI), como por ejemplo ‘Fortune’
(GI II) x ‘Golden Japan’ (GI IX), ‘Friar’ (GI IV) x ‘Fortune’ (GI II) o ‘Angeleno’ (GI VII) x
‘Santa Rosa’ (GI XI), presentaron tubos polinicos alcanzando la base del estilo (Tabla
4.3).

Para corroborar y completar estos resultados, en una segunda fase (datos no
incluidos en Guerra et al., 2009) se observo el crecimiento de los tubos polinicos en
flores de otras siete autopolinizaciones y 77 cruces entre cultivares (Anexo 6). Todos
los cultivares autopolinizados en esta segunda fase, con la excepciéon de Rubirosa
(Capitulo 6), resultaron autoincompatibles (Anexo 6). Asimismo, todos los cruces
entre cultivares autoincompatibles y pertenecientes a diferentes grupos de
incompatibilidad resultaron compatibles, mientras que los cruces entre cultivares del
mismo grupo de incompatibilidad resultaron incompatibles. Unicamente en algunos

cruces de cultivares dentro del mismo grupo de incompatibilidad se observaron
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relaciones compatibles, lo que generalmente coincidié con cultivares autocompatibles

(Anexo 6).

4.4. DISCUSION

En este trabajo se ha identificado el genotipo S de 68 cultivares de ciruelo
japonés, 50 de los cuales se describen por primera vez. Esta informacién ha permitido
asignar cada cultivar a su correspondiente grupo de incompatibilidad y constituir 12
nuevos grupos de incompatibilidad (VIII-XIX). El analisis de cultivares que no se
habfan analizado previamente ha permitido identificar cinco nuevos alelos de
incompatibilidad (So, Sp, Sq, Sr, Ss). Ademas, se han determinado las relaciones de
compatibilidad entre los grupos asi como el fenotipo de auto(in)compatibilidad de
algunos cultivares mediante la observacion del crecimiento de tubos polinicos a lo
largo del estilo.

Los resultados obtenidos confirman los genotipos S de 15 cultivares descritos
previamente. Sin embargo, el genotipo S de los cultivares Kelsey (SfSk), Green Sun
(SbSc) y Friar (SbSh) difieren de los resultados descritos en trabajos anteriores. El
cultivar Kelsey ha sido descrito previamente como SfSh (Beppu et al., 2002), y Green
Sun y Friar como ScSh y ShSk respectivamente (Halasz et al., 2007). Los dos genotipos
identificados en ‘Kelsey’, SfSh (Beppu et al., 2003) y SfSk (este trabajo), concuerdan
con la posible herencia de los alelos S (Fig. 4.2). Por otro lado, de acuerdo con la
posible herencia de los alelos S, el genotipo de ‘Friar’ mas probable es SbSh (Fig. 4.2).
Andlisis adicionales y la comparacién de estos cultivares con otras muestras de los
mismos cultivares serian necesarios para clarificar el genotipo S de estos cultivares.

Aunque se identificaron dos alelos en la mayoria de los cultivares analizados,
en algunos cultivares sélo se pudo identificar un alelo. Esto puede ser debido a una
amplificacion ineficiente de la PCR en los alelos no detectados debido a diferencias
entre los cebadores y las secuencias, o a una amplificacién preferencial del alelo
detectado. Otra posibilidad puede ser que alelos amplificados de tamafio similar se
solapen, dificultando la diferenciacion de los alelos. Ensayos de polinizacion

adicionales, asi como trabajos moleculares enfocados a la caracterizacion del locus S
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de estos genotipos serian necesarios para identificar alelos de SRNasas no detectados
en este trabajo.

Ocho cultivares autopolinizados resultaron ser autocompatibles. Cuatro de
ellos, ‘Casselman’ (ScSe), ‘Laetitia’ (SeSh), ‘Santa Rosa’ (ScSe) y ‘Simka’ (SeSk), tienen el
alelo Se, y confirman resultados previos que correlacionan el alelo Se con la
autocompatibilidad (Beppu et al., 2005; Capitulo 6). De forma similar, estos resultados
corroboran resultados anteriores que describen la autocompatibilidad de ‘Santa Rosa’
y ‘Laetitia’ por Crane y Lawrence (1929) y Ramming y Cociu (1990). Sin embargo, los
dos cultivares restantes que se comportaron como autocompatibles, ‘Nubiana’ (SbSh)
y “Zanzi Sun’ (SbSc), no tienen el alelo Se. Se estan realizando ensayos adicionales de
cuajado para confirmar estos resultados y determinar el origen de la
autocompatibilidad en estos genotipos, pero estos resultados sugieren que fuentes
adicionales de autocompatibilidad distintas a Se, operan en cultivares de ciruelo
japonés. Curiosamente ambos cultivares autocompatibles son Sb. Este alelo podria
estar correlacionado con la autocompatibilidad inicamente en algunos genotipos, ya
que descendientes de ‘Nubiana’ que son también Sh, como ‘Friar’ o ‘Blackamber’, no se
han comportado como autocompatibles en este trabajo. También podria tratarse de
que estos cultivares tengan un alelo autocompatible diferente a Sb pero de tamafio
similar.

Los ensayos de polinizacion realizados han mostrado que los cultivares de
ciruelo japonés presentan un porcentaje variable de pistilos con tubos polinicos en la
base del estilo y que el nimero de tubos polinicos que alcanzan la base del estilo es en
general inferior al observado en otras especies de Prunus (Hormaza y Herrero, 1996a;
Rodrigo y Herrero, 1996; Burgos et al., 1997; Dicenta et al.,, 2002; Alonso y Socias i
Company, 2005; Hedhly et al.,, 2005, 2007; Milatovi¢ y Nikoli¢, 2007; Rodrigo et al.,
2009; Julidan et al, 2010). Por tanto, la determinaciéon de la (in)compatibilidad
mediante la observacién del crecimiento de tubo polinico no es tan clara como en
otras especies de Prunus, probablemente debido al hecho de que la mayoria de los
cultivares estudiados son hibridos complejos resultantes de la hibridacién de mas de
dos especies de ciruelos diploides, en cuyo caso la reacciéon de compatibilidad en el
estilo puede no ser tan clara como en otros cruces intraespecificos. Experimentos

adicionales de autopolinizacién, polinizacién cruzada y cuajado, podrian
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complementar esta informacion para clarificar la reaccién de auto(in)compatibilidad
en algunos genotipos.

El analisis de los alelos Sy el pedigri de algunos de los principales cultivares
han permitido predecir el genotipo S de cultivares como Burbank, Simon, Gaviota y
Mariposa, identificar posibles relaciones genéticas y especular acerca del origen de
algunos alelos S. Asi, los alelos S de ‘Burbank’ serian SaSf, de acuerdo a la herencia de
los alelos de ‘Burmosa’ y ‘Wickson’. De forma similar, ‘Simon’ podria ser Sk, y ‘Gaviota’
Sb. Ya que el alelo Sk inicamente se ha confirmado en el linaje de ‘Simon’, podria
esperarse una relaciéon genética entre ‘Simon’ y ‘Simka’, que es también Sk.
Igualmente, también podria existir una relaciéon entre ‘Simka’ y ‘Santa Rosa’. Se
desconoce el pedigri de estos dos cultivares (Byrne, 1989), pero ambos son
autocompatibles y ambos contribuyen con el alelo Se en la mejora del ciruelo japonés.
La presencia de los alelos Sh, Sf'y Sa en los genotipos originales de P. salicina y en
todos sus descendientes sugiere que estos alelos pueden derivar de los genotipos de P.
salicina, mientras que la presencia del alelo Sk Gnicamente en los descendientes de
‘Simon’ podria indicar que este alelo tiene su origen en P. simonii. El genotipado S de
otros cultivares permitird clarificar y complementar la informaciéon disponible del
pedigri.

La identificacién de los alelos S ha permitido asignar un gran ndmero de
cultivares de ciruelo japonés a sus correspondientes grupos de incompatibilidad y la
observacion del crecimiento de tubos polinicos en flores autopolinizadas ha permitido
determinar el comportamiento autocompatible o autoincompatible de algunos
cultivares. Esta informacién puede ser de utilidad para la selecciéon de parentales en
programas de mejora y para la elecciéon adecuada de cultivares polinizadores en
plantaciones comerciales. Con el fin de disponer de una metodologia mas eficiente y
sensible para la determinacién del genotipo S, en el siguiente capitulo se describe la
puesta a punto y validaciéon de una metodologia de PCR para deteccién de alelos S

mediante electroforesis capilar y su aplicacion en el estudio de nuevos cultivares.
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5. DETECCION DEL GENOTIPO S DE CULTIVARES DE CIRUELO JAPONES
MEDIANTE PCRY ELECTROFORESIS CAPILAR

RESUMEN

La eleccion de cultivares polinizadores compatibles es esencial para un
disefio adecuado de plantaciones de especies autoincompatibles como el ciruelo
japonés, por lo que es de gran importancia conocer el genotipo S de los cultivares. En
este trabajo se ha desarrollado y validado una metodologia para la identificacién de
alelos S de ciruelo japonés mediante PCR y electroforesis capilar, en 105 cultivares, 33
de ellos analizados por primera vez. Esta técnica permite una determinacién mas
precisa de los tamafios de amplificacidn y por tanto una mejor diferenciacién de los
distintos alelos de autoincompatibilidad, asi como la automatizacién de la deteccidon
ya que ésta se realiza en un analizador genético. La metodologia desarrollada ha
resultado eficaz para la deteccidn de alelos de los genes del locus S, SRNasa y SFB, ha
permitido conocer los tamafios de amplificacion de 13 alelos diferentes y el genotipo S
de 105 cultivares, que han sido asignados a 11 grupos de incompatibilidad. Se han
definido 2 nuevos grupos de incompatibilidad (XX y XXI), aumentando el nimero de

grupos descritos de 19 a 21.
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5.1. INTRODUCCION

En los dltimos afios se ha producido un notable incremento en la produccién
mundial y nacional de ciruelo japonés (FAOSTAT, 2011). Como consecuencia del
creciente interés en el cultivo de esta especie, en la actualidad se estan introduciendo un
gran numero de nuevos cultivares que paulatinamente se estan implantando en el
mercado. La eleccidn de cultivares polinizadores compatibles es esencial para el disefio
adecuado de nuevas plantaciones, por lo que la identificaciéon del genotipo S de los
cultivares, y especialmente de los de reciente introduccion, es de gran importancia para
el disefio de las plantaciones.

El ciruelo japonés presenta autoincompatibilidad gametofitica (De Nettancourt,
2001). Este mecanismo esta genéticamente controlado por un locus multialélico, S, que
codifica dos genes que determinan el fenotipo del polen y del pistilo (Kao y Tsukamoto,
2004). El determinante del pistilo en especies del género Prunus es una ribonucleasa, S-
RNasa (Tao et al., 1997, 1999), y el determinante del polen es una proteina con una caja
F, denominada SFB (S-haplotype-specific F-box gen; Ushijima et al., 2003; Yamane et al.,
2003). La clonacion y caracterizacion de estos factores en especies del género Prunus ha
permitido el desarrollo de métodos bioquimicos y moleculares como RT-PCR (Zhang et
al,, 2007) y Dot-blot (Kithashiba et al., 2008), ademas de otros basados en la PCR
(Yamane et al., 1999; Beppu et al,, 2002, 2003; Halasz et al.,, 2007; Sapir et al., 2004,
2007, 2008a, b; Zhang et al., 2008), que permiten la determinacion de los alelos S de los
cultivares sin necesidad de realizar cruzamientos.

En ciruelo japonés, se ha descrito el genotipo S de un elevado nimero de
cultivares mediante métodos basados en técnicas de PCR, principalmente de las SRNasas
(Yamane et al., 1999; Beppu et al,, 2002, 2003; Sapir et al 2004; Halasz et al., 2007;
Zhang et al., 2008; Guerra et al., 2009; Capitulos 3, 4 y 6). Estos trabajos han permitido
establecer 19 grupos de incompatibilidad y diferenciar 36 alelos S distintos. De estos
alelos, 19 fueron nombrados alfabéticamente Sa a Ss (Yamane et al., 1999; Beppu et al.,
2002, 2003; Halasz et al., 2007; Guerra et al., 2009), cinco de ellos también fueron
nombrados con numeros [Sa (=51); Sc (=S4); Se (=Ss); Sf (=Ss); Sk (=S3); Sapir et al.,
2004]; los 17 restantes se enumeraron como S7, S, S0 a S11 'V S15 a Sz7 (Zhang et al,

2008). Las secuencias de 31 de los 36 alelos de la SRNasa descritos hasta el momento
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han sido publicadas parcial o totalmente por distintos autores (Beppu et al., 2002, 2003;
Zhang et al,, 2008) (Tabla 5.1). Las secuencias de siete alelos de SFB (SFB-b, -c, -e, -f, -g, -
h y -k) fueron caracterizadas por Sapir et al., (2007). Simultdneamente, Zhang et al,,
(2007) caracterizaron los mismos alelos de SFB, excepto SFB-k, y otros tres adicionales

(SFB-a, -7y -10) (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Alelos de SRNasa y SFB secuenciados en ciruelo japonés.

Gen Alelo Accesion Referencia
SRNasa s, Sh, Sc, 5d, Se, AB084142,AB084143, AB084144, AB084145,
SF.Sh, Si AB084146, AB084147, AB084148, AB084149 Beppuetal, 2002
SRNasa Sg, Sj, Sk, SI, Sm, AB093131, AB093132, AB093133,

Sn AB093134, AB093135, AB093136 Beppu et al, 2003

SRNasa  S7, Ss, S10, S11, AY781290, AY902455, DQ003310,
S15, S16, S17, S18,  DQ512908, EF177346, EF177347, EF177348,
S19, S20, S21, S22, EF177349,EU113259,EU113260,EU113261, Zhangetal., 2008
S23, S24, S25, S26,  EU113262,EU113263, EU113264, EU113265,

Sz EU113266, EU113267
SFB Sb,Sc Se, Sf, Sg, DQ64688, DQ646489, DQ64690, DQ98I578, .

Sh, Sk DQ989579, DQ646491, DQ992485 Sapir et al, 2007
SFB DQ849087, DQ849085, DQ849090,

Sa, S7, S10, Sb,

Sc, Se, Sf. Sh DQ849088, DQ849084, DQ849086, Zhangetal., 2007

DQ849089, DQ849118

El método molecular mas usado en la identificacién de alelos S en ciruelo
japonés ha sido la amplificacion mediante PCR de los intrones de la SRNasa, utilizando
combinaciones diferentes de cebadores complementarios a zonas conservadas de los
exones. Después de la amplificacion, la determinacién de los alelos se realiza mediante
la correlacién de los tamafios de los fragmentos amplificados, detectados en geles de
agarosa mediante electroforesis, con los diferentes alelos [Tao et al, 1999; Yamane et
al, 2001; Halasz et al.,, 2007; Guerra et al.,, 2009; (Capitulo 4)]. Para la determinacion
especifica de algunos alelos S también se han utilizado cebadores especificos de las
secuencias de cada alelo (Sapir et al., 2004, 2008a; Halasz et al., 2007, 2008a; Beppu et
al., 2010b). Trabajos y metodologias similares han sido utilizados en otras especies del
género Prunus, como cerezo (Tao et al, 1999), almendro (Tamura et al, 2000) o
albaricoquero japonés (Yaegaki et al., 2001), con el objetivo de identificar los diferentes

alelos S de cada especie. En cerezo, ademas se ha puesto a punto una metodologia que
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utiliza la amplificacion mediante PCR y la deteccion de fragmentos mediante
electroforesis capilar para identificar los alelos de SRNasa y SFB, utilizando cebadores
de zonas conservadas que flanquean el primer intrén de la SRNasa y el intrén de SFB de
cerezo (Sonneveld et al,, 2003, 2006; Vaughan et al., 2005). Esta metodologia permite
una deteccion mas precisa del tamafo de los fragmentos y por lo tanto una mejor
identificacion de los alelos, permitiendo ademas la diferenciacién de un mayor nimero
de alelos.

En este trabajo se han utilizado los cebadores disefiados para la deteccién de
alelos S de cerezo mediante electroforesis capilar (Vaughan et al,, 2005; Sonneveld et al.,
2006) para el analisis de cultivares de ciruelo japonés, con el objetivo de poner a punto
en esta especie un método de identificacion de alelos S automatizado y mas preciso que
los métodos de PCR utilizados hasta el momento. Este método permitiria ademas, como

se ha hecho en cerezo, analizar fragmentos de ambos genes del locus S, SRNasa y SFB.

5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1 Material vegetal

En este trabajo se han analizado 105 cultivares de ciruelo de tipo japonés
(Tabla 5.2) procedentes de diferentes colecciones, viveros y fincas comerciales de
Espafia, EE.UU. y Japén (Anexo 2). Se incluyen los cultivares mas utilizados en la
actualidad, otros cultivares de reciente introducciéon y otros mdas antiguos pero muy

utilizados en programas de mejora.

5.2.2 Identificacion del genotipo S mediante PCR y electroforesis capilar

El ADN gen6mico de 105 cultivares de ciruelo de tipo japonés fue extraido de
hojas jovenes siguiendo el protocolo descrito por Doyle y Doyle (1987) modificado por
Hormaza (2002), cuantificado y diluido a una concentraciéon de 10 ng/ul (Apartado
3.2.5, Capitulo 3). EI ADN de cada muestra fue utilizado para la identificacién de su

genotipo S mediante amplificaciéon por PCR de los genes del locus S, SRNasa y SFB,

112



utilizando los cebadores desarrollados en cerezo PaConsIF y PaConsIR2 (Sonneveld et
al., 2006) para la SRNasa y Fbox5’A y FboxIntronR (Vaughan et al., 2005) para el SFB.
Las reacciones de PCR del gen de la SRNasa se llevaron a cabo en un volumen final de 20
ul, siguiendo el protocolo de PCR descrito en el capitulo 3 (Apartado 3.2.3). Para las
reacciones de PCR del gen SFB, las condiciones de amplificacién fueron las mismas que
para el gen de SRNasa, excepto para la temperatura de la fase de anillamiento de la PCR,
que se realizo a 55°C en lugar de a 56°C y para la extension a 72°C, que Uinicamente se
realiz6 durante 2 min y 30 s. Los cebadores ‘forward’ utilizados para la amplificacién de
ambos genes, SRNasa y SFB, fueron marcados con fluorescencia 6-FAM y NED,
respectivamente, y los productos de la PCR fueron detectados mediante electroforesis
capilar usando el analizador genético ABI PRISM 310 y/o 3130xI (Applied Biosystems)
(Figura 5.1). La estimacién de los tamafios de los fragmentos obtenidos se realiz6
utilizando el software (Peak Scanner™ Software 1.0, Applied Biosystems) y el estandar
de tamafio GeneScan™ 500 LIZ ® (Applied Biosystems). Ocho cultivares (Tabla 5.3) de
los 105 analizados (Tabla 5.2) fueron elegidos como control para el establecimiento de
los tamafios de los diferentes alelos S presentes en estos cultivares [Yamane et al,, 1999;
Beppu et al.,, 2002, 2003; Sapir et al., 2004; Guerra et al., 2009 (Capitulo 4)] utilizando

ambos analizadores genéticos.
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Figura 5.1. Electroferogramas del analizador genético ABI310 (Applied Biosystems) de
fragmentos de PCR de SFB (NED, negro) y SRNasa (6-FAM, azul) del cultivar Kelsey (SfSk). En
naranja el estandar de tamafio (500-LIZ, Applied Biosystems).

5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.1 Deteccion de alelos S mediante electroforesis capilar

En este trabajo se ha desarrollado un método de deteccion del genotipo S en
ciruelo japonés que permite una deteccion mas precisa que los métodos de PCR
utilizados hasta el momento. El anadlisis de los cultivares control con dos analizadores
genéticos permiti6 establecer el tamaiio de los fragmentos de cada alelo para cada gen,
SRNasa y SFB (Tabla 5.3). Posteriormente, se determind el genotipo S de los 97
cultivares restantes (Tabla 5.2), usando los tamafios correspondientes a cada alelo
definidos en los cultivares de control (Tabla 5.3).

La combinacién de cebadores PaConsIF-PaConsIR2 (Sonneveld et al.,, 2006) y
Fbox5’A- FboxIntronR (Vaughan et al, 2005) ha sido utilizada por primera vez en
ciruelo japonés en este trabajo. Ambos pares de cebadores amplificaron dos fragmentos
por cada gen en cada cultivar control, excepto en ‘Golden Japan’ y ‘Joana Red’ (Tabla

5.3). En ‘Golden Japan’, cuyo genotipo es SfSg (Capitulo 4), la SRNasa del alelo Sg no
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pudo ser amplificada, pero si SFB, mientras que en ‘Joana Red’, SrSs (Capitulo 4), sélo se
amplificé el alelo Sr. De este modo, 13 de los 14 alelos S descritos en los cultivares
control pudieron ser identificados. La identificacién inicamente de SFB en el alelo Sg es
probable que esté causada por una baja complementariedad de los cebadores utilizados
para la SRNasa en este alelo. Por otro lado, la identificaciéon de un unico alelo en el
cultivar Joana Red, plantea dudas sobre la identidad de este alelo (Sr). Es posible que la
secuencia complementaria a los cebadores no esté conservada, y que por tanto la PCR
sea ineficiente, pero resulta improbable que esto suceda en ambos genes del locus S
simultineamente. Serian necesarios nuevos ensayos de cruzamientos junto a la
clonaciéon y secuenciacion de este alelo para confirmar su especificidad y clarificar su
identidad.

Los tamafios de amplificacién de los fragmentos en cada cultivar control fueron
correlacionados con los 13 alelos (Sa-Sh, Sk, So-Sr) descritos en estos cultivares (Tabla
5.3). El rango de tamafio de los fragmentos de la SRNasa amplificados para estos alelos
fue de 204 a 423 pb, y de 171 pb a 190 pb para SFB (Tabla 5.4) en el analizador ABI 310,
siendo de 206 a 424pb para SRNasa y de 172 a 191 para SFB en el analizador ABI
3130xl. Debido al bajo polimorfismo del intréon de SFB, la variabilidad de este gen es
mucho menor que el de las SRNasas y se confirma que es necesario el uso de un método
sensible de deteccién para diferenciar los alelos de SFB. A pesar de ello, la combinacién
de tamafios de ambos genes de SRNasa y SFB permitie una diferenciacidon inequivoca de
los 13 alelos identificados (Tabla 5.3). Los resultados obtenidos en ambos equipos
indican una variacién en el tamafio detectado de los fragmentos de cada alelo, que varia
entre +1 y +2 pb cuando se utiliza el analizador ABI 3130xl. Esta variaciéon debe ser
tenida en cuenta, ya que dada la poca variabilidad del intréon de SFB, puede llevar a

equivocos si se comparan resultados de ambos equipos conjuntamente.
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Tabla 5.2. Grupos de incompatibilidad (G.I.) y genotipo S de los 105 cultivares de ciruelo japonés
analizados en este trabajo.

G.L Genotipo S Cultivar Referencia

I SaSb Burmosa Beppuetal, 2003
Red Beaut Beppu et al,, 2002
Sordum Yamane et al., 1999
606 Capitulo 4

I1 SbSc Blackamber Halasz et al., 2007
Black Beaut Capitulo 4
Delbartazur Capitulo 4
Early Sun3 Este trabajo
Fortune Capitulo 4
Golden Globe (SbSf)1  Capitulo 4
Golden Plum Capitulo 4
Golden Plumza Capitulo 4
Green sun Capitulo 4
Laroda Beppu et al., 2002
October Sun Halész et al.,, 2007
SGPR33183 Este trabajo
SGPR37263 Este trabajo
TC Sun Halasz et al., 2007
Zanzi Sun Capitulo 4
35563 Este trabajo
37263 Este trabajo

[1 SbSf AU Ambers3 Este trabajo
AU Road side3 Este trabajo
Frontier Beppuetal, 2003

I\Y% SbSh Eldorado Capitulo 4
Freedom Capitulo 4
Friar Capitulo 4
Hiromi Red Capitulo 4
Larry Ann Capitulo 4
Nubiana Capitulo 4
Owen T Capitulo 4
Quenn Ann Beppu et al.,, 2002
Songria 10 Capitulo 4
E1373 Este trabajo
E3163 Este trabajo
PR343 Este trabajo

VI SfSh Black Rubys3 Este trabajo
Mariposa3 Este trabajo

VII ScSh Angeleno Sapir et al., 2004
Gaia (Sh)? Capitulo 4
Queen Rosa Beppu et al, 2003
Ruby Crunch Capitulo 4
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G.L Genotipo S Cultivar Referencia
Cont. VII Sweet August Capitulo 6
Royal Diamond3 Este trabajo
Ruby Queen3 Este trabajo
30-an-71 (SgSh)t Capitulo 4
34853 Este trabajo
VIII SeSh Black Diamond Sapir et al., 2004
Black Gold Capitulo 4
Black Late Capitulo 4
Earliqueen Capitulo 4
John W. Capitulo 4
Laetitia Capitulo 4
PR93 Este trabajo
Showtime Capitulo 4
Souvenir Capitulo 4
26-bd-10 (Sh) 2 Capitulo 4
35173 Este trabajo
35303 Este trabajo
35753 Este trabajo
IX SfSg Golden Japan Capitulo 4
X ShSk Howard sun Capitulo 4
Songold Capitulo 4
31-sg-6 Capitulo 4
36113 Este trabajo
39893 Este trabajo
XI ScSe AU Rosa3 Este trabajo
Autum Giant Capitulo 4
Black Splendor Capitulo 4
Casselman Capitulo 4
Champion Capitulo 6
Royal Garnet Capitulo 4
Royal Zee Sapir et al., 2004
Rubirosa Capitulo 6
Santa Rosa Beppu et al,, 2002
Sybarite Capitulo 6
E3263 Este trabajo
35273 Este trabajo
XII ShSe Black Jewell Capitulo 6
Freya3 Este trabajo
Pioneer Capitulo 4
Saphire Capitulo 4
SGPR5513 Este trabajo
Sparkly3 Este trabajo
XIII SeSf Black Star Capitulo 4
Morris3 Este trabajo
Primetime Capitulo 4
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G. L Genotipo S Cultivar Referencia
X1V SaSc Crimson Glo Capitulo 4
XV SgSh Ruby Sweet3 Este trabajo
XVI SfSk Kelsey (SfSh) 1! Beppuetal, 2003
Wickson Sapir et al., 2004
XVII SbSo Ambra Capitulo 4
XVIII Sasf Ozarkpremier Zhangetal., 2007
XIX SbSd Formosa Beppu et al.,, 2003
XX4 SbSk 34423 Este trabajo
XXI4 SeSk Simka Beppu etal., 2003
Simon3 Este trabajo
0 SaSk Abundance (5fSh) 1 Beppuetal, 2003
ShSr Byron Gold3 Este trabajo
Sr Joana Red (SrSs) Capitulo 4
SqSf Mitard (Sq) 2 Capitulo 4
ShSp October Red Capitulo 4
ScSd Oishiwasesumomo Capitulo 4
SaSh Songria 15 Capitulo 4
Se 34583 Este trabajo

: Cultivares que presentaron distinto genotipo S al descrito previamente.
: Cultivares cuyo genotipo S ha sido completado en este trabajo.

: Cultivares descritos por primera vez en este trabajo.

: Grupos de incompatibilidad descritos por primera vez en este trabajo.

W N e

Con el analizador ABI 310 se detectaron dos alelos, Sa y Sh, con tamafios iguales
(388 pb) para la SRNasa (Tabla 5.3). Sin embargo, para SFB estos alelos presentaron
tamanios diferentes, de 174 y 187pb, respectivamente, lo que permiti6 su diferenciacion.
De forma similar, el tamafio de los alelos Sk y Sp (184 pb), Sb y Sr (185pb), Sq y Sg
(190pb) coincidieron para SFB, pero fueron facilmente diferenciables para el gen de la
SRNasa. Con el analizador ABI 3130x/ se identificaron tamafos distintos para todos los
alelos detectados de la SRNasa, pero para SFB se encontraron tamafos iguales para los
alelos Sb y Sp (186pb), Sc y Sg (190pb), Sd y So (172 pb) y Se, Sk y Sr (187pb). La
diferenciacion entre los alelos Sd y So es compleja, ya que para ambos alelos el tamafio
amplificado de SFB fue 171 pb en el ABI 310 y 172 pb en el ABI 3130x], y ademas el
tamafio de sus SRNasas fue bastante préximo en ambos secuenciadores y alelos,
423/424 pby 421/422 pb, respectivamente (Tabla 5.3). Esta diferencia en ambos genes,
de sé6lo 2 pb, puede llevar a equivocos si se comparan resultados de diferentes

experimentos, por lo que para la diferenciacién de estos alelos seria necesario
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complementar la identificacidn utilizando cebadores consenso adicionales (Capitulo 4) o

cebadores especificos.

Tabla 5.3. Tamafios de productos de PCR (pb) detectados mediante electroforesis capilar con los
cebadores PaConsIF-PaConsIR2 (Sonneveld et al, 2006) para SRNasa y Fbox5’A-FboxIntronR
(Vaughan et al,, 2005) para SFB en los alelos S identificados en los cultivares control con los
analizadores genéticos ABI 310 y ABI 3130x..

SFB SRNasa
ABI 310/ ABI 310/
Alelos S Cultivares Referencia ABI 3130x] ABI 3130xI
Sa (S1)!  Sordum (SaSb) Yamane et al., 1999 174 /176 388/389
Sb Sordum (SaSb) Yamane et al., 1999 185/186 367/369
Sc (S4)1 Oishiwasesumomo (ScSd) Beppu etal., 2002 188/190 343/343
Sd Oishiwasesumomo (ScSd) Beppu etal., 2002 171/172 423/424
Se (S5)1  Simka (SeSk) Beppu et al., 2003 186/187 372/373
Sf(Se)1  Golden Japan (Sf5g) Capitulo 4 176/178 328/328
Sg Golden Japan (SfSg) Capitulo 4 190/190 n.a./n.a.
Sh October Red (ShSp) Capitulo 4 187/189 388/390
Sk (S3)! Simka (SeSk) Beppu et al., 2003 184/187 381/354
So Ambra (SbSo) Capitulo 4 171/172 421/422
Sp October Red (ShSp) Capitulo 4 184/186 370/370
Sq Mitard (SfSq) Capitulo 4 190/191 204/206
Sr Joana Red (SrSs) Capitulo 4 185/187 206/208

1 Nomenclatura numérica (Sapir et al., 2004). n.a.: no se obtuvo amplificacion.

Utilizando las secuencias publicadas de la SRNasa se ha podido calcular el
tamafio de amplificacién esperado con los cebadores PaConsIF y PaConsIR2 para cuatro
alelos detectados en este trabajo [Sa (AB252411), Sb (AB252413), Sc (AB280791) y Se
(AB280793)], cuyos tamaiios serian 388, 369, 341 y 372 pb, respectivamente. Estos
tamafios coinciden con los tamafios detectados en este trabajo para estos alelos, con una
diferencia maxima de +2 pb (Tabla 5.4), corroborando la correcta amplificacion de la
SRNasa con los cebadores utilizados. Con el fin de establecer una correlacién de los
alelos detectados en este trabajo con otros alelos que tienen nomenclatura numérica
(Zhang et al., 2008), también se han estimado los tamafios esperados de SRNasa para los
alelos Sz1, S22, S24, S25 Y S26 (372, 194, 393, 348 y 314 pb, respectivamente) a partir de las

secuencias publicadas. El tamafio esperado para el alelo Sz; (372 pb) es el mismo que el
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detectado para el alelo Se en ‘Simka’ (Tabla 5.3); sin embargo, se pudo observar que la
secuencia gendmica de ambos genes es distinta y por tanto se trata de alelos diferentes
pero con el mismo tamafio en este fragmento. También se estimd el tamafo esperado de
SFB con los cebadores Fbox5’A - FboxIntronR en las secuencias registradas de este gen.
Unicamente se pudo estimar el tamafio de los alelos cuya secuencia publicada abarca el
fragmento de ambos cebadores. En este caso, Se (DQ646490) y Sh (DQ646491) (187 y
188 pb, respectivamente), cuyos tamafios esperados coincidieron con los tamafos
obtenidos para estos alelos en este trabajo (Tabla 5.3). Esta comprobacién permitié
establecer que los cebadores utilizados estaban amplificando efectivamente los genes

deseados.

5.3.2 Genotipado S de cultivares de ciruelo japonés

Una vez establecido el tamafio y diferenciaciéon de alelos S mediante
electroforesis capilar con los cebadores utilizados, se procedié a analizar el resto de
cultivares, hasta un total de 105, utilizando esta metodologia. Entre los cultivares
analizados se incluyeron los principales cultivares utilizados en la actualidad, cultivares
antiguos de gran interés en programas de mejora y cultivares de mas reciente
introduccion. El andlisis permitid asignar cada cultivar a su correspondiente grupo de
incompatibilidad (Tabla 5.2). Los resultados permitieron completar la determinacion
del genotipo S de 3 cultivares cuyo genotipo habia sido descrito parcialmente, Gaia (Sh),
26-BD-10 (Sh) y Mitard (Sq) (Capitulo 4), siendo definidos en este trabajo como ScSh,
SeSh y SqSf, respectivamente (Tabla 5.2).

De los 105 genotipos analizados, en 73 de ellos el locus S ya habia sido descrito
previamente por otros autores mediante diferentes métodos (Yamane et al., 1999;
Beppu et al., 2002, 2003; Sapir et al.,, 2004; Halasz et al., 2007; Capitulo 4), mientras que
los 33 cultivares restantes han sido analizados por primera vez en este trabajo (Tabla
5.5). La comparacidon de los genotipos identificados en los 73 cultivares descritos
previamente con los identificados en este trabajo ha permitido validar la metodologia,
ya que el genotipo fue el mismo en 69 de ellos. Ademas, en todos los genotipos
analizados, los alelos identificados para cada gen, SFB y SRNasa, fueron los mismos, lo

que confirma la ausencia de recombinacién entre estos genes. Los 33 cultivares
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analizados por primera vez en este trabajo han sido incluidos en 11 de los 19 grupos de
incompatibilidad descritos hasta el momento (Halasz et al., 2007; Capitulo 4). Se han
incorporado dos cultivares al grupo 0 y se han conformando 2 nuevos grupos de
incompatibilidad (Tabla 5.2), que se han enumerado de forma consecutiva a los ya
descritos, XX (SbSk) y XXI (SeSk).

Los cuatro cultivares descritos anteriormente en los que en este trabajo se
detect6 un genotipo distinto fueron Abundance (SfSh; Beppu et al., 2003), Golden Globe
(SbSf; Capitulo 4), Kelsey (SfSh; Beppu et al., 2003) y 30-an-7 (SgSh; Capitulo 4), cuyo
genotipo en este trabajo fue SaSk, SbSc, SfSk y ScSh, respectivamente. Los cultivares
Golden Globe y 30-an-7, cuyo genotipo descrito en el capitulo 4 fue diferente al
identificado en este capitulo, son muestras de material vegetal que proceden de distinto
origen, por lo que es posible que una de las accesiones no esté denominada
correctamente. La diferencia en los resultados en ‘Abundance’ y ‘Kelsey’ también podria
ser debida al distinto origen de las muestras de material vegetal empleadas en los
distintos trabajos, por lo que seria necesario analizar cultivares de referencia que
permitan establecer cudl es el genotipo correcto de cada cultivar.

En este trabajo se ha puesto a punto y validado una metodologia de alta
sensibilidad para la identificacion del genotipo S en ciruelo japonés. Esta técnica ha
permitido la caracterizacion del genotipo S de 33 nuevos cultivares y se ha confirmado
el de 69 cultivares adicionales. La identificacion del genotipo S de nuevos cultivares, asi
como el establecimiento de sus grupos de incompatibilidad, supone una notable ayuda
para los agricultores, viveristas y mejoradores de esta especie, ya que permite realizar
una seleccion adecuada de cultivares compatibles en plantaciones o cruzamientos.

Las relaciones de compatibilidad entre cultivares, factor determinante del
cuajado, han sido analizadas hasta el momento mediante cruces en campo y laboratorio
(Capitulos 2 y 3), mediante la observacién del crecimiento de tubos polinicos con
microscopia de fluorescencia (Capitulos 3 y 4) y mediante PCR (Capitulos 3, 4 y 5), lo
que ha permitido agilizar la determinacién de las relaciones de compatibilidad. A pesar
de ello, algunos cultivares genéticamente compatibles estudiados presentaron
problemas de cuajado aparentemente no asociados a incompatibilidad, por lo que en los
siguientes capitulos se planteo el estudio de otros factores que pudieran afectar a la falta

de cuajado.
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DESARROLLO DE OVULOS
Y CUAJADO
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6. DEGENERACION DE OVULOS Y FALTA DE CUAJADO EN DOS NUEVOS
CULTIVARES DE CIRUELO JAPONES

RESUMEN

Algunos cultivares de ciruelo japonés (P. salicina Lindl.) son particularmente
propensos a los cuajados erraticos, mostrando cuajados muy bajos e incluso nulos por
razones que se desconocen. En este trabajo se ha evaluado el proceso reproductivo en
dos nuevos cultivares de ciruelo japonés, Sweet August y Rubirosa, para analizar las
causas de su falta de cuajado. Para ello se han realizado ensayos de autopolinizaciéon y
polinizaciones cruzadas con diferentes cultivares en condiciones reales de cultivo y se
ha caracterizado el cuajado y la caida de flores y frutos hasta la maduracién. Para
determinar qué factores del proceso reproductivo podrian estar relacionados con la
falta de cuajado, se realiz6 el seguimiento al microscopio de la germinacién del polen,
el crecimiento de tubos polinicos, la incompatibilidad polen-pistilo y el desarrollo de
6vulos en flores de cada autopolinizaciéon y de cada cruce. Los mismos ensayos se
realizaron sobre el cultivar productivo Simka, que se usé como control. Los resultados
permitieron descartar la viabilidad del polen, el transporte de polen al estigma y la
incompatibilidad polen-pistilo como causas de la falta de cuajado en los dos cultivares
analizados. Sin embargo, se identific6 la degeneracién prematura de los dos 6vulos de
la flor como causa de la esterilidad femenina y por lo tanto de la falta de cuajado en
estos cultivares. La falta de cuajado en situaciones de cultivo con condiciones
meteorolégicas adversas es tradicionalmente estudiada mediante el analisis del
proceso de polinizacién y las relaciones de incompatibilidad polen-pistilo, pero el
estado de desarrollo de los 6vulos no suele ser considerado como condicionante del
proceso reproductivo. La metodologia usada en este trabajo puede resultar 1util para
situaciones de falta de cuajado en otros cultivares y especies, lo que podria ayudar a

identificar las causas de la degeneracién prematura de évulos.
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6.1. INTRODUCCION

El ciruelo japonés (P. salicina Lindl.) se cultiva en zonas templadas de todo el
mundo desde su introduccion en California procedente de Japén a finales del siglo XIX
(Faust y Suranyi, 1999). El término ‘ciruelo japonés’ se utilizaba originalmente para P.
salicina, pero hoy en dia no se corresponde con una especie sino que comprende un
grupo heterogéneo de genotipos de ciruelo que se cultivan para fruta de consumo en
fresco y que proceden de hibridaciones interespecificas de la especie original P.
salicina con otras especies diploides de Prunus (Byrne, 1989; Faust y Suranyi, 1999;
Okie, 2006). La produccién mundial de ciruelo japonés se ha incrementado en las
ultimas décadas (Okie y Hancock, 2008; Hartmann y Neumdiiller, 2009), y en la
actualidad se estd produciendo una importante renovacion varietal con la
introduccion de nuevos cultivares procedentes de distintos programas de mejora
genética (Okie y Ramming, 1999; Okie y Hancock, 2008).

Aunque el porcentaje de cuajado en ciruelo japonés es mucho menor
(Capitulo 2) que en otros frutales de hueso (Dorsey, 1919; Bradbury, 1929; Harrold,
1935; Kester y Griggs, 1959; Lech y Tylus, 1983; Dicenta et al, 2002; Rodrigo y
Herrero, 2002a; Hedhly et al, 2007), en muchos cultivares suele ser suficiente para
alcanzar una producciéon adecuada de fruta, ya que el ciruelo japonés produce una
cantidad de flores considerablemente mas alta que otros Prunus (Okie, 2006;
Hartmann y Neumdiller, 2009). Sin embargo, algunos cultivares son particularmente
propensos a tener cuajados erraticos, presentando algunos afos un porcentaje de
cuajado muy bajo o incluso nulo por razones que no estan bien establecidas (Okie y
Weinberger, 1996; Hartmann y Neumiiller, 2009).

Cuando no se han producido condiciones ambientales adversas durante la
fase de floracion ni durante el desarrollo del fruto, es dificil determinar las causas que
provocan la falta de cuajado, ya que muchos otros factores, tanto externos como
internos, intervienen en el establecimiento del cuajado (Capitulos 2 y 3). En Prunus,
las flores tienen un gineceo unicarpelar (Sterling, 1964), cuyo ovario contiene dos
ovulos, y la fecundacion de al menos uno de ellos es necesaria para que se produzca el
cuajado, ya que en el género Prunus no se producen frutos partenocarpicos (Sedgley y

Griffin, 1989; Hartmann y Neumiiller, 2009). Uno de los dos 6vulos, el 6vulo primario,
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continta creciendo en los dias siguientes a la antesis y puede ser fecundado y llegar a
formar una semilla; el otro, el 6vulo secundario, detiene su crecimiento y
generalmente degenera (Bradbury, 1929). Numerosos factores intervienen en el
proceso reproductivo que concluye en el cuajado, como la viabilidad del polen, el
transporte del polen al estigma, la incompatibilidad polen-pistilo, la sincronia entre la
llegada del tubo polinico al évulo y la maduracién del saco embrionario, la
fecundacion de al menos un évulo y el inicio del desarrollo del cigoto (Dorsey, 1919;
Bradbury, 1929; Harrold, 1935; Pimienta y Polito, 1982; Hormaza y Herrero, 1996b;
Rodrigo y Herrero, 1998). Aunque estos procesos han sido analizados en otras
especies de Prunus, la biologia reproductiva en ciruelo japonés no se ha estudiado en
profundidad (Okie, 2006).

Tradicionalmente, en ciruelo japonés no se ha considerado el proceso
reproductivo como causa de falta de cuajado, aunque se han descrito algunos
cultivares androestériles (Herrero y Salvador, 1980; Ramming, 1995; Vidiella, 2002).
Sin embargo, en los ultimos afios se ha relacionado la polinizacién con problemas de
cuajado en algunos cultivares y situaciones de cultivo (Jia et al, 2008; Sapir et al.,
2008a, b, Capitulos 2 y 3). El ciruelo japonés, como otros frutales de hueso del género
Prunus, presenta un sistema de autoincompatibilidad de tipo gametofitico (GSI), que
previene la autofecundacién y promueve la polinizaciéon cruzada (De Nettancourt,
2001). Aunque se han descrito algunos cultivares autocompatibles, la mayoria de los
cultivares de ciruelo de tipo japonés son autoincompatibles (Okie y Weinberger, 1996;
Capitulo 3 y 4) y necesitan cultivares polinizadores compatibles interplantados en la
misma plantaciéon para asegurar el cuajado (Sapir et al., 2004; Halasz et al.,, 2007;
Capitulos 3,4y 5).

En este trabajo se ha evaluado el proceso reproductivo en dos nuevos
cultivares de ciruelo japonés, Sweet August y Rubirosa, para analizar las causas de su
falta de cuajado. Se han realizado autopolinizaciones y polinizaciones cruzadas con
diferentes cultivares en condiciones de cultivo y se ha caracterizado el cuajado y la
caida de frutos hasta la maduraciéon. Para determinar qué factores del proceso
reproductivo pueden estar relacionados con la falta de cuajado, se han realizado
observaciones al microscopio de los granos de polen, el crecimiento de los tubos

polinicos, la incompatibilidad polen-pistilo y el estado de desarrollo de los 6vulos en
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flores de cada autopolinizacion y de cada cruce. Estos mismos ensayos se realizaron

sobre el cultivar productivo Simka, que se us6 como control.

6.2. MATERIALES Y METODOS

6.2.1 Material vegetal

Para evaluar el proceso reproductivo y la causa de la falta de cuajado en
‘Rubirosa’ y ‘Sweet August’, se realizaron ensayos de polinizacién usando seis
cultivares polinizadores localizados en la misma plantaciéon comercial (Black Jewell,
Champion, Hiromi Red, Rubirosa, Sweet August y Sybarite) y el cultivar productivo

Simka, que se usé como control y fue polinizado con Songold.

6.2.2 Viabilidad del polen

Para determinar los posibles cultivares polinizadores de Rubirosa y Sweet
August, se analizaron aquellos cultivares presentes en la plantacién que coincidieron
en floracién con alguno de los dos (Black Jewell, Champion, Hiromi Red, Rubirosa,
Sweet August y Sybarite). En cada uno de ellos se evalud la viabilidad del polen y se
compard con la del cultivar Songold, polinizador de Simka. El polen se obtuvo de flores
en estado de botdén globoso, de las que se separaron las anteras y se colocaron en
bandejas de papel a temperatura ambiente hasta su dehiscencia. El polen fue colado
usando una malla de 0,26 mm de luz y se almacend a -20°C hasta su utilizacion
(Apartado 2.2.2, Capitulo 2). El polen de cada cultivar se sembré en un medio sélido
de germinacién compuesto por 0,3 M de aztcar, 0,6 mM Ca(NOs);, 1,6 mM H3BO3 y
0,8% de agar (Hormaza et al, 1996) en placas de Petri de 60 x 10 mm. El polen
sembrado se dej6 germinar durante 24 h a 20°C y posteriormente se congel6 a -20°C
para detener la germinacién. Para la observacion de las placas, se dejaron descongelar
durante 24 h a 4°C, se tifieron con azul de anilina en K3P04 0,1 N al 1 % (v/v) para
tefiir la calosa (Linskens y Esser, 1957) y se observaron en un microscopio de
fluorescencia Leica DM2500 (Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar, Alemania)

equipado con luz ultravioleta epifluorescente con un filtro excitador BP340-390 y un
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filtro de barrera LP 425. Un grano de polen se considerd viable cuando el tubo
polinico germinado era mayor que su didmetro (Fig. 6.1A). La viabilidad se determiné
en dos placas de Petri por cada cultivar mediante el conteo de los granos de polen
viables y no viables en tres campos por placa, contandose en cada campo entre 100 y
200 granos de polen como minimo. En los ensayos de polinizacién sélo se

seleccionaron como cultivares polinizadores aquellos que tuvieron polen viable.

6.2.3 Ensayos de polinizacion

Se realizaron ensayos de autopolinizacién y polinizacién cruzada sobre los
dos cultivares a evaluar, Rubirosa y Sweet August, y sobre el cultivar usado como
control, Simka (Tabla 6.1). Adicionalmente, se dej6 en cada cultivar una poblacién de
flores a polinizacion libre que fueron usadas como control.

Puesto que la emasculaciéon de flores ha sido relacionada con la falta del
cuajado en diversos cultivares de ciruelo japonés (Capitulo 7), los tratamientos de
polinizaciéon se realizaron sobre flores no emasculadas mediante polinizacién
suplementaria (Williams, 1970a) en arboles cubiertos con malla (Apartado 2.2.2,
Capitulo 2). Asi, los ensayos de autopolinizacién y polinizacién cruzada en ‘Rubirosa’,
‘Sweet August’ y ‘Simka’ se realizaron en ramas seleccionadas de dos arboles de cada
cultivar, que fueron cubiertos con malla de 0,8 mm de luz antes de la floraciéon para
evitar la llegada de los insectos polinizadores. El polen se obtuvo siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado anterior. Las polinizaciones se realizaron
manualmente usando un pincel fino y polinizando en dias alternos hasta la apertura
de todas las flores (Rodrigo y Herrero, 2002b). Se autopolinizaron entre 950 y 1500
flores de cada cultivar y se polinizaron entre 950 y 1450 flores por cruce. Ademas, se
dejaron a polinizacién libre entre 1450 y 1550 flores de cada cultivar en arboles no
cubiertos con malla (Tabla 6.1). Para caracterizar la curva de caida y determinar el
cuajado final en cada ensayo, se realizaron conteos semanales de flores y frutos en
desarrollo desde antesis hasta la recoleccion (Williams, 19705b).

Para analizar la llegada y germinacién de polen en el estigma de las flores, se
recogieron entre 40 y 50 flores de cada cultivar y tratamiento de polinizacion. Las

flores se recogieron cuatro dias después de la polinizacién y se fijaron en etanol :
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acido acético (3:1) (Williams et al.,, 1999). Para las preparaciones al microscopio, los
pistilos fijados se lavaron tres veces a intervalos de una hora con agua destilada y un
lavado final con sulfito sédico al 5% (p/v) durante 24 h a 4°C. A continuacidn, se
autoclavaron durante 8 min a 1 kg/cm? en sulfito sédico al 5% para ablandar los
tejidos (Jefferies y Belcher, 1974). Los granos de polen se observaron en
preparaciones squash de los estigmas y los estilos de cada cultivar (Rodrigo et al.,
2009) y fueron tefiidos siguiendo el protocolo usado para la determinacién de la
viabilidad descrito en el apartado anterior. Las observaciones se realizaron en un
microscopio Olympus BH2 (Olympus Optical Co, Tokyo, Japan) con luz UV
epifluorescente usando un filtro excitador BP 355/425 y un filtro de barrera LP 470.
Se calcul6 el porcentaje de flores con granos de polen germinados en el estigma para

cada cultivar y tratamiento de polinizacién (Tabla 6.1).
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Tabla 6.1. Tratamientos de polinizacion realizados en cada cultivar, nimero de flores
utilizadas, niimero de frutos obtenidos, porcentaje de cuajado, porcentaje de pistilos con granos
de polen germinados en el estigma, porcentaje de pistilos con tubos polinicos en la base del
estilo, porcentaje de pistilos con los dos évulos degenerados, y genotipo S de los cruces
realizados.

Cultivar Flores Frutos Cuajado Pistilos con Pistilos con Pistilos conlos Genotipo
Tratamiento (m2) (n9) (%) granos de tubos dos 6vulos S
polen polinicos en degenerados
germinados la base del (%)
(%) estilo (%)
Sweet August ScSh
Polinizacién libre  1.555 0 0 67 100
Autopolinizacién ~ 1.322 0 0 95 0 50 ScSh x ScSh
x Champion 1.382 10 0,7 88 66 50 ScSh x ScSe
x Rubirosa 1471 19 1,3 100 91 73 ScSh x ScSe
Rubirosa ScSe
Polinizacién libre  1.516 0 0 100 71
Autopolinizacién 959 0 0 100 36 50 ScSe x ScSe
x Champion 1.084 0 0 99 0 78 ScSe x ScSe
x Hiromi Red 943 5 0,5 100 73 50 ScSe x SbSh
Simka SeSk
Polinizacién libre 1.442 30 6 100 0
Autopolinizacion  1.519 57 4 100 33 0 SeSk x SeSk
x Songold 1.472 28 5 100 73 0 SeSk x ShSk
N 14.665 185 145 74
gl 10 10 7 10
Pearson y? 211,400 27,207 80,502 40,107
P < 0,001 0,002 <0,001 < 0,001

N, tamafio de la muestra; g.l,, grados de libertad; Pearson x2, Chi-cuadrado de Pearson. P, nivel
de significacion.
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Figura 6.1. Germinacion de polen, crecimiento del tubo polinico y desarrollo de 6vulos en
flores de ciruelo japonés. Germinacién de granos de polen in vitro (A) y en el estigma (B).
Tubo polinico parado en el estilo en un cruce incompatible (C). Tubos polinicos avanzando
hacia la base del estilo en un cruce compatible (D). Ovulo degenerado con acumulacién de
calosa en el final de la calaza (E). Ovulo bien desarrollado (F). Barras = 50 pum.
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6.2.4 Incompatibilidad polen-pistilo

Para determinar la auto(in)compatibilidad de cada cultivar usado como
parental femenino y la (in)compatibilidad de cada cruce, las distintas
autopolinizaciones y cruces analizados en campo también se realizaron en laboratorio
(Tabla 6.1). Para ello, se recogieron flores en estado de botdn globoso de cada cultivar,
se llevaron al laboratorio, se emascularon y se colocaron en espuma de florista
himeda a temperatura ambiente (Rodrigo y Herrero, 1996). Aproximadamente
treinta flores por tratamiento se polinizaron manualmente a las 24 h de haber sido
emasculadas con polen obtenido siguiendo el método descrito anteriormente
(Apartado 6.2.2). Transcurridas 72 h tras la polinizacién, cuando los tubos han
alcanzado la base del estilo (Capitulo 4), los pistilos se fijaron y se prepararon para la
observacion del crecimiento de los tubos polinicos en el microscopio, siguiendo el
mismo procedimiento descrito anteriormente para observar la germinacién del polen
en los estigmas (Apartado 6.2.2). Se determiné la presencia o ausencia de tubos
polinicos en la base del estilo en al menos diez pistilos por cultivar y tratamiento. Las
preparaciones se observaron en un microscopio Olympus BH2 (Olympus Optical Co,
Tokyo, Japan) con luz UV epifluorescente usando un filtro excitador BP 355/425 y un
filtro de barrera LP 470.

Para confirmar las relaciones de (in)compatibilidad de cada cruce, se
determiné el genotipo S de cada cultivar mediante la identificacién de sus SRNasas.
Para ello, se aislé el ADN gen6émico de cada cultivar a partir de hojas jéovenes siguiendo
el protocolo de Doyle y Doyle (1987) con modificaciones de Hormaza (2002). La
determinacion de las SRNasas se realizé mediante amplificacién por PCR usando los
pares de cebadores Pru C2-PCER y Pru T2-PCER (Tao et al., 1999; Yamane et al., 2001)

siguiendo el protocolo descrito en el capitulo 3 (Apartado 3.2.5).

6.2.5 Degeneracion de dvulos

Se examind el desarrollo de los 6vulos en flores de cada cultivar y

tratamiento. Para ello, se observaron al microscopio preparaciones en squash de los

mismos pistilos sobre los que se habia evaluado la germinacién del polen. En al menos

133



10 pistilos por cultivar y tratamiento, se analizé el desarrollo de los dos 6vulos
mediante la observacién de depdsitos de calosa en la zona de la calaza, que es un
indicador de la degeneracién del 6vulo (Pimienta y Polito, 1982; Stosser y Anvari,
1982; Arbeloa y Herrero, 1985; Rodrigo y Herrero, 1998; Hedhly et al, 2009). El
desarrollo de los 6vulos se observd utilizando el mismo procedimiento de tincion de la
calosa con azul de anilina usado para observar la germinacién del polen en los
estigmas y el crecimiento de tubos polinicos (Apartados 6.2.2 y 6.2.3). Las
preparaciones se observaron en un microscopio Olympus BH2 (Olympus Optical Co,
Tokyo, Japan) con luz UV epifluorescente usando un filtro excitador BP 355/425 y un
filtro de barrera LP 470.

6.2.6 Anadlisis estadistico

Los andlisis estadisticos fueron realizados con el programa estadistico SPSS
15.0 (SPSS Inc., Chicago, USA). Se realizé un andlisis de varianza de una via (ANOVA)
para analizar los porcentajes de germinacion de polen in vitro de cada cultivar, previa
transformacion del arcoseno de la raiz cuadrada. Cuando el ANOVA gener6 diferencias
significativas (P<0,05), las medias se compararon con el test de Duncan.

Se ha utilizado el test Chi-cuadrado de Pearson sobre tablas de contingencia
para el analisis entre los diferentes tratamientos de polinizacién de los porcentajes de
frutos cuajados, pistilos con granos de polen geminados en el estigma, pistilos con

tubos polinicos en la base del estilo y pistilos con los dos dvulos degenerados.

6.3. RESULTADOS

La viabilidad del polen, evaluada a través de su germinacion in vitro (Fig.
6.1A), present6 diferencias significativas entre cultivares (F = 76,431; gl.=5; P <
0,001; Tabla 6.2). ‘Black Jewell’ no mostré granos de polen en las anteras, y ‘Sybarite’
presentd muy pocos granos que ademas presentaron un porcentaje de viabilidad muy
bajo, por lo que ambos cultivares se consideraron androestériles y no fueron usados
en los ensayos de polinizacién. La viabilidad del polen de ‘Hiromi Red’, ‘Rubirosa’,

‘Songold’, ‘Sweet August’, ‘Champion’ y ‘Simka’ presenté un rango de germinacién de
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entre un 12,2% y un 60,6% (Tabla 6.2), por lo que se utilizaron en los ensayos de

autopolinizacién y polinizacién cruzada (Tabla 6.1).

Tabla 6.2. Porcentaje de granos de polen germinados in vitro en ocho cultivares de ciruelo
japonés. Los valores son la media + error estdndar de seis replicaciones. Los valores con letras
diferentes indican diferencias significativas (P<0,05).

Cultivar % Viabilidad de polen

Black Jewell *

Sybarite *

Songold 12,2+09a
Sweet August 19,1+2,1b
Champion 21,7+19b
Simka 27,7+1,5¢c
Rubirosa 30,7+1,3c¢c
Hiromi Red 60,6 +2,8d

* Cultivares sin polen en las anteras o con polen que no germiné.

Para analizar la llegada del polen al estigma, se tomaron al azar flores fijadas
de los diferentes ensayos de campo y se observaron al microscopio. Como se esperaba,
todas las flores polinizadas manualmente presentaron polen en el estigma.
Igualmente, la mayoria de las flores dejadas a polinizacién libre también presentaron
granos de polen en el estigma (Fig. 6.1B; Tabla 6.1).

A pesar de usar polen viable transferido adecuadamente a los estigmas, se
observaron diferencias significativas entre los porcentajes de cuajado de los distintos
cruces realizados. Se observd una ausencia total de cuajado en los ensayos de
polinizacion libre y autopolinizacién en ‘Rubirosa’ y ‘Sweet August’, mientras que en
‘Simka’ el porcentaje de cuajado fue de un 6% y un 4% para cada tratamiento
respectivamente (Tabla 6.1). En los ensayos de polinizacién cruzada de ‘Rubirosa’ y
‘Sweet August’ también se observaron cuajados nulos o muy bajos, entre el 0% y el
1%, mientras que en ‘Simka’ el cuajado fue del 5%. Aunque la caida de flores en los
ensayos de polinizacion libre, polinizacién cruzada y autopolinizaciéon en los cultivares

Sweet August y Rubirosa se completd en la tercera semana después de antesis, la
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caida de las flores y frutos en desarrollo en ‘Simka’ continué hasta el establecimiento
final del cuajado siete semanas después de antesis (Fig. 6.2).

Para evaluar si la falta de cuajado en ‘Rubirosa’ y ‘Sweet August’ fue
provocada por la ausencia de polen compatible, se analizé la (in)compatibilidad
polen-pistilo de cada cruce. La observacion del crecimiento de los tubos polinicos a lo
largo del estilo se realizd en pistilos polinizados en el laboratorio con el mismo polen
que se usé en los ensayos de campo. La prueba Chi-cuadrado revel6 diferencias
significativas entre los porcentajes de pistilos con tubos polinicos en la base del estilo
para los diferentes cruces (Tabla 6.1). En todas las flores autopolinizadas de ‘Sweet
August’, los tubos polinicos se detuvieron en el estilo y ningtin tubo polinico alcanzé la
base del mismo (Fig. 6.1C; Tabla 6.1), indicando que este cultivar se comportéd como
autoincompatible. Por otro lado, se encontré un porcentaje variable de pistilos
autopolinizados de ‘Rubirosa’ (36%) y ‘Simka’ (33%) que mostraban tubos polinicos
creciendo a lo largo del pistilo (Fig. 6.1D) y alcanzando la base del estilo, lo que indica
que estos cultivares son autocompatibles.

En los ensayos de polinizacién cruzada se obtuvieron porcentajes variables de
pistilos con tubos polinicos en la base del estilo (Tabla 6.1). Mientras que algunos
pistilos de los cruces ‘Sweet August’ x ‘Champion’, ‘Sweet August’ x ‘Rubirosa’ y
‘Simka’ x ‘Songold’ presentaron tubos polinicos en la base del estilo, en ninguno de los
pistilos analizados del cruce ‘Rubirosa’ x ‘Champion’ se observaron tubos polinicos
alcanzando la base del estilo. Por lo tanto, todos los cruces se comportaron como
compatibles excepto ‘Rubirosa’ x ‘Champion’, que fue incompatible. El andlisis de las
SRNasas mediante PCR confirmé la compatibilidad de todos los cruces realizados, ya
que las combinaciones de parentales presentaban distinto genotipo S (Tabla 6.1), y
s6lo el cruce de ‘Rubirosa’ x ‘Champion’ indicd una relacién incompatible al presentar
ambos cultivares el mismo genotipo S.

Se analiz6 el desarrollo de los 6vulos en el microscopio usando pistilos
provenientes de todos los cruces realizados en campo. En un porcentaje variable (50 -
100%) de pistilos provenientes de los ensayos de autopolinizacién, polinizacién
cruzada y polinizacién libre de ‘Rubirosa’ y ‘Sweet August’, los dos dvulos aparecieron
degenerados, mostrando calosa en la zona de la calaza (Fig. 6.1E;, Tabla 6.1). Sin

embargo, todos los pistilos de ‘Simka’ presentaron al menos un 6vulo bien
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desarrollado sin calosa en la calaza (Fig. 6.1F; Tabla 6.1). La prueba Chi-cuadrado

reveld diferencias significativas entre los porcentajes de pistilos con ambos 6vulos

degenerados de los diferentes cruces (Tabla 6.1).
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Figura 6.2. Curva de caida en tres cultivares de ciruelo japonés con diferentes tratamientos de
polinizacién: polinizacién libre, autopolinizacién y polinizacién cruzada. Porcentaje de frutos a
partir del ndmero inicial de flores durante las 12 semanas siguientes a la antesis en ‘Sweet

August’ (A), ‘Rubirosa’ (B) y ‘Simka’ (C).

137



6.4. DISCUSION

El estudio de diferentes factores que intervienen en el proceso reproductivo
ha permitido descartar la viabilidad del polen, el transporte de polen al estigma y la
incompatibilidad polen-pistilo como causas de la falta de cuajado en los dos cultivares
de ciruelo de tipo japonés evaluados. Sin embargo, se ha identificado la degeneracion
prematura de los dos 6vulos de la flor como el factor causante de la esterilidad
femenina y por lo tanto de la falta de cuajado en estos cultivares.

El porcentaje de cuajado en ‘Rubirosa’ y ‘Sweet August’ fue muy bajo o nulo en
todos los tratamientos de polinizacién y mas bajo de los que presentan habitualmente
los cultivares de ciruelo japonés (Beppu et al.,, 2005, 2010b; Jia et al., 2008; Sapir et al.,
2008b; Capitulos 2 y 7), y reflejd la ausencia de cuajado observada en estos cultivares
en afos anteriores. La caida de flores en estos cultivares también fue mas rapida de lo
esperado. Ya que la polinizacién con polen compatible o incompatible no afecta al
patréon de caida (Capitulos 2 y 7), el diferente comportamiento en estos cultivares
sugiere que existen otros factores distintos de la polinizacién que podrian estar
relacionados con la dinamica de la caida y la falta de cuajado.

Los cultivares Black Jewell y Sybarite se comportaron como androestériles y
por lo tanto no fueron usados como polinizadores. Se han descrito diferentes
cultivares de ciruelo japonés androestériles, como ‘First Beaut’ (Ramming, 1995) o
‘Red Beaut’ (Herrero y Salvador, 1980), y también se han observado algunas
descendencias androestériles (Ontivero et al,, 2006). Mientras que ‘Black Jewell’ no
mostr6 granos de polen en las anteras, como le ocurre a ‘Red Beaut’ (Herrero y
Salvador, 1980), ‘Sybarite’ presenté muy pocos granos de polen y con una viabilidad
muy baja. Aunque estos dos cultivares resultaron androestériles, en la misma
plantacién habia otros cultivares que coincidian en floracién con ‘Rubirosa’ y ‘Sweet
August’ y que tenian polen viable que fue adecuadamente transportado a los estigmas.
Por lo tanto la viabilidad del polen y el transporte del mismo no parecen ser las causas
de falta de cuajado en los cultivares analizados.

La observacion del crecimiento de los tubos polinicos y la caracterizacién de
los alelos S mediante PCR mostraron que ‘Rubirosa’ y ‘Sweet August’ tenian al menos

un cultivar polinizador compatible y coincidente en floracién en la misma plantacidn,
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lo que ha permitido descartar la incompatibilidad polen-pistilo como la causa de falta
de cuajado en ambos cultivares. En este trabajo se han descrito por primera vez los
genotipos S de los cultivares Champion (ScSe), Rubirosa (ScSe) y Sweet August (ScSh).
Los genotipos S de ‘Simka’, ‘Songold’ y ‘Hiromi Red’ analizados en este trabajo se
correspondieron con los descritos en otros trabajos previos (Beppu et al., 2003; Sapir
et al,, 2008a; Capitulo 3). ‘Sweet August’ se comporté como autoincompatible, ya que
no se observé ningin tubo polinico alcanzando la base del estilo en flores
autopolinizadas. Por otro lado, algunos pistilos de ‘Rubirosa’ y ‘Simka’ mostraron
tubos polinicos alcanzando el ovario, por lo que estos cultivares parecen ser
autocompatibles, lo que se corresponde con la presencia en ambos cultivares del alelo
Se, que ha sido relacionado con el caracter de autocompatibilidad en otros cultivares
(Beppu et al., 2005; 2010b; Guerra et al., 2009; Capitulos 3, 4 y 5).

La observacion del crecimiento de los tubos polinicos indicé que ‘Sweet
August’ es compatible con los dos cultivares polinizadores utilizados (‘Champion’ y
‘Rubirosa’), y que ‘Rubirosa’ es compatible con ‘Hiromi Red’ e incompatible con
‘Champion’. Estos resultados se corresponden con los genotipos S, ya que los alelos S
son diferentes en los cultivares de los cruces compatibles y coinciden en los cultivares
cuyo cruce resulté incompatible (‘Rubirosa’ y ‘Champion’). Sin embargo, puesto que
‘Rubirosa’ parece ser autocompatible y ambos cultivares presentan el alelo Se, el cruce
deberia ser compatible. Este resultado plantea la necesidad de hacer nuevos ensayos
de polinizacidn asi como analisis genéticos para esclarecer esta situacion.

Una vez descartados otros factores involucrados en el proceso reproductivo,
la presencia de los dos 6vulos degenerados en flores provenientes de cruces sin
cuajado y la ausencia de 6vulos degenerados en flores de cruces con cuajado permitié
identificar la degeneracion de los 6vulos como la causa de la falta de cuajado en estos
dos cultivares en las condiciones de cultivo analizadas. En otros Prunus, la
degeneracion del 6vulo secundario se ha relacionado con la acumulacién de calosa en
la zona del final de la calaza de la nucela del 6vulo, que posteriormente muestra claros
sintomas de degeneracion (Pimienta y Polito, 1982; Stésser y Anvari, 1982; Arbeloa y
Herrero, 1991; Rodrigo y Herrero, 1998; Cerovi¢ y Mi¢i¢, 1999; Cerovi¢ et al., 2000).
La mayoria de las flores de ‘Rubirosa’ y ‘Sweet August’ mostraron ambos 6vulos

degenerados, por lo que no se pudo producir la fecundacién. Sin embargo, todas las
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flores analizadas de ‘Simka’, que presenté un cuajado normal, tenian al menos un
6vulo bien desarrollado.

En Prunus, las implicaciones de la esterilidad femenina en el cuajado son mas
graves que las causadas por esterilidad masculina, ya que los cultivares androestériles
pueden producir cuajado si se polinizan con polen compatible de otros cultivares,
mientras que los cultivares con esterilidad femenina no pueden cuajar ya que no son
partenocarpicos (Sedgley y Griffin, 1989; Hartmann y Neumiiller, 2009). Aunque en
los programas de mejora se descartan los genotipos estériles, se han descrito algunos
cultivares de Prunus que presentan problemas de esterilidad femenina, aunque no
estan claros los factores que estan involucrados en la degeneracién prematura de los
ovulos. La esterilidad femenina ha sido considerada como una caracteristica varietal
en el cultivar de cerezo 0900 Ziraat (Mert y Soylu, 2007), sin embargo los dos
cultivares de ciruelo japonés estudiados en este trabajo producen de forma adecuada
en otras plantaciones, por lo que en ambos cultivares se puede descartar que la
esterilidad femenina sea una caracteristica genética. En el cultivar de albaricoquero
Trevatt Blue, la esterilidad femenina ha sido atribuida a una posible mutacién de yema
del arbol original del que se cogieron las varetas para su propagacion (Lillecrapp et al.,
1999). Esto podria explicar la situaciéon expuesta en este trabajo, aunque parece poco
probable que esta situacién pudiese ocurrir simultineamente en dos cultivares
diferentes. Parece mas probable que la degeneracion prematura de 6vulos en estos
dos cultivares fuera causada por factores externos.

En otros Prunus, la esterilidad femenina como causa de falta cuajado ha sido
relacionada con condiciones ambientales adversas, como heladas de primavera
(Rodrigo, 2000) o altas temperaturas antes (Rodrigo y Herrero, 2002b) y después de
la floracion (Hedhly et al., 2007, 2009). Sin embargo, no se registraron condiciones
ambientales adversas durante el desarrollo de las flores en la plantacién donde se
realizé este trabajo. La esterilidad femenina en Prunus puede ser también inducida
por la aplicaciéon de diferentes tratamientos quimicos externos (Stosser y Anvari,
1982; Morenol et al,, 1992; Herrero, 2000; Beppu et al,, 2001). Independientemente
de los factores causantes de la degeneracién de los dvulos, parece ser que no afectan
de la misma forma a todos los genotipos, ya que otros cultivares de ciruelo japonés en

la misma plantacién tuvieron cuajados normales (datos no mostrados).
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Los resultados revelaron una alta incidencia de la degeneracidn prematura de
los 6vulos en el cuajado final de los dos cultivares estudiados. La falta de cuajado en
condiciones de cultivo sin aparentes condiciones ambientales adversas es un
problema que tradicionalmente se ha abordado estudiando el proceso de polinizaciéon
y las relaciones de incompatibilidad polen-pistilo, pero el estado de desarrollo de los
6vulos no se suele considerar. La metodologia usada en este trabajo puede resultar
util para analizar situaciones de falta de cuajado en otros cultivares y especies, lo que
podria facilitar la identificacion de las causas que provocan la degeneracion

prematura de los 6vulos.
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7. LA EMASCULACION DE FLORES COMO CAUSA DE FALTA DE CUAJADO EN
CRUCES ENTRE CULTIVARES DE CIRUELO JAPONES?

RESUMEN

La emasculacion de flores es un método muy usado en los programas de
mejora de frutales para la realizacién de cruces entre cultivares. En algunos cruces
realizados sobre flores emasculadas en ciruelo japonés (P. salicina Lindl.) se han
obtenido cuajados bajos o nulos sin que las causas estén claras. En este trabajo se ha
evaluado la influencia de la emasculaciéon de flores en el cuajado en cuatro cultivares
de ciruelo japonés, comparando ensayos de polinizacién cruzada realizados en flores
emasculadas y sin emascular. En cada ensayo se ha caracterizado el cuajado y la caida
de flores y frutos hasta la maduracién. Para determinar qué factores del proceso
reproductivo podrian estar relacionados con la falta de cuajado, se ha determinado la
(in)compatibilidad en cada cruce mediante la observacién del crecimiento de tubos
polinicos al microscopio y mediante marcadores moleculares. También se ha
observado en el microscopio el estado de desarrollo de los 6vulos en flores
emasculadas y sin emascular. El andlisis de los diferentes tratamientos de polinizacién
y el estudio de las relaciones de (in)compatibilidad permitié descartar otros factores
como causantes de la falta de cuajado e identificar la emasculacién de las flores como
la causa de la degeneraciéon prematura de los o6vulos y su implicacion en el

establecimiento del cuajado.

Guerra, M.E., Wiinsch, A., Lépez-Corrales, M., Rodrigo, J. (2010). Flower emasculation as the
cause for lack of fruit set in Japanese plum crosses. Journal of the American Society for
Horticultural Science, 135(6)1-7. (Anexo 1).
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7.1. INTRODUCCION

La emasculaciéon de flores se utiliza habitualmente en los programas de
mejora genética de frutales de hueso para realizar cruzamientos (Layne, 1983). Esta
técnica también se usa en estudios citologicos y genéticos (Okie y Hancock, 2008), y en
diferentes ensayos en los que una polinizacién controlada es imprescindible para
evitar la interferencia de polen no deseado (Hedhly et al.,, 2009).

En los programas de mejora, la emasculacion de flores es una técnica muy util
para llevar a cabo polinizaciones controladas cuando el parental femenino es
autocompatible, ya que se evita la autofecundacién y se asegura el cruce entre
cultivares. El proceso de emasculacion consiste en eliminar manualmente los pétalos y
estambres de la flor antes de su dehiscencia (Layne, 1983), por lo que las flores dejan
de ser atractivas para los insectos polinizadores (Free, 1964) y se pueden realizar
polinizaciones manuales sin la interferencia de polen no deseado procedente de las
propias anteras de la flor o de otras flores transportado por insectos polinizadores. El
estado mas favorable de la flor para realizar la emasculacién en frutales de hueso es el
de botdn globoso un dia antes de antesis (Bailey y Hough, 1975). En Prunus también
existen otras técnicas para realizar polinizaciones cruzadas. Por ejemplo, los dos
arboles parentales se pueden cubrir con una cabina de malla colocando colmenas en
su interior. También se puede cubrir inicamente el arbol femenino, introduciendo en
la cabina arboles en maceta o ramas del parental masculino. Sin embargo, un
problema habitual de estas técnicas es la falta de sincronia en la floracién de los dos
cultivares (Okie y Weinberger, 1996), por lo que la emasculacién de flores es muy
usada en los programas de mejora de Prunus, incluyendo los de ciruelo japonés
(Weinberger, 1975; Okie y Weinberger, 1996; Okie y Hancock, 2008).

Aunque muchos cultivares de ciruelo japonés son el resultado de mutaciones
o de polinizaciones accidentales, otros proceden de cruces dirigidos (Weinberger,
1975; Byrne, 1989; Okie y Weinberger, 1996; Okie y Ramming, 1999; Boonprakob et
al, 2001). Sin embargo, muchos cruces realizados mediante emasculacién han
producido cuajados muy bajos o incluso ausencia total de frutos (Okie y Weinberger,
1996; Okie y Hancock, 2008). Un efecto negativo de la emasculacion de flores en el

cuajado también se ha observado en otros Prunus como almendro (Prunus dulcis
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Batsch.; Kester et al., 1994), guindo (Prunus cerasus L.; Brown et al,, 1996) y cerezo
(Prunus avium L.; Hedhly et al., 2009).

Se han sugerido varios factores como causas de la falta de cuajado en flores
emasculadas de Prunus, como las condiciones ambientales adversas durante y
después de la fase de floracion (Okie y Weinberger, 1996), un estado de desarrollo de
la yema inadecuado cuando se lleva a cabo la emasculacion (Hjeltnes y Stanys, 1998),
la pérdida de funciones nutritivas y protectoras del perianto tras la emasculacién
(Badr y Crane, 1965), posibles dafios en el pistilo durante la emasculacién (Okie y
Weinberger, 1996; Okie y Hancock, 2008) o la aceleraciéon del proceso de
degeneracion de los 6vulos tras la emasculacion (Hedhly et al., 2009). Sin embargo, las
causas de la falta de cuajado en algunos cruces de ciruelo japonés no estan claras.

En este trabajo se ha evaluado la influencia de la emasculacién de flores en el
cuajado en cuatro cultivares de ciruelo japonés. Para ello, se han comparado ensayos
de polinizacién cruzada realizados en flores emasculadas y sin emascular en
condiciones reales de cultivo. Para determinar qué factores del proceso reproductivo
podrian estar relacionados con la falta de cuajado, se realizaron ademas
observaciones al microscopio del crecimiento de los tubos polinicos y del estado de
desarrollo de los 6vulos, y se relacionaron con el comportamiento de flores y frutos en

desarrollo en el arbol.

7.2. MATERIALES Y METODOS

7.2.1 Material vegetal

Se han utilizado seis cultivares de ciruelo de tipo japonés localizados en
diferentes plantaciones comerciales de Aragén y Extremadura: ‘Ambra’, ‘Angeleno’,
‘Black Diamond’, ‘Earliqueen’, ‘Fortune’ y ‘Golden Globe’, con los que se realizaron
varios ensayos de polinizacion. ‘Black Diamond’, ‘Earliqueen’, ‘Fortune’ y ‘Golden
Globe’ fueron usados como parentales femeninos mientras que ‘Ambra’, ‘Angeleno’,

‘Black Diamond’ y ‘Fortune’ fueron usados como polinizadores (Tabla 7.1).
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7.2.2 Ensayos de polinizacion en campo

En cada parental femenino se realizaron polinizaciones cruzadas usando
flores emasculadas y no emasculadas. Ademas se dejé una poblaciéon de flores a
polinizacion libre en cada cultivar, que fueron utilizadas como control (Tabla 7.1). El
polen utilizado en cada cruce se obtuvo de flores en estado de botén globoso (Fig.
7.1A), en las que se separaron las anteras y se esparcieron en bandejas de papel a
temperatura ambiente durante 24 h hasta su dehiscencia. El polen fue colado usando
una malla de 0,26 mm de luz y se almacend a -20°C hasta su utilizaciéon.

Los ensayos de polinizacion cruzada en flores no emasculadas se realizaron
mediante polinizacién suplementaria (Williams, 1970a) en arboles bajo malla. Para
evitar la llegada de insectos polinizadores, se cubrieron dos arboles de cada parental
femenino con cabinas de malla de 0,8 mm de luz antes de la floracién (Apartados 2.2.2
y 6.2.3). En estos arboles se seleccionaron entre 120 y 1560 flores por cultivar, en las
que se realiz6 la polinizacién cruzada (Tabla 7.1) manualmente usando un pincel fino
en dias alternos hasta la apertura de todas las flores (Rodrigo y Herrero, 2002a),
usando el polen previamente obtenido de los polinizadores elegidos en los cruces.
Para la polinizacion de las flores emasculadas (Layne, 1983), se eliminaron las flores
mas adelantadas y las yemas mas retrasadas de las ramas seleccionadas, dejando
Unicamente las yemas en estado de botén globoso (Fig. 7.1A). Entre 200 y 560 flores
por cultivar y cruce se emascularon (Fig. 7.1B) y se polinizaron 24 h después usando
un pincel limpio con el polen correspondiente

Ya que los cruces en flores no emasculadas se realizaron mediante
polinizacién suplementaria sin eliminar las anteras de las flores, se analizé la posible
autocompatibilidad de estos cultivares para determinar la posible influencia del
propio polen en el cuajado. Para ello se realizaron autopolinizaciones mediante
polinizacién suplementaria usando entre 1000 y 1760 flores no emasculadas de los
mismos arboles cubiertos por la malla (Tabla 7.1). Las autopolinizaciones se
realizaron con el polen de sus propias anteras mediante un pincel limpio en dias

alternos hasta la apertura de todas las flores.
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Capitulo 7

Adicionalmente, un grupo de entre 1500 y 1830 flores de cada parental

femenino se dej6 a polinizacion libre como control en arboles sin cubrir con malla

(Tabla 7.1).

Figura. 7.1. Flores de ciruelo japonés en estado de botén globoso (A) y después de la
emasculacion (B).

Para caracterizar la curva de caida y determinar el cuajado final en cada
tratamiento, se realizaron conteos semanales de flores y frutos en desarrollo desde

antesis hasta la recoleccién (Williams, 1970b).

7.2.3 Incompatibilidad polen-pistilo

Para determinar la auto(in)compatibilidad de cada cultivar usado como
parental femenino y la (in)compatibilidad de cada cruce, los mismos tratamientos de
polinizacién que se realizaron en el campo también se realizaron en laboratorio. Se
analizaron pistilos de cada tratamiento mediante la observacion del crecimiento de los
tubos polinicos usando microscopia de fluorescencia. Para ello, se recogieron flores en
estado de boton globoso de cada cultivar, se llevaron al laboratorio, se emascularon y
se colocaron en espuma de florista humeda a temperatura ambiente (Rodrigo y

Herrero, 1996). Al menos treinta flores por tratamiento fueron polinizadas
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manualmente 24 h después de la emasculaciéon con polen obtenido siguiendo el
método descrito anteriormente (Apartados 2.2.2 y 6.2.2). Transcurridas 72 h tras la
polinizacién, cuando los tubos polinicos han podido alcanzar la base del estilo
(Capitulo 4), los pistilos fueron fijados en etanol : acido acético (3:1) (Williams et al.,
1999) y almacenados a 4°C.

Para las preparaciones al microscopio, los pistilos fijados se lavaron tres
veces con agua destilada a intervalos de una hora, con un lavado final con sulfito
sodico al 5% (p/v) durante 24 h a 4°C. A continuacién se autoclavaron durante 8 min
a 1 kg/cm? en sulfito sédico al 5% para ablandar los tejidos (Jefferies y Belcher, 1974).
Los pistilos fueron tefiidos en preparaciones squash con una solucién de azul de
anilina en K3P04 0,1N al 0,1% (v/v) para teiiir la calosa (Linskens y Esser, 1957). El
crecimiento de los tubos polinicos fue observado en un microscopio Olympus BH2 con
luz UV epifluorescente usando un filtro excitador BP 355/425 y un filtro de barrera LP
470 (Olympus Optical Co, Tokyo, Japan) en al menos diez pistilos por cultivar y cruce.
Se calcul6 el porcentaje de flores con tubos polinicos alcanzando la base del estilo para
cada cultivar y tratamiento de polinizacion.

Para confirmar las relaciones de (in)compatibilidad de cada cruce, se
identificé el genotipo S de cada cultivar mediante amplificacién por PCR de sus
SRNasas. El ADN gendémico de cada cultivar fue extraido de hojas jévenes siguiendo el
protocolo de Doyle y Doyle (1987) con modificaciones de Hormaza (2002). La
identificacion de los alelos S fue realizada utilizando los cebadores PruC2-PCER y
PruT2-PCER (Tao et al., 1999; Yamane et al., 2001) siguiendo el protocolo descrito en
el capitulo 4 (Apartado 4.2.2).

7.2.4 Desarrollo de ovulos

Para la observacion del estado de desarrollo de los 6vulos con el microscopio,
se recogieron entre 40 y 50 flores de cada cultivar y tratamiento 4 dias después de la
polinizacion y se fijaron en etanol : acido acético (3:1). Se analizé el desarrollo de los
dos évulos de cada flor mediante la observacion de depdsitos de calosa en la zona de
la calaza, que es un indicador de la degeneracion del 6vulo (Pimienta y Polito, 1982;

Stosser y Anvari, 1982; Arbeloa y Herrero, 1985; Rodrigo y Herrero, 1998; Hedhly et
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al, 2009), en al menos 10 pistilos por cultivar y tratamiento. El desarrollo de los
6vulos se observé utilizando el mismo procedimiento de tincién con azul de anilina
usado para observar el crecimiento de los tubos polinicos (Apartado 7.2.3). Las
preparaciones se observaron en un microscopio de fluorescencia Leica DM2500
equipado con luz UV epifluorescente con un filtro excitador BP340-390 y un filtro de

barrera LP 425 (Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar, Alemania).

7.2.5 Andlisis estadistico

Se utilizo el programa estadistico SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) para los
andlisis estadisticos. Se evalué la asociacién entre la emasculacién de flores y el
porcentaje de cuajado de frutos por un lado, y entre la emasculacién de flores y el
porcentaje de flores conlos dos 6vulos degenerados por otro. Los valores se
analizaron con tablas de contingencia 2x2, utilizando el test Chi-cuadrado con la
correccién de Yates o el estadistico exacto de Fisher, segiin los casos. Se considerd

significacién estadistica para P<0,05.

7.3. RESULTADOS

7.3.1 Cuajado y caida de frutos

El porcentaje de cuajado en las flores dejadas a polinizacion libre oscilé entre
1,2 y 3,6 %. En ninguna de las cuatro autopolinizaciones se obtuvo cuajado (Tabla
7.1), lo que indic6 la posible autoincompatibilidad de estos cultivares. Mientras que la
caida de flores autopolinizadas en ‘Fortune’ (Fig. 7.2A) y ‘Golden Globe’ (Fig. 7.2B) se
completé en las 6 semanas después de antesis, en ‘Black Diamond’ (Fig. 7.2C) y
‘Earliqueen’ (Fig. 7.2D) un grupo de flores autopolinizadas se mantuvieron en los

arboles hasta la octava o novena semana después de antesis.
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Figura. 7.2. Curvas de caida en distintos tratamientos de polinizacién realizados en cultivares
de ciruelo japonés: Polinizacién libre, autopolinizaciéon y polinizacién cruzada, en flores
emasculadas y no emasculadas. Porcentaje de flores y frutos que permanecen en el arbol
respecto al nimero original de flores durante trece semanas después de antesis: ‘Fortune’ (A),
‘Golden Globe’ (B), ‘Black Diamond’ (C) y ‘Earliqueen’ (D).

El cuajado obtenido en los ensayos de polinizacién cruzada realizados con
polinizacién suplementaria de flores no emasculadas oscilé entre 0,1 y 5,1 % (Tabla
7.1) y fue mayor que el cuajado obtenido en los ensayos de polinizacion libre de cada
cultivar, excepto en el caso de ‘Golden Globe’ x ‘Fortune’, en el que no se obtuvieron
frutos (Tabla 7.1). La caida de flores de los cruces se estabiliz6 al mismo tiempo que
las flores autopolinizadas completaron su caida. Sin embargo, para cada cruce, las
flores emasculadas cayeron entre una y dos semanas antes que las flores sin

emascular (Fig. 7.2).
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Tabla 7.1. Tratamientos de polinizacién realizados, nimero de flores utilizadas, nimero de
frutos cuajados, porcentaje de cuajado y porcentaje de pistilos con ambos dvulos degenerados

en diferentes cultivares de ciruelo japonés.

Pistilos con los dos

Cultivar/ Cruce Flm;es Fruios Cua:)jado ovulos
(n°) (n%) (%) degenerados (%)
Black Diamond
Polinizacién libre 1622 20 1,2 0
Autopolinizacion 1763 0 0,0 0
x Fortune (S) 517 17 3,32 102
x Fortune (E) 531 0 02 782
Fortune
Polinizacién libre 1514 30 2,0
Autopolinizacion 1016 0 0,0
x Ambra (S) 396 13 3,32 02
x Ambra (E) 559 0,22 802
x Black Diamond (S) 121 4,12 02
x Black Diamond (E) 535 0,22 1002
Golden Globe
Polinizacién libre 1611 58 3,6
Autopolinizacion 1222 4 0,3
x Angeleno (S) 1559 79 5,11 01
x Angeleno (E) 206 5 2,41 441
x Fortune (S) 1539 0,31 01
x Fortune (E) 211 0 0,0t 221
Earliqueen
Polinizacién libre 1831 54 29
Autopolinizacién 1562 2 0,1
x Ambra (S) 577 18 3,12 92
x Ambra (E) 450 48 10,72 702
x Angeleno (S) 540 28 5,22 0t
x Angeleno (E) 527 65 12,32 301

E, Emasculacién; S, Polinizacién suplementaria. ! No significativo. 2 Significativo para P < 0,05.
Asociacion entre la emasculacién de flores y el porcentaje de cuajado, y entre la emasculacién
de flores y el porcentaje de flores con los dos évulos degenerados para cada cruce. Valores
analizados con tablas de contingencia 2x2 utilizando el test Chi-cuadrado con correccién de

Yates o el estadistico exacto de Fisher segtn los casos.
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Dependiendo del cruce, la emasculacion de flores afect6 de diferente manera
al cuajado respecto al obtenido en flores con polinizacién suplementaria (Tabla 7.1).
La prueba Chi-cuadrado revel6 una asociacion significativa entre la emasculacién y la
falta de cuajado en ‘Black Diamond’ x ‘Fortune’ (N = 1048, Yates’ x2 = 15,748,gl.=1, P
< 0,001), ‘Fortune’ x ‘Ambra’ (N = 955, Yates’ x2=13,386,gl.=1, P<0,001) y ‘Fortune’
x ‘Black Diamond’ (N = 656, Yates’ x2 = 12,875, gl.=1, P < 0,001). Sin embargo, no se
encontrd asociacidn significativa entre la emasculacién de flores y una reduccién del
cuajado en ‘Golden Globe’ x ‘Angeleno’ (N = 1765, Yates’ x2 = 2,246, gl.=1, P = 0,134)
ni ‘Golden Globe’ x ‘Fortune’ (N = 1750, Yates’ x2 < 0,001, gl= 1, P = 1). El cruce
‘Golden Globe’ x ‘Fortune’ no produjo frutos, ni en flores emasculadas ni en flores con
polinizaciéon suplementaria, indicando una posible incompatibilidad entre los dos
cultivares. Por otro lado, el cuajado en flores emasculadas fue significativamente
mayor que el cuajado en flores con polinizacién suplementaria en los cruces donde
‘Earliqueen’ fue el parental femenino: ‘Earliqueen’ x ‘Ambra’ (N = 1027, Yates’ x2 =
22,708,gl=1, P <0,001) y ‘Earliqueen’ x ‘Angeleno’ (N = 1067, Yates’ x2 = 16,245, g.1.=
1,P<0,001) (Tabla 7.1).

7.3.2 Auto(in)compatibilidad y relaciones de (in)compatibilidad entre cultivares

En las flores de los cuatro cultivares autopolinizados, ‘Black Diamond’,
‘Earliqueen’, ‘Fortune’ y ‘Golden Globe’, los tubos polinicos detuvieron su crecimiento
en el estilo (Fig. 7.3A) y ningtn tubo polinico alcanzé la base del mismo (Tabla 7.2).

En los ensayos de polinizacion cruzada se obtuvieron porcentajes variables de
pistilos con tubos polinicos creciendo a lo largo del pistilo (Fig. 7.3B) y alcanzando la
base del estilo (Tabla 7.2). Mientras que en los cruces ‘Black Diamond’ x ‘Fortune’,
‘Fortune’ x ‘Black Diamond’, ‘Earliqueen’ x ‘Ambra’, ‘Earliqueen’ x ‘Angeleno’ y ‘Golden
Globe’ x ‘Angeleno’ se observaron flores con tubos polinicos alcanzando la base del
estilo, no se observé ningin tubo polinico llegando a la base del estilo en las flores
analizadas del cruce ‘Golden Globe’ x ‘Fortune’. Por lo tanto, los cuatro cultivares
analizados se comportaron como autoincompatibles, mientras que todos los cruces

excepto ‘Golden Globe’ x ‘Fortune’ fueron compatibles.
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Capitulo 7

Figura. 7.3. Crecimiento de los tubos polinicos y estado de desarrollo de los 6vulos en flores de
ciruelo japonés: Tubo polinico detenido en el estilo en un cruce incompatible (A) (Barra = 50
um), tubos polinicos avanzando hacia la base del estilo en un cruce compatible (B) (Barra = 50
um), los dos 6vulos degenerados con acumulacién de calosa en la calaza (C) (Barra = 100 pm),
6vulo bien desarrollado (D) (Barra = 100 pm).
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Emasculacion de flores y falta de cuajado

Tabla 7.2. Tratamientos de polinizacion, porcentaje de pistilos con tubos polinicos en la base
del estilo y genotipo S de los diferentes cultivares de ciruelo japonés utilizados en
polinizaciones realizadas en laboratorio.

Cultivar /Cruce Pistilos con tubos Genotipo S
Black Diamond SeSh
Autopolinizacién 0 SeSh x SeSh
x Fortune 59 SeSh x SbSc
Fortune ShSc
Autopolinizacién 0 SbSc x ShSc
X Ambra - SbSc x ShSo
x Black Diamond 50 SbSc x SeSh
Golden Globe SbSc
Autopolinizacién 0 SbSc x SbhSc
x Angeleno 91 ShSc x ScSh
x Fortune 0 SbSc x ShSc
Earliqueen SeSh
Autopolinizacion 0 SeSh x SeSh
x Ambra 36 SeSh x SbSo
x Angeleno 27 SeSh x ScSh

kb B F F A B G An F E A An
2036 bp —» [—

1636 bp—[ |

1018 bp —» [

506bp—>f L | - e a8 X

Figura 7.4. Amplificacién mediante PCR de los alelos de la SRNasa, usando los cebadores
PruC2-PCER, en los cultivares de ciruelo japonés: Black Diamond (B), Fortune (F), Earliqueen
(E), Ambra (A), Angeleno (An) y Golden Globe (G) procedentes de las diferentes fincas de
ensayo. 1 kb : Estadndar de tamafio.
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El genotipo S de todos los cultivares utilizados en los ensayos de polinizacion
se determind mediante amplificacién por PCR de sus SRNasas (Tabla 7.2; Fig. 7.4).
Todos los cultivares analizados presentaron los alelos S descritos previamente (Sapir
et al, 2004; Capitulos 3 y 4), excepto el cultivar Golden Globe, que present6 alelos
diferentes a los identificados en el Capitulo 4. Los andlisis de PCR confirmaron la
compatibilidad de todos los cruces, excepto ‘Golden Globe’ x ‘Fortune’, en el que

ambos parentales presentaron los mismos alelos S y result6é incompatible.

7.3.3 Degeneracion de dvulos

Para determinar las causas del distinto comportamiento observado entre
flores emasculadas y no emasculadas del mismo cruce, se analizd en el microscopio el
desarrollo de los 6vulos en los dos tipos de flores de cada cruce realizado en campo.
Los dos 6vulos aparecieron degenerados (Fig. 7.3C) en un porcentaje variable (22 -
100%) de pistilos de los cruces realizados sobre flores emasculadas (Tabla 7.2). Sin
embargo la mayoria de las flores sin emascular (90 - 100%) de los mismos cruces,
todas las autopolinizadas y todas las dejadas a polinizacién libre presentaron al menos
un 6vulo bien desarrollado (Fig. 7.3D; Tabla 7.1). El ndmero de flores con los dos
6vulos degenerados fue significativamente mayor en las flores emasculadas que en las
no emasculadas en los cruces ‘Black Diamond’ x ‘Fortune’ (N = 19, Yates’ x2 = 6,363,
gl=1, P = 0,005), ‘Fortune’ x ‘Ambra’ (N = 18, Yates’ x* = 8,508, gl=1, P = 0,001),
‘Fortune’ x ‘Black Diamond’ (N = 15, Yates’ x2=11,251,gl=1, P<0,001) y ‘Earliqueen’
x ‘Ambra’ (N = 21, Yates’ x2 = 4,033, gl.= 1, P = 0,024). Sin embargo, no se encontré
asociacion significativa entre la emasculacion de flores y la degeneracién de 6vulos en
los cruces ‘Golden Globe’ x ‘Angeleno’ (N = 17, Yates’ x2 = 2,508, gl=1, P = 0,082),
‘Golden Globe’ x ‘Fortune’ (N = 19, Yates’ x2 = 0,685, gl.=1, P = 0,211) y ‘Earliqueen’ x
‘Angeleno’ (N = 21, Yates’ x2=1,859, gl.=1, P=0,104).
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7.4. DISCUSION

La emasculacion de flores causé la degeneracidon prematura de los 6vulos y
condiciond el cuajado en los cultivares de ciruelo de tipo japonés analizados. El
analisis de los diferentes ensayos de polinizacion realizados en campo y el estudio de
las relaciones de compatibilidad entre los cultivares permitié descartar otros factores
del proceso reproductivo como causa de los bajos cuajados e identificar la
degeneracion prematura de ambos 6vulos como la causa responsable de la esterilidad
femenina observada en las flores emasculadas.

El porcentaje de cuajado obtenido en los ensayos de polinizacion libre fue
representativo del cuajado de ciruelo japonés en condiciones de cultivo (Capitulos 2 y
6). La polinizacién suplementaria de flores aumentd el cuajado en la mayoria de
cruces, y so6lo en las autopolinizaciones y en un cruce incompatible no se obtuvo
cuajado. Sin embargo, la emasculacién de flores tuvo un efecto variable en el cuajado
dependiendo del parental femenino de cada cruce. En otros trabajos se ha observado
que la emasculacién de flores provoca un aumento del cuajado en diferentes especies
de Prunus como melocotonero (Arbeloa y Herrero, 1991), cerezo (Theiler-Hedtrich,
1994), albaricoquero (Rodrigo y Herrero, 2002b; Rodrigo et al., 2009), almendro
(Socias i Company et al., 2005), o en cruces interespecificos (Arbeloa et al., 2006). Este
aumento de cuajado en flores emasculadas puede ser explicado por el hecho de que
antes de la emasculacion se eliminan aquellas flores que presentan alguna anomalia o
que tienen el pistilo mal desarrollado, polinizindose tUnicamente las flores que se
encuentran en buen estado de desarrollo. Igualmente, la polinizacién manual de las
flores emasculadas puede aumentar sus posibilidades de cuajar, ya que se asegura la
llegada de polen compatible al estigma. Sin embargo, la emasculacién de flores
también ha sido relacionada con una reduccion significativa del cuajado en algunos
cultivares de almendro (Kester et al, 1994), cerezo (Hedhly et al, 2009) y ciruelo
japonés (Okie y Weinberger, 1996; Okie y Hancock, 2008).

Los resultados de este trabajo muestran que la emasculaciéon de flores en
ciruelo japonés tuvo una clara influencia en el cuajado, causando un incremento,
reduccién o incluso la ausencia de cuajado, dependiendo del cultivar. Aunque en

‘Earliqueen’ la emasculacion de las flores provocé un aumento del cuajado, en los
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otros cultivares el cuajado se redujo drasticamente (‘Golden Globe’) o incluso no se
obtuvo cuajado (‘Black Diamond’ y ‘Fortune’). Ademads, el patrén de caida en
‘Earliqueen’ fue diferente al de los otros cultivares analizados. Asi, la caida de flores
emasculadas en ‘Earliqueen’ siguié el mismo patrén que en las flores con polinizacién
suplementaria y en ambas poblaciones la caida no se completé hasta la novena
semana después de la polinizacion. Sin embargo, en los otros cultivares la caida de las
flores emasculadas se completd en la quinta semana después de la polinizacioén, varias
semanas antes del establecimiento del cuajado en las flores polinizadas con
polinizacién suplementaria.

El diferente comportamiento observado entre los distintos -cultivares
analizados, tanto en el efecto de la emasculacién en el cuajado como en el patrén de
caida, podria estar relacionado con el diferente origen de cada cultivar. En la
actualidad, el término “ciruelo japonés” no se corresponde a una especie pura, sino
que comprende un grupo heterogéneo de ciruelos diploides que proceden de la
hibridacién interespecifica de la especie original, P. salicina, con otros ciruelos
diploides como P. americana, P. hortulana, P. munsoniana, P. simonii, P. nigra, P.
besseyi, P. angustifolia y P. cerasifera (Byrne, 1989; Faust y Suranyi, 1999; Okie, 2006).

La observacién del crecimiento de los tubos polinicos confirmé la
autoincompatibilidad de ‘Black Diamond’, ‘Earliqueen’, ‘Fortune’ y ‘Golden Globe’, ya
que no se observéd ninguin tubo polinico en la base del estilo en las flores
autopolinizadas de estos -cultivares y tampoco se obtuvo cuajado en las
autopolinizaciones realizadas en campo. Por otro lado, todos los cruces analizados
fueron compatibles, excepto ‘Golden Globe’ x ‘Fortune’, en cuyas flores no se
observaron tubos polinicos en la base del estilo. El porcentaje de pistilos con tubos
polinicos en la base del estilo en los cruces compatibles fue menor que el observado
en otros Prunus, pero similar al observado en otros cultivares de ciruelo japonés
(Capitulo 4).

La identificacién de los alelos S de los seis cultivares analizados complementé
los resultados de cuajado en campo y de crecimiento de tubos polinicos. En todos los
cruces, las relaciones de compatibilidad se correspondieron con los datos de cuajado
de flores con polinizacion suplementaria y permitieron descartar la incompatibilidad

como causa de falta de cuajado en los cruces realizados en flores emasculadas. Los
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resultados confirmaron el genotipo S de ‘Ambra’, ‘Angeleno’, ‘Black Diamond’,
‘Earliqueen’ y ‘Fortune’ descritos en otros trabajos (Sapir et al., 2004; Capitulo 4). Sin
embargo, el genotipo S de ‘Golden Globe’, identificado en este trabajo como SbSc,
resulté diferente al descrito previamente (SbSf) (Capitulo 4). Puesto que este cultivar
es descendiente del cruce entre los cultivares Laroda (ShSc) y Queen Ann (SbSh)
(Ramming, 1994), parece probable que el genotipo de ‘Golden Globe’ sea SbSc. La
existencia de homonimias en éste y otros cultivares de ciruelo japonés podria explicar
situaciones de falta de cuajado en fincas comerciales en las que los cultivares
polinizadores aparentemente compatibles pueden tener una denominacién
incorrecta.

Los resultados de los ensayos de campo y laboratorio indicaron que los cuatro
cultivares son autoincompatibles. Sin embargo, ‘Black Diamond’ y ‘Earliqueen’ tienen
el alelo Se en su genotipo, el cual ha sido correlacionado con el caracter de
autocompatibilidad en algunos cultivares de ciruelo japonés (Beppu et al, 2005,
2010b; Capitulo 4). Seria necesario realizar nuevos ensayos, tanto de cuajado y
crecimiento de tubos polinicos como de andlisis molecular, para confirmar que el alelo
Se esta correlacionado con la autocompatibilidad en otros cultivares.

El alto porcentaje de flores emasculadas que mostraron calosa en los dos
ovulos, en los que por tanto no se pudo producir la fecundacidn, estd correlacionado
con la gran reduccién de cuajado en los cultivares afectados. Las flores de Prunus
presentan dos 6vulos en un unico carpelo, y la fecundacién de al menos un évulo es
necesaria para el cuajado. Uno de los dos 6vulos, el 6vulo primario, puede ser
fecundado y llegar a semilla; el otro, el 6vulo secundario, generalmente aborta
(Bradbury, 1929). Los dos dvulos presentes en cada flor presentan un tamaiio similar
en antesis, pero mientras que el 6vulo primario continda creciendo en los dias
siguientes, el 6vulo secundario detiene su crecimiento y degenera. La degeneracion
del évulo secundario ha sido relacionada con la aparicién de calosa, que comienza a
acumularse en el extremo de la calaza en la nucela, y desde alli se extiende por todo el
o6vulo (Pimienta y Polito, 1982; Stdsser y Anvari, 1982; Arbeloa y Herrero, 1991;
Rodrigo y Herrero, 1998; Cerovi¢ y Mi¢i¢, 1999; Cerovi¢ et al, 2000). Aunque la
degeneracion prematura de uno de los dos 6vulos forma parte del proceso normal de

desarrollo de las flores de Prunus, la degeneracion simultanea de los dos 6vulos ha
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sido asociada a esterilidad femenina en diferentes especies de Prunus (Lillecrapp et
al.,, 1999; Mert y Soylu, 2007; Capitulo 6). Igualmente, la degeneracién de los dvulos se
ha relacionado con la reduccién del cuajado en flores emasculadas en algunos
cultivares de cerezo (Hedhly et al., 2009). Los resultados de este trabajo muestran que
la degeneracion de los 6vulos causada por la emasculacion también puede reducir e
incluso impedir el cuajado en algunos cultivares de ciruelo japonés.

La emasculacién de flores como causa de la degeneracion de évulos y la falta
de cuajado fue clara en tres de los cultivares analizados en este trabajo. Esta situacion
podria explicar situaciones de falta de descendencia en algunos cruces realizados en
programas de mejora sin causas aparentes (Okie y Weinberger, 1996; Okie y Hancock,
2008). Como alternativa, los cruces con cultivares en los que la emasculaciéon provoca
falta de cuajado podrian realizarse mediante polinizacién suplementaria de flores no
emasculadas en ramas o arboles cubiertos con malla. En el caso de que el parental
femenino sea un cultivar autoincompatible, toda la descendencia procederia del cruce
realizado. Sin embargo, en cultivares autocompatibles, la descendencia incluiria
también individuos provenientes de la autopolinizacién. En este caso, el uso de los
alelos S de incompatibilidad como marcadores moleculares podria ser de utilidad para
identificar aquellos genotipos resultantes del cruce deseado, como se han utilizado en
otros Prunus para identificar el parental masculino en los individuos de una
descendencia (Sebolt e lezzoni, 2009).

Los resultados de este trabajo mostraron una gran incidencia de la
emasculacion en el cuajado relacionada con la degeneracién de los dos 6vulos. Los
cruces realizados con esta técnica pueden aumentar, reducir o incluso impedir el
cuajado dependiendo del cultivar. Esta informacién puede ser ttil para identificar las
causas de la falta de descendencia en algunos cruces realizados en programas de
mejora. Esta situacién podria solucionarse a través del uso de métodos alternativos a

la emasculacion de flores en cultivares sensibles.
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8. DISCUSION GENERAL

El objetivo de esta tesis es determinar las causas de los cuajados erraticos
registrados en algunos cultivares de ciruelo japonés. Los resultados obtenidos han
puesto de relieve que la polinizacién juega un papel decisivo en el establecimiento del
cuajado y que en la mayoria de cultivares es necesaria una elecciéon adecuada de
polinizadores para que se produzca cuajado. La combinacién de los ensayos de
polinizacién y cuajado en campo (Capitulo 2) con la determinacién de la
autoincompatibilidad, mediante la observacién del crecimiento de los tubos polinicos
al microscopio (Capitulos 3 y 4) y la identificacion de los alelos S de incompatibilidad
mediante marcadores moleculares (Capitulos 3, 4 y 5), ha permitido identificar las
causas de los bajos cuajados de 12 cultivares en 9 plantaciones comerciales. Entre
estos se han identificado 11 cultivares autoincompatibles, para los que se han podido
seleccionar cultivares polinizadores compatibles y coincidentes en floracién en las
condiciones de cultivo de cada plantacion, lo que ha permitido aportar soluciones
agrondmicas a cada uno de los casos de falta de cuajado asociada a problemas de
polinizacién (Capitulos 2 y 3). Se ha evaluado la auto(in)compatibilidad en otros 17
cultivares, identificando 7 autocompatibles y 10 autoincompatibles. Se ha
determinado también el genotipo S de 115 cultivares, 97 de ellos identificados por
primera vez en este trabajo, entre los que se incluyen la mayoria de los cultivados en
la actualidad, mediante técnicas moleculares ya establecidas y otras de alta
sensibilidad puestas a punto en este trabajo, lo que ha permitido distribuir los
cultivares en sus correspondientes grupos de incompatibilidad y agilizar el proceso de
seleccion de polinizadores (Capitulos 4 y 5). Finalmente, en algunos cultivares se han
detectado situaciones de falta de cuajado no relacionadas con problemas de
polinizacién, sino con problemas en el desarrollo de los 6vulos. Por un lado, en las
flores emasculadas de algunos cruzamientos y, por otro, en plantaciones comerciales
de nuevos cultivares, donde las situaciones de falta de cuajado se han asociado a la

degeneracion prematura de los dos 6vulos de la flor (Capitulos 6 y 7).
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8.1. INFLUENCIA DE LA POLINIZACION EN EL PROCESO REPRODUCTIVO

8.1.1 Germinacion del polen

En el género Prunus, la fecundacion de al menos uno de los dos 6vulos
presentes en la flor es indispensable para que se establezca el cuajado (Bradbury,
1929; Dorsey, 1929; Rodrigo y Herrero, 1998), ya que en Prunus no se producen
frutos partenocarpicos (Sedgley y Griffin, 1989; Hartmann y Neumiiller, 2009). Por lo
tanto, para que se produzca la fecundacién es necesario que existan gametos
femeninos y masculinos viables y compatibles y que ademas coincidan en un estado
de desarrollo adecuado (Herrero y Arbeloa, 1989; Herrero, 1992, 2000, 2001).
Aunque el ciruelo japonés genera un nuimero de flores muy elevado,
considerablemente mayor que en otros Prunus, en algunos cultivares se produce una
caida masiva de flores y se obtienen porcentajes de cuajado muy bajos por causas que
no estan bien establecidas (Okie y Weinberger, 1996; Okie, 2006; Hartmann y
Neumiiller, 2009).

La mayoria de los cultivares de ciruelo japonés producen polen viable, aunque
se han detectado algunos cultivares androestériles que presentan anteras sin granos
de polen o con muy pocos granos de polen de pequefio tamafio y sin capacidad de
germinacion, como ‘Red Beaut’ (Herrero y Salvador, 1980), ‘First Beaut’ (Ramming,
1995) y ‘Red Beaut-606’ (Gonzalez, 2002). En otros cultivares se han observado
problemas de viabilidad de polen, como ‘Black Beaut’ y ‘Royal Garnet’ (Gonzlez,
2002). En esta tesis se han identificado dos nuevos cultivares con problemas de
androesterilidad: ‘Black Jewell’, que no mostré granos de polen en sus anteras, y
‘Sybarite’, que presentd muy pocos granos con un porcentaje de germinaciéon muy
bajo (Capitulo 6). Aunque el nimero de cultivares androestériles es muy reducido
respecto al elevado nimero de cultivares existentes en la actualidad, se trata de un
caracter a tener en cuenta en la seleccion de cultivares para el establecimiento de
nuevas plantaciones y en la seleccién de nuevos cultivares en los programas de

mejora.
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8.1.2 Crecimiento de los tubos polinicos

Tras la polinizacién, se produce la germinacién del polen y el crecimiento de
los tubos polinicos a través del estilo hasta llegar al ovario, donde se produce la
fecundacion del 6vulo. En las flores de la mayoria de los cruces realizados en esta tesis
entre cultivares compatibles, se ha observado un porcentaje muy variable de pistilos
con tubos polinicos en la base del estilo, pero muy inferior al observado en otras
especies de Prunus (Hormaza y Herrero, 1996; Rodrigo y Herrero, 1996; Burgos et al.,
1997; Dicenta et al., 2002; Alonso y Socias i Company, 2005; Hedhly et al., 2005, 2007;
Milatovi¢ y Nikoli¢, 2007; Rodrigo et al., 2009; Julidn et al, 2010). Esta situacién
podria estar causada por factores externos, como las condiciones ambientales, como
se ha visto en otros Prunus (Thompson y Liu, 1973; Socias i Company, 1976; Cerovi¢ y
Ruzi¢, 1992; Hedhly et al, 2004), que podrian haber provocado un desarrollo mas
lento de los tubos polinicos y que se fijaran los pistilos antes de que los tubos polinicos
hubieran alcanzado la base del estilo. Pero los bajos porcentajes de pistilos con tubos
polinicos alcanzando el ovario se corresponden con los bajos porcentajes de cuajado
obtenidos en la mayoria de cultivares, que también son muy inferiores a los de otros
Prunus como albaricoquero (Rodrigo y Herrero, 2002a), almendro (Kester y Griggs,
1959) o cerezo (Hedhly et al., 2007). Esta situacién tiene una implicacion directa en la
metodologia empleada para la evaluacion de la incompatibilidad polen-pistilo en
ciruelo japonés, ya que es necesario analizar al microscopio un niimero de flores
mayor que en otros Prunus para evitar falsos positivos en la evaluaciéon de este
caracter; pero también plantea nuevas incdgnitas, ya que existe un porcentaje muy
alto de flores polinizadas adecuadamente con polen compatible en las que los tubos
polinicos no logran llegar al ovario y en las que por tanto no se produce la fecundacién
y se acaban desprendiendo del arbol. Aunque las causas de esta situaciéon no han sido
analizadas, la gran cantidad de flores que se producen en ciruelo japonés y los bajos
porcentajes de cuajado obtenidos en la mayoria de cultivares parecen indicar que
muchas de las flores no tienen la misma capacidad de cuajado que las que llegan a
transformarse en fruto. En otras especies se ha observado que flores aparentemente
hermafroditas se comportan sélo como masculinas y tienen una funcién de fuente de

polen. Aunque estas flores no tienen capacidad de transformarse en fruto, la presencia
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de estambres atrae a los insectos polinizadores y facilitan la dispersion del polen, lo
cual aumentaria las posibilidades de las flores hermafroditas de ser polinizadas
(Mayer y Charlesworth, 1991). La parada del crecimiento de los tubos polinicos en el
estilo observada en muchas flores de los cruces compatibles analizados en esta tesis
podria estar relacionada con el estado nutritivo de las flores afectadas. Por un lado, los
tubos polinicos utilizan los carbohidratos presentes en el tejido transmisor para
crecer a lo largo del estilo (Herrero y Dickinson, 1979; Arbeloa y Herrero, 1987;
Herrero y Hormaza, 1996) y por otro, se han observado importantes diferencias en el
contenido de almiddn entre flores del mismo arbol en distintas especies (Rodrigo et
al,, 2000, 2009; Alcaraz et al, 2010). La cantidad de reservas de carbohidratos
presentes en el pistilo podria influir en el crecimiento de los tubos polinicos y

condicionar la capacidad de cuajado de la flor.

8.2. INTERACCION POLEN-PISTILO

8.2.1 Auto(in)compatibilidad

Tradicionalmente se ha considerado que la mayoria de los cultivares de
ciruelo japonés son autoincompatibles y necesitan polinizacién cruzada para el
establecimiento del cuajado (Okie y Weinberger, 1996; Sapir et al., 2004; Halasz et al.,
2007). Sin embargo, la auto(in)compatibilidad no se ha estudiado en profundidad, y
los cultivares se han venido considerando autoincompatibles si presentaban
problemas de produccién y autocompatibles si presentaban altos porcentajes de
cuajado. Aunque el uso de cultivares polinizadores es un hecho generalizado en la
mayorfa de plantaciones comerciales, no ha existido informacién adecuada para
realizar la seleccidn de cultivares polinizadores de forma correcta, y en muchos casos,
éstos se han seleccionado por su interés comercial o por coincidir en la época de
floracion, sin tener en cuenta las relaciones de compatibilidad entre cultivares, ya que
se desconocian. Esto ha provocado situaciones de falta de cuajado y producciones
erraticas en muchos cultivares y plantaciones.

En esta tesis se ha analizado la auto(in)compatibilidad de un total de 30

cultivares, incluyendo los que tienen mayor importancia econémica en la actualidad
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(Capitulos 3, 4 y 6; Anexo 6). Se ha determinado que 22 son autoincompatibles y ocho
son autocompatibles. De los 22 cultivares autoincompatibles, 12 fueron estudiados en
condiciones de cultivo en plantaciones comerciales, y en todos los casos se pudieron
seleccionar cultivares polinizadores compatibles y coincidentes en floracidn, lo que ha
permitido no sdlo detectar la causa de la falta de cuajado en los principales cultivares
sino solucionar el problema (Capitulos 3 y 4). Se ha determinado por primera vez la
autoincompatibilidad de los cultivares Black Gold, Black Star, Earliqueen, Golden
Japan y Larry Ann (Capitulos 2, 3 y 4), Angeleno (Capitulos 2 y 4; Anexo 6), Ambra,
Eldorado, Golden Plum, Green Sun, Howard Sun, TC Sun (Capitulo 4; Anexo 6) y Sweet
August (Capitulo 6; Anexo 6), y se ha confirmado la autoincompatibilidad de una serie
de cultivares que habian sido descritos tanto como autocompatibles como
autoincompatibles: Blackamber (Ramming y Tanner, 1981; Capitulos 3 y 4; Anexo 6),
Black Diamond (Crane y Lawerence, 1929; Calzoni y Speranza, 1998; Capitulos 3 y 4;
Anexo 6), Fortune (Ramming, 1993; Montagnon, 2002; Capitulos 3 y 4; Anexo 6),
Golden Globe (Ramming, 1994; Montagnon, 2002; Capitulos 3 y 4; Anexo 6), Frontier,
Laroda, Queen Ann, Queen Rosa (Brooks y Olmo, 1997; Capitulo 4; Anexo 6) y Songold
(Hurter, 1972; Montagnon, 2002; Capitulos 3 y 4; Anexo 6).

Los otros ocho cultivares analizados se han comportado como
autocompatibles (Casselman, Friar, Laetitia, Nubiana, Rubirosa, Santa Rosa, Simka y
Zanzi Sun). Se ha confirmado la autocompatibilidad de dos cultivares, ‘Laetitia’ y
‘Santa Rosa’ (Capitulo 4; Anexo 6), cuya autocompatibilidad habia sido descrita
previamente (Ramming y Cociu, 1990; Crane y Lawrence, 1929). Por el contrario,
‘Rubirosa’, que habia sido descrito como autoincompatible (Ramming, 2004), se ha
comportado como autocompatible en este trabajo (Capitulo 6; Anexo 6). Los cultivares
Casselman y Zanzi Sun (Capitulo 4; Anexo 6) y Simka (Capitulos 4 y 6; Anexo 6) han
sido descritos como autocompatibles por primera vez en este trabajo.

En dos cultivares, Friar y Nubiana, se han obtenido resultados contradictorios
en diferentes ensayos. ‘Friar’ habia descrito previamente como autoincompatible
(Brooks y Olmo, 1997), y en este trabajo una accesién de ‘Friar’ se comportd como
autoincompatible (Capitulo 4), mientras que otras accesiones fueron autocompatibles
(Capitulos 2 y 3). El cultivar Nubiana, descrito previamente como autocompatible

(Brooks y Olmo, 1997), se ha comportado como autoincompatible (Capitulos 2y 3) y
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autocompatible (Capitulo 4), dependiendo de la accesion estudiada. Estos resultados
contradictorios pueden deberse a diferentes causas. Por un lado, se han detectado
errores en la denominacién de algunos cultivares, como Friar y Nubiana, en los que las
distintas accesiones analizadas eran genotipos distintos (Capitulo 4) y en los que seria
necesario estudiar la auto(in)compatibilidad en material vegetal de referencia. Por
otro lado, las diferencias encontradas en la literatura respecto a la
autoincompatiblidad de algunos cultivares (Angeleno, Black Diamond, Fortune, Friar,
Golden Globe, Nubiana, Rubirosa y Songold), pueden deberse a que en la mayoria de
los casos solo se han realizado observaciones en campo, en los que otros factores han
podido enmascarar los resultados.

La autocompatibilidad en ciruelo japonés se ha relacionado con una
disfuncion del alelo Se (Beppu et al.,, 2005) y con la funcién del pistilo de este alelo
(Watari et al, 2007). En este trabajo, el analisis del genotipo S en los cultivares
analizados determind la presencia del alelo Se en 37 cultivares (Capitulos 3, 4, 5, 6 y
7). En nueve de estos cultivares con el alelo Se se estudié la auto(in)compatibilidad
mediante autopolinizaciones (Capitulos 2, 3, 4, 6 y 7). En cuatro de ellos no se observo
comportamiento autocompatible (‘Black Diamond’, ‘Black Gold’, ‘Black Star’ y
‘Earliqueen’), mientras que los cinco restantes (‘Casselman’, ‘Laetitia’, ‘Rubirosa’,
‘Santa Rosa’ y ‘Simka’) si se comportaron como autocompatibles. Estos resultados
indican que el alelo Se no siempre esta asociado a la autocompatibilidad en ciruelo
japonés. No se conocen las causas por las que unos genotipos con alelo Se se
comportan como autocompatibles y otros como autoincompatibles. Es posible que
exista una versidon no mutada del alelo Se que sea autoincompatible, o que exista otro
alelo distinto que se confunda con éste en la deteccion en algunos cultivares. La
clonacién y secuenciacion de los alelos de estos cultivares podria esclarecer esta
situacién. Ademas, en este trabajo se identificaron tres cultivares autocompatibles
(Friar, Nubiana y Zanzi Sun) que no tienen el alelo Se. Estos tres cultivares comparten
el alelo Sb, lo que sugiere que este alelo podria estar asociado a la autocompatibilidad
en algunos cultivares y ser una fuente de autocompatibilidad no identificada
previamente (Guerra et al., 2009; Capitulo 4). Otros cultivares autocompatibles con el
alelo Sh han sido identificados posteriormente (Beppu et al., 2010a). La coexistencia

de cultivares autoincompatibles y autocompatibles en este cultivo hace necesaria la
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profundizacién en el estudio de este caracter en el resto de cultivares no analizados

hasta ahora.

8.2.2 Relaciones de (in)compatibilidad entre cultivares

El uso de marcadores moleculares ha permitido analizar y determinar el
genotipo S de 115 cultivares, 97 de ellos identificados por primera vez en este trabajo
(Capitulos 3, 4, 5, 6 y 7; Anexos 4 y 5), que incluyen la mayoria de los cultivados en la
actualidad, algunos cultivares de reciente introducciéon y otros antiguos muy
utilizados como parentales en programas de mejora, como genotipos de P. salicina
(‘Abundance’, ‘Kelsey’) y de P. simonii (‘Simon’). Para la correcta identificacién del
genotipo S de los cultivares, se han establecido los tamafios de amplificacion de 14
alelos de incompatibilidad distintos (Sa-Sh, Sk, So-Ss), cinco de los cuales han sido
descritos por primera vez en esta tesis (So-Ss) (Capitulos 3, 4, 5, 6 y 7). Esto se ha
llevado a cabo mediante PCR y dos metodologias de deteccion diferentes:
electroforesis en geles de agarosa y electroforesis capilar. El desarrollo de un método
de deteccion mediante electroforesis capilar ha permitido una identificacion mas
sensible y por tanto mas eficaz del genotipo S. Esta metodologia ha sido ademas
ensayada con dos analizadores genéticos diferentes (Capitulo 5), lo que proporciona
informacion de gran utilidad para estudios de identificacion del genotipo S en este
cultivo. La identificacion del genotipo S de los cultivares ha permitido incluirlos en los
grupos de incompatibilidad correspondientes y conocer las relaciones de
incompatibilidad entre ellos (Anexos 4 y 5). En esta tesis se han descrito 14 nuevos
grupos de incompatibilidad (VIII-XXI) (Capitulos 4 y 5), que unidos a los siete
descritos anteriormente (I-VII) (Halasz et al, 2007) hacen un total de 21 grupos de
incompatibilidad (Anexos 4 y 5). Esta informacién conforma una herramienta muy util
en el cultivo del ciruelo japonés, ya que permite descartar cultivares polinizadores
incompatibles en el disefio de plantaciones y la identificacién de posibles problemas
de incompatibilidad entre cultivares en plantaciones ya establecidas.

En algunos estudios de cruces semicompatibles, aquellos en los que los
cultivares s6lo difieren en un alelo S, se ha observado que el porcentaje de cuajado se

reduce aproximadamente a la mitad respecto al obtenido en cruces entre cultivares
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con los dos alelos S diferentes (Sapir et al.,, 2008a). En este trabajo, en algunos cruces
semicompatibles como ‘Black Star’ (SeSf) x ‘Black Diamond’ (SeSh) y ‘Fortune’ (ShSc) x
‘Ambra’ (SbhSo) se obtuvo aproximadamente la mitad de cuajado que en otros cruces
compatibles realizados con los mismos parentales femeninos, ‘Black Star’ (SeSf) x
‘Larry Ann’ (SbSh) y ‘Fortune’ (ShSc) x ‘Black Diamond’ (SeSh). Sin embargo, en el
cruce ‘Earliqueen’ (SeSh) x ‘Angeleno’ (ScSh) se obtuvo un cuajado superior al de
‘Earliqueen’ (SeSh) x ‘Ambra’ (ShSo), por lo que no se puede confirmar la relacién
entre semicompatibilidad y reduccidon de cuajado en todos los cultivares de ciruelo
japonés.

El andlisis molecular del genotipo S también ha permitido comprobar la
identidad de diferentes accesiones del mismo cultivar pero de distinta procedencia. En
24 cultivares se analiz6 el genotipo S de al menos dos accesiones diferentes. En 19 de
estos cultivares, las distintas accesiones presentaron el mismo genotipo S, pero en los
otros cuatro (‘Golden Globe’, ‘Golden Plum’, ‘Kelsey’ y ‘Nubiana’) se detectaron
genotipos diferentes en las distintas accesiones de cada cultivar (Capitulos 3, 4 y 5).
También se identificaron discrepancias entre el genotipo S detectado en esta tesis y el
descrito en otros trabajos para los cultivares Abundance (SaSk), Friar (ShSh) y Green
Sun ($bSc) (Capitulos 3, 4 y 5), que no coincide con lo descrito por otros autores
Abundance (SfSh; Beppu et al., 2003), Friar (ShSk; Halasz et al, 2007) y Green Sun
(ScSh; Halasz et al.,, 2007)]. El hecho de que genotipos diferentes presenten la misma
denominacion puede deberse a errores en la denominacién del material vegetal en las
distintas plantaciones y colecciones analizadas o a la existencia de homonimias,
genotipos diferentes con la misma denominacion. Para esclarecer esta situacion, seria
necesario caracterizar el genotipo de estos cultivares en material vegetal de
referencia. Sin embargo, el hecho de que mas del 20 % de los cultivares analizados en
condiciones reales de cultivo en esta tesis no estén bien identificados o presenten
problemas de denominaciéon indica que puede tratarse de una situaciéon generalizada
en el cultivo de ciruelo japonés, lo que tendria gran incidencia en la posible eleccién

errdnea de cultivares polinizadores.
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8.3. OTROS FACTORES IMPLICADOS EN LA FALTA DE CUAJADO

8.3.1 Esterilidad femenina

Una vez identificada la polinizacién como factor determinante del cuajado
(Capitulos 2, 3 y 4) y la incompatibilidad polen-pistilo como la causa de la falta de
cuajado en la mayoria de cultivares y situaciones analizados (Capitulos 4, 5 y 6),
también se detectaron otras situaciones en las que se producian bajos o incluso nulos
porcentajes de cuajado no asociados a problemas de polinizacién. El andlisis al
microscopio de flores de los cultivares afectados permitié descartar la viabilidad del
polen y su transferencia como causas de la falta de cuajado. Igualmente, la
observacion del crecimiento de los tubos polinicos, junto con el analisis de PCR del
genotipo S de estos cultivares y sus polinizadores, también permitié descartar la
incompatibilidad polen-pistilo como responsable de la falta de cuajado. Sin embargo,
la observacion del desarrollo de los évulos al microscopio revelé una alta incidencia
de la degeneracion prematura de los dos 6vulos presentes en cada flor como la causa
de la falta de cuajado (Capitulos 6 y 7).

Esta circunstancia se observd en dos situaciones de falta de cuajado
diferentes. Por un lado, en un grupo de cultivares en los que la degeneracion de los
6vulos fue causada por la emasculacion de las flores llevada a cabo para realizar
cruces, ya que en los mismos cruces realizados sobre flores sin emascular el cuajado
alcanzé porcentajes normales, y mientras que la mayoria de flores emasculadas
presentaron los dos 6vulos degenerados, todas las flores no emasculadas tenian al
menos un 6vulo bien desarrollado (Capitulo 7).

Por otro lado, la degeneraciéon prematura de 6vulos también se observé en
flores sin emascular de dos nuevos cultivares en una plantacién comercial con un
historial de bajos cuajados. La mayoria de flores de estos cultivares también
presentaron los dos dvulos degenerados (Capitulo 6). Aunque no se pudieron
identificar las causas que provocaron la prematura degeneracion de los dvulos en este
caso, los resultados apuntaron a factores externos. Mientras que en las flores de

Prunus la degeneracion de uno de los dos dvulos antes de la fecundacion del otro se ha
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observado en diferentes especies (Eaton y Jamont, 1965; Pimienta y Polito, 1982;
Arbeloa y Herrero, 1991; Rodrigo y Herrero, 1998; Cerovi¢ et al, 1999), la
degeneracion prematura de los dos dvulos no es una situacidon habitual en frutales de
hueso, en los que se conocen muy pocos casos en los que la degeneracién de ambos
ovulos ha sido asociada a factores externos. Aunque la degeneracion de ambos 6vulos
se ha relacionado con causas genéticas en un cultivar de cerezo (Mert y Soylu, 2007),
en los dos nuevos cultivares de ciruelo japonés estudiados en esta tesis se descartaron
los factores genéticos como causa de esterilidad femenina, ya que ambos cultivares
presentan porcentajes de cuajado adecuados en otras plantaciones (Capitulo 6). En
estos dos nuevos cultivares, de reciente introduccion y de los que no existen muchos
datos de su comportamiento agrondmico ni reproductivo en la zona de cultivo, las
causas de la degeneracion de los dvulos podrian ser debidas a problemas de
adaptacion de los cultivares o a factores externos. Distintos factores meteroldgicos
han sido asociados a degeneracién de 6vulos en otros Prunus, como las heladas de
primavera (Rodrigo, 2000) o las altas temperaturas antes (Rodrigo y Herrero, 2002b)
o después de floracion (Hedhly et al., 2007, 2009). Problemas en el desarrollo de los
ovulos resultando en falta de cuajado también han sido asociados a distintos
tratamientos fitosanitarios (Stosser y Anvari, 1982; Morenol et al, 1992; Herrero,
2000; Beppu et al.,, 2001).

Mientras que las causas que provocan la prematura degeneracion de los
6vulos parecen estar relacionadas con factores externos, ya sean de manipulacion de
las flores (Capitulo 7), tratamientos fitosanitarios o problemas de adaptaciéon
(Capitulo 6), el hecho de que se haya observado en diferentes cultivares y situaciones
sugiere que algunos cultivares pueden tener tendencia a presentar problemas de
esterilidad femenina. La prematura degeneracion de los dos dvulos de la misma flor
podria ser un factor limitante del cultivo en otros cultivares y situaciones, y se deberia
considerar junto a la falta de polinizacién y la incompatibilidad polen-pistilo como

posibles causas en situaciones de bajo cuajado sin aparentes causas externas.
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8.3.2 Origen de los cultivares y comportamiento agronémico

Los genotipos de ciruelo japonés (P. salicina) llevados a California desde
Japon por Burbank en el s. XIX y sus descendencias, se cruzaron con distintas especies
de Prunus como P. alleghaniensis, P. angustifolia, P. americana, P. besseyi, P. cerasifera,
P. geniculata, P. hortelana, P. maritima, P. mexicana, P. munsoniana, P. nigra, P. simonii
o P. umbellata (Okie y Ramming, 1999; Okie, 2000, 2006). Ya que en la actualidad la
inmensa mayoria de cultivares utilizados no son P. salicina sino hibridos
interespecificos complejos, en los que puede haber hasta 14 especies distintas en su
ascendencia (Byrne, 1989; Okie, 2006, 2008), seria mas adecuado denominar el
cultivo como “ciruelo de tipo japonés”, como se ha considerado en algunos trabajos
previos (Weinberger, 1975; Byrne, 1989; Boonprakob y Byrne, 2003), para resaltar el
hecho de que no se trata de material vegetal de una sola especie como ocurre en otros
frutales.

En este trabajo se ha deducido y/o determinado el genotipo S de
incompatibilidad de algunos de los parentales de ciruelo japonés mas utilizados en la
mejora de la especie (Capitulo 4 y 5), lo que unido a la determinacién del genotipo S
de la practica totalidad de los cultivares actuales ha permitido completar y corroborar
la genealogia de la mejora del cultivo y especular sobre la correlaciéon de
determinados alelos S con algunas de las especies originarias, como es el caso del alelo
Sk, que podria proceder de P.simonii (Capitulo 4)

La hibridacién entre distintas especies que ha dado lugar a los cultivares
actuales hace mas complejo el estudio del comportamiento agronémico de los
cultivares de ciruelo japonés que en otros frutales que comprenden una unica especie.
En los distintos cultivares evaluados en esta tesis se han observado diferencias
importantes de comportamiento. El establecimiento del cuajado se produce desde la
semana cinco hasta la décima después de antesis dependiendo de los cultivares, y el
porcentaje de cuajado es muy variable entre los cultivares analizados (Capitulos 2, 6 y
7). En las observaciones al microscopio también se han observado importantes
diferencias en el porcentaje de pistilos con tubos polinicos en la base del estilo entre
cultivares autocompatibles y entre cruces compatibles (Capitulos 3 y 4). Finalmente,

los factores involucrados en la degeneraciéon prematura de los 6vulos, tanto la
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emasculacion de flores (Capitulo 7) como los posibles factores externos no
identificados (Capitulo 6), también han tenido una influencia diferente dependiendo
del cultivar, ya que en algunos cultivares han producido una falta severa de cuajado,
mientras que otros cultivares en las mismas condiciones y el mismo estado fenolégico
no se han visto afectados. Este diferente comportamiento observado entre los
distintos cultivares analizados en esta tesis puede estar relacionado con el origen de
cada cultivar, que al tratarse de hibridos complejos pueden tener diferentes especies
presentes en su pedigri. El conocimiento de las especies presentes en la genealogia de
los cultivares abriria las puertas a la posibilidad de correlacionar algunos caracteres
morfolégicos o de comportamiento agrondmico de determinados cultivares con

alguna de las especies de las que proceden.
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9. CONCLUSIONES

La polinizacién es un factor condicionante del cuajado en las plantaciones y
cultivares de ciruelo japonés analizados, ya que el cuajado de cada cultivar varia
dependiendo del cultivar polinizador.

El polen de la mayoria de cultivares de ciruelo japonés es viable. Sin embargo, se
han identificado dos nuevos cultivares androestériles: ‘Black Jewell’, que no
presenta granos de polen en sus anteras, y ‘Sybarite’, que presenta muy pocos
granos de polen y de muy baja viabilidad.

El ciruelo japonés produce una cantidad de flores considerablemente mas alta que
otros Prunus. Sin embargo, los porcentajes de cuajado son menores que en otras
especies frutales del género, ya que se produce la caida de la mayoria de las flores
aunque la polinizacién sea adecuada.

El patrén de caida de flores es muy variable entre cultivares; el establecimiento
del cuajado se produce entre las cinco y siete primeras semanas después de
antesis en la mayoria cultivares, mientras que en otros cultivares la caida no se
completa hasta dos o tres semanas mas tarde.

Se han identificado ocho cultivares autocompatibles y veintidés
autoincompatibles. La autoincompatibilidad es la principal causa de la falta de
cuajado, siendo necesario intercalar cultivares polinizadores compatibles en las
plantaciones.

La combinaciéon de ensayos de polinizacion en campo, observacién del
crecimiento de los tubos polinicos al microscopio y determinaciéon molecular del
genotipo S, ha permitido seleccionar en cada plantacién al menos un cultivar
polinizador compatible y coincidente en floracién para cada uno de los cultivares
autoincompatibles analizados en condiciones de cultivo.

El alelo Se ligado a la autocompatibilidad en algunos cultivares de ciruelo japonés
descritos previamente parece no estar ligado a este caracter en otros cultivares,
ya que Black Diamond, Earliqueen, Black Star y Black Gold no son
autocompatibles a pesar de tener este alelo en su genotipo.

La identificacién de cultivares autocompatibles sin el alelo Se, como ‘Friar’,
‘Nubiana’ o “Zanzi Sun’, sugiere la existencia de otras fuentes de
autocompatibilidad en ciruelo japonés, ademas de la ligada al alelo Se.

Se ha caracterizado el genotipo S de 115 cultivares de ciruelo japonés, 97 de ellos
descritos por primera vez en este trabajo, lo que ha permitido la asignacién de
estos cultivares a sus correspondientes grupos de incompatibilidad. Esta
informacion facilita el disefio de plantaciones y la identificacién de problemas de
incompatibilidad en plantaciones ya establecidas.
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El analisis molecular de los genes del locus S en los cultivares analizados ha
permitido ademas identificar cinco nuevos alelos de incompatibilidad (So-Ss) y 14
nuevos grupos de incompatibilidad.

Se ha desarrollado un método para la caracterizaciéon del locus S en ciruelo
japonés mediante PCR y electroforesis capilar. Este instrumento es valido para
agilizar y optimizar la determinacién de la compatibilidad entre cultivares de este
cultivo.

Los errores detectados en la denominaciéon de algunos cultivares en las
plantaciones estudiadas pueden explicar otras situaciones de falta de cuajado
entre cultivares aparentemente compatibles.

La emasculacidén de flores causa la degeneracién de los dos dvulos en la mayoria
de flores y condiciona el cuajado en algunos cultivares. La polinizacién
suplementaria de flores sin emascular bajo malla permite obtener descendencias
en cruces realizados en cultivares sensibles a la emasculacién.

En algunos cultivares se han detectado problemas de cuajado no relacionados con
la polinizacién, sino con la degeneracién prematura de los 6vulos. En el estudio de
situaciones de bajo cuajado sin aparentes causas externas es conveniente analizar
el estado de desarrollo de los 6vulos ademas de examinar el proceso de
polinizaciéon y la incompatibilidad polen-pistilo.

El diferente comportamiento observado entre cultivares puede estar relacionado
con el diferente origen de cada uno, ya que todos los cultivares actuales son
hibridos interespecificos complejos con hasta 14 especies distintas en su
ascendencia. La denominacidn del cultivo como “ciruelo de tipo japonés” en lugar
de “ciruelo japonés” resaltaria que el material vegetal no es una sola especie y que
pueden existir importantes diferencias en el comportamiento agronémico entre
los distintos cultivares.
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Abstract

Most Japanese plum-type cultivars are sell-mcompatible and cross
pollination is necessary to ensure fruit set. In this study, the S-RNase
genotype and the incompalibility group of 68 Japanese plum-type
cultivars were determined by PCR amplification of the §-RNase gene.
The §-RNase genotype of 50 cultivars is first reported here and five
new Japanese plum S-RNase alleles (S0, Sp, Sg, Sr, §5) were identified.
The results obtained, together with mformation compiled from
previous studies, allowed deseribing 12 new incompatibility groups
(VII-XIX). The self-incompatibility of several cultivars and the cross-
compatibility among different incompatibility groups wers verified by
self- and cross-pollination experiments followed by observation of
pollen tube growth. Five cultivars behaved as self-compatible, but two
of them do not have the Se allele, which has been correlated with self-
compatibility. Thus, additional sources of self-compatibility different
from Se appear to be involved in Japanese plum self-compatibility.

Key words: Prunus salicina — S-RNase alleles — gametophytic
self-incompatibility — eross-pollination — pollen tube growth
— pedigree

Fresh market cultivated plum comprises two main species, the
European plum (Prunus domestica L) and the Japanese plum
{Prunus salicina Lindl.). World plum production reached over
9 million mt in 2005, with a 30% increment in production in
the last 10 years (FAOSTAT 2008). Japanesz plum originated
in China and was later cultivated in Japan (Yoshida 1987). In
the late 19th century it was introduced in the USA, where it
was hybridized with other diploid plums for breeding purposes
(Faust and Suranyi 1999). Thus, today the term ‘Japanese
plum’ comprises a heterogeneous group of diploid plums that
derive from the interspecific hybridization of P. salicina with
other native American diploid plums such as P. americana,
P. hortulana or P. munsoniana, the Chinese plum P. simonit
and P. cerasifera (Okie and Weinberger 1996).

Most Japanese plum-type cultivars are self-incompatible
(Okie and Weinberger 1996), and therefore it is necessary to
interplant pollinator trees to ensure fruit set in commercial
orchards. Self-incompatibility is a wide spread mechanism in
flowering plants, which prevents self-fertilization (De Nettan-
court 2001). Rosaceous species including other Prumus spp.
such as almond (P. dulcis) and sweet cherry (P. avium) exhibit
gametophytic  self-incompatibility (GSI; De Nettancourt
2001). The gametophytic self-incompatibility reaction is genet-
ically determined by a polymorphic locus (§), encoding two
linked genes that determine the pistil and pollen phenotypes

* Publicaciéon correspondiente al capitulo 4

(Kao and Tsukamoto 2004). In this mechanism, when the §
allele of the haploid pollen grain is different from the two §
alleles of the style tissue, the pollen tube can grow through the
style and fertilize the ovule. On the other hand, when the §
allele expressed in the pollen is the same as either of the two §
alleles expressed in the style, pollen tube growth is arrested in
the style. In the rosaceous sell-incompatible species, the pistil §
determinant is a ribonuclease, S-BNase (Tao et al. 1997,
1999), which inhibits pollen tube growth by degrading pollen
mbe RNA (McCubbin and Kao 2000). On the other hand, the
pollen S-determinant is an F-box protein, SFB (Ushijima et al.
2003, Yamane et al. 2003) that may be involved in a protein
degradation pathway (Ushijima et al. 2003).

Fruit s2t as a result of successful pollination is a requirement
for a high yield in Japanese plum production. As a conse-
quence, cultivar assignment to its corresponding self-incom-
patibility group 1s essential for orchard planning. Reliable
methods to determine the compatibility among different
cultivars include fruit set recording after controlled pollina-
tions in orchard conditions and the microscopic observation of
pollen tube growth in flowers of controlled crosses. The
cloning and characterization of the S-locus factors in rosa-
ceous fruit tree species has allowed the development of PCR
methods, which accelerate S-allele identification and do not
require flower tissues. The characterization of the 5-RNases in
Japanese plum (Yamane et al. 1999) allowed the development
of PCR S-RNase allele typing methods (Beppu et al. 2002,
2003), similar to those developed in other self-incompatible
FPrunus spp. such as almond (Tamura et al. 2000), sweet cherry
(Tao et al. 1999) or Japanese apricot (Yaegaki et al. 2001). In
Japanese plum, ‘Sordum’ was the first cultivar for which the §
locus was characterized (Yamane ¢t al. 1999). Subsequently,
the S-RNases alleles of 36 Japanese plum cultivars were
determined by PCR and 14 different S-RNase alleles (Sa-Sn)
were identified (Beppu et al. 2002, 2003). Five S-RNase (S,
SSs) were cloned by Sapir et al. (2004). Recently, the
S§-RNase alleles of another 10 cultivars were determined, and
correspondence between the two S-allele nomenclatures,
mumerical and alphabetical, was established (Haldsz et al.
2007). These studies have resulted in the genotyping of 49
different cultivars that have been allocated in seven different
incompatibility groups (Halasz et al. 2007).

Although most Japanese plum cultivars are sell-incompat-
ible, self-compatibility has been observed in genotypes such as
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‘Black Diamond’ (Crane and Lawrence 1929), ‘Friar’, ‘Laetti-
tia” and “Santa Rosa’ (Ramming and Cocin 1990). This trait
has been correlated with the presence of the Se allele in the
cultivars ‘Rio’ {SaSe) and ‘Santa Rosa’ (ScSe) (Beppu et al.
2005). Self-compatibility in the Se-haplotype has been sug-
gested to be caused by the accumulation of insufficient levels of
Se-RNase due to very low transcription in the pistil (Watari
et al. 2007).

Due to the large number of Japanese plum-type cultivars
grown worldwide and theincreasinginterestin the production of
this species, the objective of this study was to determine the
incompatibility relationships of main Japanese plum-type
cultivars worldwide. For this purpose, S-RNase genotyping of
68 cultivars was carmed out by PCR analysis. Additionally, in
order to confirm PCR results and to investigate the sell-
incompatibility of the cultivars analysed and the compatibility
among the different groups, pollen tube growth in flowers of self-
and eross-pollinations were abserved nnder the microscope.

Materials and Methods

Plant materials: Leal and flower samples from 68 Japanese plum-type
cultivars (Table 1), obtamed from different collections and orchards of
Japan and Extremadura, Aragon and Cataluna {Spain), were used for
SR Nase genotyping and pollination experiments.

S-RNase allele PCR analysis: Genomic DNA from the 68 cultivars
was isolated from young leaves following the protocol described by
Hormaza (2002). The genomic DNA obtained was quantified and
diluted to 10 ng/pl prior to PCR amplification. PCR reactions were
carried out in a volume of 20 pl, in 20 mMm Tris-HCI, pH 8.4, 50 mm
KCI, 2 my MgCl,, 0.1 my of each dNTP, 0.2 pm of sach primer,
A0 ng of genomic DNA and 0.45 U of Tag DNA polymerase, using the
following temperature profile: an initial step of 3 min at 94°C, 35 cyclas
of 1 min at 94°C, 1 min at 56°C and 3 min at 72°C, and a final step of’
7 min at 72°C. The primer pair combinations used for PCR amplifi-
cation were PruT2-PCER, PruC2-PCER, and PruC2-CSrev (Tao et al.
1999, Yamane et al. 2001, Winsch and Hormaza 2004). The amphfied
fragmenis were separaled using agarose gel elecirophoresis, stained
with ethidium bromide and visualized with UV light. Fragment size
estimation was done using a size standard (kb DNA Ladder;
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and Quantity One 1-Analysis 4.6.2
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) software.

Pollination experiments: To establish self-incompatibility and to con-
firm cross-compatibility among different cultivars, 23 sell-pollinations
{Table 2) and 35 cross-pollinations (Table 3) were carried out in the
laboratory and pollen tube growth was observed under the micro-
scope. For this purpose, pollen was obtained from flowers at the
balloon stage by removing and drying the anthers at room temperature
during 24 h. The pollen was then sieved through a fine mesh (0.26 mm)
and stored at =20°C until further use. Flowers from each cultivar were
collected at balloon stage 1 day before anthesis, emasculated to avoid
self-pollination, and maintained on wet florist foam at room temper-
ature. For each crossing, 20-25 flowers were hand pollinated 24 h after
emasculation. Seventy-two hours later, the pistils were fixed in FAA
[T0% ethanol: acetic acid: formaldehyde (18 : 1 : 1, v/v/v) (Tohansen
1940)). Bach crossing was repeated over 2 years. For microscope
preparations, the fixed pistils were washed three times for 1 h with
distilled water and left overnight 1 5% sodium sulphite at 4°C. On the
following day, the pistils were autoclaved at 1 kg/em® during & min in
sodium sulphite to soften the tissues (Jefferies and Belcher 1974), and
stained with 0.1% (v/v) aniline blue in 0.1 v KiPO; to stain callose
(Linskens and Esser 1957). Pollen tube growih along the style was
observed under an Olympus BH2 microscope with U7V epifluorescence
using a BP 355/425 exciter filter and a LP 470 barder filter.
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Results

S-RNase allele PCR analysis

Polymerase chain reaction analysis using primers from con-
served regions of S-RNase of sweet cherry and Japanese plum
were used to identify the 8- RNase alleles of 68 Japanese plum-
type cultivars (Table 1). Cultivars of known §-RNase genotype
were initially used to confirm the size of S-RNase alleles
previously identified (Sa-Sf, Sh, Sk) using primer pairs PruT2-
PCER and PruC2-PCER (Table 4). This information was used
to determine the S-RNase alleles of the rest of the cultivars
analysed (Fig. 1). The Sg allele was subsequently detected in
‘Golden Japan® as the fragment amplified in this genotype
agreed with that described by Beppu et al. (2002) for this
S-RNase allele (Table 4). The amplification of fragments of
different size from those recorded in the defined S-RNase
alleles was considered as the amplification of new S-RNase
alleles. Thus, five new S-RNase alleles (So, Sp, Sg, Sr, Ss
Table 4), were identified in the cultivars ‘Ambra’ {So), *October
Red' (Sp), ‘Mitard” (S¢) and ‘Joana Red’ (SrSs). These alleles
were named in consecutive order according to the alphabetical
nomenclature (Yamane et al. 1999, Beppu et al. 2002, 2003).
Thus, 14 different S-RNase alleles were identified in the 68
cultivars analysed (Table 4).

Three S-RNase alleles (Sg, Sr, Ss) were only amplified with
primers PruC2-PCER and not with PruT2-PCER, thus primer
pair PruC2-CSrev was also used to amplify an additional
fragment that allowed confirmation of the amplification of the
S-RNase (Table 4). The use of PruC2-Cirev allowed amplifi-
cation of all of the S-RNase alleles detected, with the exception
of Sg and Sp. Thus, the Sg allele was only amplified with
PruC2-PCER. The sizes of the 14 S- RNase alleles detected with
the three primer pairs used are reported in Table 4.

The §-RNase genotypes reported in this study include 50
cultivars of S-RNase genotype previously unknown and 18
cultivars whose §-RNase alleles had been reported previously
(Table 1). Additionally, only one S-RNase allele of ‘Black
Diamond’ was previously known, Ss (Sapir et al. 2004), later
renamed as Se (Haldsz et al. 2007). In this study, the complete
S-RNase genotype of ‘Black Diamond’ is reported to be SeSh.
The information reported herein, compiled with the 5-RNase
genotype of another 49 cultivars previously determined
{Table 1), has allowed constituting 12 new incompatibility
groups (VIII-XIX). These groups have been numberad in
consecutive order following those reported previously (Haldsz
et al. 2007). While 59 of the cultivars analysed have been
assigned to 15 different incompatibility groups, another six
cultivars were allocated to group 0 since their S-RNase
genotype i not present in any other cultivar analysed
(Table 1). The remaining three cultivars have not been
classified since only one S-RNase allele was detected (Table 1).

To confirm the S-RNase genotyping, the information
obtained in this and in previous studies was incorporated in
a genealogical tree that included the parental genotypes of
Japanese plum breeding and some relevant cultivars (Fig. 2).
The S-RNase genotypes included in this figure were confirmed
by their S-RNase allele inheritance, like that of ‘Freedom’,
‘Fortune’ or ‘Black Beaut'.

Pollination experiments

Observation of pollen tube growth through the style was carried
ont in pistils from self-pollinations of 23 cultivars in order to
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E . Table 1: Incompatibilit o
Cultivars Cultivars and S§-RNase g]r:nmypcyof GRW.TapI:
S-RMNase analysed in analysed in anese plum-type cultivars analysed
Lg. enotype this study previous studies Reference in this study and 49 cultivars ana-
I SaSh 506" lysed in previous studies
Burmosa Beppu et al. (2003)
Red Beaut Beppu et al. (2002)
Sordum Yamane et al, (1995)
1 ShSe Black Amber Halész et al, (2007)
Black Beaut’
Delbartazur’
Flavor Granade Halasz et al. (2007)
Fortune'
Golden Plum'
Golden Pll;‘mza'
Green Sun”
Laroda Beppu et al. (2002)
October Sun Haldsz et al, (2007)
Oishinakata Beppu &t al. (2002)
Super Giant Halisz et al. (2007)
Taiyo Beppu et al. (2002)
TC Sun Haldsz et al. (2007)
Fanzi Sun’
s Shsf Frontier Beppu et al. (2003)
Golden Globe!
Gran Colle Beppu et al, (2003)
Verna Delicious Beppu et al. (2003)
v SbSh Eldorada’
Freedom'
Friar’
Hebaoshi Zhang et al. (2007)
Hirome Red'
Larry Ann’
Nubiana®
Qiuji Zhang et al. (2007)
Owen T'
Cueen Ann Beppu et al. (2002)
Songria 100
Y onemomo Beppu et al. (2002)
v ShSi Bakemonosumomao Beppu et al. (2002)
Kasahara Hatankyou Beppu et al. (2002)
Vi SfSh Abundance Beppu et al. (2003)
Kelsey” Beppu et al. (2003)
Kelsey Paulista Beppu et al, (2003)
Y ounai Zhuang et al. (2007)
VIL SeSh Angelenax'
Angeleno Sapir et al. (2004)
Halész et al, (2007)
Gireen Sun” Halész et al. (2007)
MNvgelei Zhang et al. (2007)
Queen Rosa Beppu et al. (2003)
Ruby Crunch’
vir SeSk Black Diamond Sapir et al. (2004)
Black Gold'
Black Late'
Diamex’
Early Queen’
Exlremagoid]
Huangjiazuanshi Zhang et al. (2007)
TJohn W*
Laettitia®
Showtime’
Souvenir!
! RYAY S Golden Japan’
Jinshali Zhang et al. (2007)
White Plum Beppu et al. (2002}
x ShSk 31-5G-¢6'
Friar’ Halasz et al. (2007)
Howard Sun'
Redgold Zhang et al. (2007)
Songold’
xr? SeSe Autum Giant'
Beauty Beppu et al. (2002)

Black Splendor'
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Table 1: Continued Cultivars Cultivars
S-RNase analysed in analysed in
Iz genotype this study previous studies Reference
Casselman’
Late Santa Rosa Beppu et al. (2002)
Meiguili Zhang et al. (2007)
Roval Zee Sapir et al. (2004)
Royal Garner'
Santa Rosa Beppu et al. {2001)
Halasz et al. (2007)
Sweet Autum Halasz et al. (2007)
Xt SbSe Flavor King Halasz et al. (2007)
Picneer!
Sapphire’
xur’ SeSf Black Star’
Primetime’
X’ SaSc 87-91'
Crison Glo'
xv? SgSh 30-AN-7'
Bonnie Beppu et al. (2003)
xvr? SfSk Kelsey
Weikeshum Zhang et al. (2007)
Wickson Sapir et al, (2004)
xXvir SbSo Ambra’
Olinda’
XV SaSf Ozarkpremier Zhang et al. (2007)
Terada Beppu et al. (2002)
xod Sh&d Formosa Beppu et al. (2003)
Furongli Zhang et al. (2007)
Gaixiandali Zhang et al. (2007)
0 STSf Huangpili Zhang et al. (2007)
SaSe Rio Beppu et al, (2002)
SaSh Songria 15
SaSm Botan Beppu et al. {2003)
SaSn Superior Beppu et al. {2003)
ShSg Honey Rosa Beppu et al, (2003)
ShSk Harypickstone Beppu et al. (2003)
ShS! Lantz Beppu et al. (2003)
ScSd Oishiwasesumomo Beppu et al. (2002)
Zhang et al. (2007)
SeSf Summer Queen Beppu et al. (2003)
SeSo Red Heart!
SeSio Xiangjiabli Zhang et al. (2007)
SeSk Simka Beppu et al. (2003)
SfSf Tecumseh Beppu et al. (2003)
SpSk Starkgold Beppu et al. {2003)
Sgsi Combination Beppu et al. (2003)
ShSq October Red'
SrSs Joana Red"
Sp Mitard’
Sh 26-BD-10"
Sh Gaia
Sf Shiro Halasz et al. (2007)

! §-RNase genotypes first reported in this study.
*Cultivars in which S-RNase genotype reported herein differs from that reported in other studies.
*Incompatibility groups first reported in this study.

establish their self<incompatibility or self-compatibility (Ta-
ble 2). Additionally, to confirm the results obtained by PCR,
pollen tube growth was observed in cross-pollinations among
cultivars of eight different incompatibility groups (Table 3) and
cultivars of the same incompatibility group. Six self-pollinated
cultivars, Zanzi Sun, Nubiana, Laettitia, Casselman, Santa
Rosa, and Simka (Table 2), displayed variable percentages of
pistils with pollen tubes growing along the pistil (Fig. 3a) and
reaching the base of the style. In the remaining 17 self-pollinated
cultivars, pollen tube growth was arrested in the style (Fig. 3b)
and no pollen tubes reached the base of the style (Table 2).
Cross-pollination  experiments confirmed the results ob-
tained by PCR in most of the crossings performed. As
expected, cross-pollinations between cultivars from different
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mcompatibility groups, such as ‘Fortune’ (IG II) x ‘Golden
Japan® (IG IX); ‘Friar’ (IG IV) x ‘Fortune’ (IG II) or ‘Ange-
leno’ (IG VII) x ‘Santa Rosa’ (IG XI), displayed pistils with
pollen tubes at the base of the style (Table 3). On the other
hand, pollen tubes did not reach the base of the style in the
pistils analysed from crosses between cultivars from the same
incompatibility group (data not shown), such as ‘For-
tune’ x ‘Black Amber’ (IG II), ‘Black Amber’ % ‘Green Sun’
(LG II) or ‘Songold’ x ‘Golden Plum’ (IG X).

Discussion

In this study, we report the 8- RNase genotype of 68 Japanese
plum-type cultivars, 50 of which are reported for the first time.
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Table 2: Self-pollinated Japanese plum-type cultivars and percentage
of pistils with pollen tubes reaching the base of the style

S-RMNasge Pistils
Lg genotype Cultivar (%)
IT SbSe Black Amber 0
Shse Fortuns a
ShSc Laroda 0
Shse Zanz Sun 17
Shse Golden Plum 0
5hSe Green Sun 0
TII ShSf Frontier 1]
ShSI Golden Globe 0
v SbSh Eldorado i
Shsh Friar 0
ShSh Nubiana 36
SbSh Queen Ann 0
ShSh Freedom 0
YII SeSh Angeleno ]
ScSh Queen Rosa 1]
Vit SeSh Laettitia 55
X SfSe Golden Japan 0
X ShSk Songold {
ShSk Howard Sun 1
XI SeSe Casselman a
ScSe Santa Rosa b
XVII Sh8o Ambra 1]
1] SeSk Simka 56

This information has allowed assigning each cultivar to its
corresponding incompatibility group and constituting 12 new
incompatibility groups (VIITI-XIX). The analysis of additional
cultivars has also allowed identifving 5 new self-incompatibil-

ity 5-RNase alleles (So, Sp, Sg, Sr, S5). Furthermore, the
compatibility relationships between and within incompatibility
aroups, as well as the self-incompatibility phenotype of some
cultivars, have been studied by pollen tube growth observation
in pollination experiments.

Results herein confirm the S-RNase genotype of 15 cultivars
reported previously. However. the 8- RNase genotype of ‘Kelsey
(SfSk), ‘Green Sun’ (SbSc¢) and ‘Friar’ (SbSh) differed from
results reported in previous studies. The cultivar ‘Kelsey” was
previously identified as S/5h (Beppu et al. 2002), and ‘Green
Sun’ and ‘Friar’ as ScSh and ShSk, respectively (Halasz et al.
2007). Both putative 8- RNase genotypes of Kelsey, Sf8h (Beppu
et al. 2003) and SfSk (reported herein) fit with S-allele inheri-
tance (Fig. 2). On the other hand, according to S-RNase allele
inheritance the most likely 5- RNase genotype of ‘Friar’ is ShSh
{Fig.2). Further research and the comparison of the S-genotypes
of these cultivars with those of additional samples of the same
cultivars would be needed to clarify their S-genotype.

Although two alleles were identified in the majority of
cultivars by PCR analysis, a unique allele was identified in few
cultivars. This may be due to mefficient PCR amplification of
the S-RNase allele not detected, caused by mismatching of
PCR primers, or preferential amplification of the detected
allele. Alternatively, the amplification of overlapping frag-
ments of PCR, corresponding to alleles of similar size, could
make the identification of the two alleles difficult. Pollination
experiments as well as molecular work focused on characte-
rising the S-locus of these genotypes should be carried out in
order to identify additional §-RNase alleles not detected in this
study.

Table 3: Cross-pollinations among cultivars of different incompatibility groups and percentage of pistils with pollen tubes at the base of the style

in each crossing

g It jiis v VIL VIIL X X XI
Black Golden Santa

Lg 2 Fortune Fromtier Friar Angeleno Diamond Japan Songold Rosa
i Fortune 41 &3 30 53 17 42
1 Frontier 0 #6
v Friar 83 92 28
ViI Angeleno 17 31 40 a7
VIIT Black Diamond 58 100 67 100
X Golden Japan 2 7 50 44 33 3
X Songold 4 17 4 33 17 42
XI Santa Kosa 18 50 30 75
- RINase Table 2: PCR fragment sizes, in
allele Cultivars PruT2-PCER PruC2-PCER PruC2.Csrev m“’?ff"f’ L i SCLH
Sa Sordum (SaSh) 0936 166 692 Pimer pair- combinahons
8k Sordum (SaSk) 1593 1580 1870
Se Oishiwasesumomo (5cSd) 1606 1166 1485
Sd Oishiwasesumomo (SeSd) 1780 1290 1600
Se Santa Rosa (ScSe) 1865 1441 1680
Sf Frontier (5657) 1542 1098 1410
Sg Golden Japan (5/5g) na 1243 na
Sh Queen Ann (S5SH) 963 508 750
Sk Simka (SeSk) 820 393 630
85 Ambra ($h50) 1217 1304 1550
sp' October Red (Sh3p) 1040 an0 na
g Mitard (Sg) 1520 1270 1540
5 Joana Red (Sr55) na 760 1000
55! Joana Red (5rSs) n.a 550 820

!5-RNase alleles first identified in this study. n.a, no amplification,
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Fig. I: PCR amplification using primer st PruC2-PCER of Japaness
plum-type eultivars: Frentier (F), Nubiana (N, Quesn Ann ((QA),
Quesn Bosa ((QBR), Angeleno (A), Santa Fosa (8), Ambra (Am), Simka
(8i), Red Beaut (R), Bladk Amber (B), Fortune (Fo), Black Beaut
(BB}, Laettitia (L), TC Sun (T3, Golden Globle (G). 1 Kb Size
standard

Six sell-pollinated cultivars showed self-compatibility. Four
of these, ‘Lasttitia’ (SeS#), Casselman’ (Sc5¢), ‘Santa Rosa’
(ScSe) and Simka’ (SeSk) present the Se allele, and confimm
previous results that corralate Se with seli-compatibility
(Beppu at al. 2003). Likewise, the results agree with previous
reports of salf-compatibility in ‘Santa Rosa’ and ‘Lasttitia’ by
Crane and Lawrence (192%) and Ramming and Codu (19307
However, the Temaining two cnltivars that behave as seli-

P. salicina Kelsey

(S/Sh2/Sf5k?)

compatible, Nubizna (Sh5%) and ‘Zanzi Sun’ (SH5c), do not
have the Se allale. Further fruit set experiments ar being
catried out to confimm these tesults and 1o ascertain the origin
of self-compatibility in thess genctypes, but the resulis suggest
that additional sources of sslf-compatibility, other than Se
allele, may be operating in Japaness plum-typs cullivars.
Curously, both salf-compatible genotypes are Sk This allale
could be correlated io self-compatibility only in some geno-
types, dnce descendants of Nubiana® that are alse Sk, like
‘Friar’ or ‘Black Amber, ate not self-compatible. Altemma-
tively, thase cultivars could present a self-compatible 5-RMNasa
alleles different from Sk but of similar size.

FPollination sxpenments carmad out have shown that Japa-
nsse plums exhibit vanabls percentagss of pistils with pollen
tubas at the base of the style and that the number of pollen
tubes reaching the base of the style 1s in general lower than in
other Prumus species (Hommaza and Herrero 1996, Rodrigo
and Herrero 1996, Burgos et al. 1997, Dicenta et al. 200Z;
Alonse and Socias 2005, Hedhly et al. 2005, 2007, Milatovic
and Nikolic 2007). Thus, compatibility determination by
means of pollen tube obsarvations has not been as clear as in
other Prunus spp., probably due to the fact that most of the
cultivars studied are complex hybnds resulted from the
hybrdization of more than two diploid plum spedes, in which
case the compatibility reaction in tha styls may not to be as
dear as in other intra-specific crosses. Further experiments of
seli- and cross-pollination and subseguent fruit set recording

Burbank
(SaSfi*

Abundance
(SfSh)

£ simonii Simon 5k ®
P. salicina x P. cerasifera Methley
P salicima v P american: Craviena (55"
Eldorado  Wickson
P. salicina x P. simonii (ShSh) (SISk)
i
Sirnka
Mariposa  #SeSi) Formuosa
Unknowe P ot R CGolden King ($hdl)
Sede) PAY. IR
Nubiana
(SHShy Queen Ann
I (5bSh) =B
Songold
{I:I?I'T Il:j'l-’\ Laroda Friar Queen Rosa [ (Rt Burmosa
1 (ShSe) (SbSh) (ScSh) i (SaSb)
Ozarkpremier
Black Amber Laettitia (SaSf)
Erontiee e I(S;S'(‘,J (SeSh) Red Beaut
; ate Santa Rosa
(ShSH) (ScSe) : op. (SaSh)
Angeleno Midsummer
Freedom = (ScSh) (5e)* o.p.
(SbSh) R
I-'orilun.- Black Diamond Black Beaut
(5b5Sc) (SeSh) (ShSc)

Fig. 2 Pedigree (Byrne 1989, Okie and Weinberger 1996, Brooks and Olme 1997, Boonprakob et al. 2001, Gouldoe et al. 2001, Ahmad et al.
2004, and S- genotipe (Beppuet al. 2002, 2003, Sapir ef al 2004, Haldsz et al_ 2007, Zhang et al. 2007 this study) of some main Tapanese plum-

type eltivars op, open pollinated “Expeetad S-BMNase alleles
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should complement this infommation in order to clarify the seli-
incompatibility reaction in some genciypes.

The analysis of the S-RNase alleles and the pedigree has
allowed the pradiction of the S-RNase ganotypes of cultivars
such as ‘Burbank’, ‘Simon’, ‘Gavicta’ and ‘Marnposa’, the
identification of possible genetic relations, and speculation
about the onigin of some 5-KNgse alleles. Thus, the S-RNase
alleles of ‘Burbank’ would be axpectad to be SoSf according to
‘Burmosa’ and ‘Wickson' 5-RNage allele inheritance. Similarly,
‘Simon’ would be expected to be Sk, and ‘Gavicta’ wonld be
Sh. Since allele Sk is only confirmed in ‘Simon’ lineage,
a gemetic relationship could be expected betwesn ‘Simon” and
‘Simka’ that is also Sk In the same way, a relationship counld
also exist between ‘Simka’ and ‘Santa Rosa’. The pedigrse of
neither of these two cultivars is kmown (Byme 1389, but both
cultivars are self-compatible and both contribute the Se allsle
to Japanass plum breeding. The presencs of allelss 5%, Sf and
Sa in the omnginal P. gaficise genotypes and in all their
descendants suggests that these alleles dedve from pure
P. salicing genotypes, while the prasence of the Sk allels only
in ‘8imon’ descendanis may indicate that this alldle originates
from P. gmenti. The S-RNase genotyping of additional
cultivars will help datifving and complementing the pedigree
information available.

S-RNase allsls identification has allowed allocation of a
number of the main Japaness plum-type cultivars 1o their
corresponding  incompatibility groups, and the pollination
experiments followad by pollen tube growth obssrvation have
allowad the determination of self-compatible or self-incom-
patible behavicw in some cultivars. This information will be
valuable for the selection of parental genotypes in breeding
programs and for the appropnate selection of cultivars in
commearcial orchards.

Acknowledgements

We gratefully acknowledps 1. L Egpada [Centro de Téenicas A prarias
[CTA-DGAY], Manuel Alonse [Cooperativa de Begantes de Extrema-
dura (CREX)], Ignayd Iplesias [mstitut de Peesrca 1 Teenologa
Agroalimenfaries (IRTA-Generalitat de Catalunya)], J. B Rituerto
(RITUCON Consultoria Agrondmica), Grupe ALM, Viveros Prov-
edo and Dr B Tac (Eyoto University, Japan) for providing plant
material used m this study. Finandal support for this research was
provided by Mmiterio de Educaadn ¥ Cenma (MEC)-FEDER
(Project grant: AGL2006-13529-C02-00( AGR), Gobiemo de Arapén
[Grupo Censolidade A-<43) and Agrosegure SA. M.E. Guera was
finaneed by an INTA-MEC doctoral fellowship.

Fig. 3: Pollen tube growth along
the style in a compatible cross (a).
FPellen tube arrested in the stile in
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ApsTrRacT. Flower emasculation is widely used in breeding programs for hybridization of fruit trees. In japanese plum
(Prunus salicina), some genetic crosses made by emasculation have resulted in very low or lack of fruit set, but the
causes leading to this situation are not clear. In this work, the i of flower lation on fruit set was
eval 1 in four jaf plum-type cultivars by ing cross-pollinati performed with and without
emasculation. Fruit set and fruit drop in the crosses were characterized unotil harvest. To ascertain which factors in
the reproductive process could be related to the lack of fruit set, compatibility was determined for each cross by
the observation of pollen tube growth under the microscope and by polymerase chain reaction. Likewise, the stage
of ovule development was observed under the microscope in emasculated and non-emasculated flowers. An analysis
of the different pollination treatments and the study of the ibility relati ips helped to factors that
intervene in the reproductive process and to identify flower emasculation as the cause of premature degeneration of

ovules and its implication in determining subsequent fruit set.

Flower emasculation is widely used in breeding programs
for hybridization of deciduous fruit trees (Layne, 1983). This
technique is also used in cytological and genetic studies (Okie
and Hancoek, 2008) and in different field experiments in which
controlled pollination is required to avoid the interference of
undesired pollen (Hedhly et al., 2009).

For fruit breeding purposes, flower emasculation is used to
carry out controlled pollinations when the female parent is self-
fruitful to avoid self-pollination and ensure crossing between
cultivars. Emasculation consists of removing, with fingemails
or other tools, the petals, sepals, and stamens before anther de-
hiscence (Layne, 1983). The technique makes flowers unattrac-
tive to pollinator insects (Free, 1964) and hand-pollinations can
be done without the interference of undesired self- or cross-
pollen. The late balloon stage 1 d before anthesis is considered
most favorable for emasculation in stone fruit breeding (Bailey
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and Hough, 1975). Other pollination technigques can be used
to control crosses in Prunus. For example, trees used as male
and female can be enclosed in portable screenhouses with
honeybee (Apis mellifera) hives in them or single female trees
can be enclosed with bouquets or potted trees with honeybee
hives. However, a common problem for these techniques is
synchronizing blooms of pollenizers with the female wee (Okie
and Weinberger, 1996). Thus, flower emasculation is particularly
used in Prunus breeding, including japanese plum (Okie and
Hancock, 2008; Okie and Weinberger, 1996: Weinberger, 1975).

Although many japanese plum cultivars are either mutations
or chance seedlings, others are the result of planned hybridiza-
tions (Boonprakob et al., 2001; Byme, 1989; Okie and Ramming,
1999; Okie and Weinberger, 1996; Weinberger, 1975). However,
many crosses made by emasculation have resulted in very low
fiuit set or not fruit set at all (Okie and Hancock, 2008; Okie and
Weinberger, 1996). A negative effect of flower emasculation on
fruit set has been reported in other Prunus species, including
almond [P. dulcis (Kester et al., 1994)], sour cheny [P. cerasus
(Brown et al., 1996)], and sweet cherry [P. avium (Hedhly et al.,
2009}] and points to fower emasculation as one of the underlying
causes,

Factors that have been suggested as the causes for low or lack
of fruit set in emasculated flowers of Prunus species include
adverse weather conditions during and after the blooming period
(Okie and Weinberger, 1996), inadequate developmental stage

X Amer. Soc. Hort. Sci. 135(6):556 562. 2010,
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of the bud when the emasculation is
carried out (Hjeltnes and Stanys,
1998), loss of the nutritive and pro-

Table 1. Pollination treatment, number of treated flowers, number of fruit, percentage of froit set, and

percentage of pistils with both ovules deg:

ated in different jaj plum-type cultivars and

crosses performed in orchard conditions.

tective functions of the perianth (Badr ~ Cultivar/pollination Flowers Frnt Pistils with both ovules
and Crane, 1965), possible damage tr t (no.) Fruit (no.) Set (%) degenerated (%0)
to the pistil (Okie and Hancock, 2008;  Black Diamond
Okie and Weinberger, 1996), or ac- Open pollination 1622 20 1.2 0
celeration of ovule degeneration Self-pollination 1763 0 0 0
(Hedhly et al., 2009). However, the x Fortune {S)* 517 17 33¥ 107
causes leading to the lack of fruit set % Fortune (Ef 531 0 [ (i
specifically in some japanese plum  Fortune
crosses are not clear. Open pollination 1514 30 20 0
In this work, the influence of Self-pollination 1016 ] 0 0
flower emasculation on fruit set was x Ambra (8) 39 13 3y o
evaluated in four japanese plum cul-  x Ambra (E) 559 1 0.2Y 80
tivars by comparing cross-pollinations * Black Diamond (S) 121 5 4.1 [
performed with and without emaseu- » Black Diamond (E) 535 1 02 100
lation in orchard conditions. To ascer-  Golden Globe
tain which factors in the reproductive Open pollination 1611 58 EX i]
process could be related to the lack of  Self-pollination 1222 4 0.3 0
fruit set, microscopic observations of % Angeleno (3) 1559 79 51 g
pollen tubes and ovules were related x Angeleno (E) 206 5 24 44
with the behavior of flowers and de- * Fortune (S) 1539 4 03" o
veloping fiuit in the tree. The results % Fortune (E}) 211 0 o 22
revealed a high incidence of ovule de-  Early Queen
generation caused by emasculation. Open pollination 1831 54 29 0
Self-pollination 1562 2 0.1 0
Materials and Methods * Ambra () 577 18 ER w4
% Ambra (E) 450 48 10.7* 70
PLANT MATERIALS. Six japancse x Angeleno (S) 540 28 52 i
plum-type cultivars, Ambra, Ange- x Angeleno (E) 527 65 12,3 Elly

leno, Black Diamond, Early Queen,
Fortune, and Golden Globe, located
in different commercial orchards
were used for pollination experiments
1o evaluate the effect of flower emas-
culation on final fruit set. Several pol-
lination treatments were performed in
which *Black Diamond’, ‘Early Queen’, ‘Fortune’, and ‘Golden
Globe™ were used as maternal parents and *Ambra’, “Angeleno’,
‘Black Diamond’, and ‘Fortune” were used as pollen donors
(Table 1).

FreLp ExPERIMENTS. Cross-pollinations in both emasculated
and non-emasculated flowers were performed with each female
parent. Additionally, a population of open-pollinated flowers in
the orchard was used as a control for each cultivar (Table 1),
Pollen used in each pollination treatment was previously ob-
tained from flowers collected at the balloon stage (Fig. 1A) by
removing anthers and placing them on paper at room temper-
ature for 24 h until anther dehiscence. Pollen was then sieved
through a 0.26-mm mesh and stored at 20 °C until required.

Cross-pollinations of non-emaseulated flowers were perfor-
med by supplementary pollination (Williams, 1970a) in caged
trees. To avoid the arrival of pollinating insects, two trees of each
female parent were enclosed in a 0.8-mm mesh cage before
bloom. In these caged trees, 120 to 1560 flowers per cultivar
were cross-pollinated (Table 1) using a thin paintbrush every
other day until all flowers had opened (Rodrigo and Herrero,
2002a). For cross-pollinations of emasculated flowers (Layne,
1983), old flowers and young buds were removed from a set of
branches, leaving only flowers at the balloon stage (Fig. 1A).
Between 200 and 560 of these flowers per cultivar and crossing

J. Amen. Soc. Horr. Sa1. 135(6)3:556 562, 2010.
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“E = emasculation; 8 = supplementary pollination.

“Significant at P < (.03; association between flower emasculation and the proportion of fruit set as
well as the proportion of flowers with both ovules degenerated analyzed for the same cross by two-
way interaction contingency tables followed by %* goodness-of-fit test with Yates' correction for
continuity or the Fisher's exact test as appropriate.

*Not significant at P < (.05

were emasculated and cross-pollinated the next day using
a brush and previously collected pollen.

Because cross-pollinations in non-emasculated flowers were
performed by supplementary pollination without removing the
anthers of the flowers, self-compatibility of female cultivars
was evaluated to determine the influence of self-pollen on the
subsequent fruit set. For this purpose, self-pollinations were
carried out in non-emasculated flowers by supplementary polli-
nation of 1000 to 1760 flowers per cultivar (Table 1) in the same
caged trees following the same protocol.

Additionally, a group of 1500 to 1830 non-emasculated
flowers on each female cultivar was left for open-pollination in
trees not covered and used as controls (Table 1), Weekly counts of
flowers and developing fruit from anthesis to harvest (Williams,
1970b) were carried out to chamcterize fruit drop pattemn and
ascertain final fruit set in each pollination treatment.

Povien-pistin incompanimiLity. To establish the self-
mcompatibility of each female pavent and the cross-compatibility
with the parental cultivars, the same erosses carried out in the
field were also performed in the laboratory and analyzed by
the observation of pollen tube growth under the microscope.
Flowers from each female cultivar were collected at the balloon
stage, emasculated, and maintained on wet florist foam at room
temperature {Rodrigo and Herrero, 1996). Thirty flowers per
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treatment were hand-pollinated 24 h after emasculation. Seventy-
two h later, when pollen tubes were expected to arrive at the
base of the style (Guerra et al., 2009), the pistils were fixed in
alcohol:acetic acid (3:1) (Williams et al., 1999). For microscope
preparation, the fixed pistils were washed three times for 1 h with
distilled water and left overnight in 5% sodium sulphite at 4 °C.
On the next day, the pistils were autoclaved for 8 min at 1 kg-em *
in 5% sodium sulphite to soften the tissues (Jefferies and Belcher,
1974). The pistils were stained with 0.1% (v/v) aniline blue in
0.1 N K3PO, to stain callose (Linskens and Esser, 1957). Pollen
tube growth was observed under a light microscope with ul-
traviolet epifluorescence using a BP 355/425 exciter filter and
a LP 470 barrier filter (BH2; Olympus Optical, Tokyo, Japan).
The number of pollen tubes at the base of the style was re-
corded in at least 10 pistils per
cultivar and treatment.

The S-genotype of each cultivar
used in the pollination experiments
(Table 1) was also confirmed by
S-RNase allele typing. Genomic
DNA from each cultivar was isolated
from young leaves following the
protocol described by Hormaza
(2002) and S-allele typing was car-
ried out by S-RNase polymerase
chain reaction (PCR) amplification
using primers pairs Pru C2-PCER
and Pru T2-PCER (Tao et al., 1999;
Yamane et al., 2001) according to the
protocol described by Guerra et al.
(2009).

Ovuee viasiLiry, From each cul-
tivar and treatment made in the
field, 40 to 50 flowers from selected
branches were collected 4 d after

Anexos

with Yates® correction for continuity or the Fisher’s exact test as
appropriate were used to test for association between flower
emasculation and the proportion of fruit set as well as the
proportion of flowers with both ovules degenerated for each
cross, Statistical significance was defined as P < 0,05,

Results

FRruUIT SET AND FRUIT DROP. The percentage of fruit set in
open-pollinated flowers ranged from 1.2% to 3.6%. Self-
pollinations of the four cultivars used as female parents did not
set fruit (Table 1); thus, they app d to be self-i patible.
Although in *Fortune’ (Fig. 2A) and ‘Golden Globe’ (Fig. 2B)
drop of all self-pollinated flowers was complete 6 weeks after

pollination and fixed in alcohol: e
acetic acid (3:1) for examination of A B
ovule development under the micro- % Fortune Goldan Globe
scope, Ovules were scored forovule 3 —C—Open pollination =G Open pollination
viability through the presence of cal- 7 4 a5l pollination —&—Seif pollination
lose deposits in the chalaza of degen- £ o= LBl Lisnond () ~0—x Angeleno (S)
erating ovules (Arbeloa and Herrero, E 40 =SSR BNk Licnond () | —8—x Angelena (E)
1985; Hedhly et al., 2009; Morenol 3
et al, 1992; Pimienta and Polito, * 4 |
1982: Rodrigo and Herrero, 1998:;
Stosser and Anvari, 1982) in at least 0 i ;
10 pistils per cultivar and pollination 100 o c D
treatment. Ovule development was Biack Diamand Farty Quaan
monitored with the same staining F 8 —0— Open pollination =E=Opan polnsion
procedure used to observe pollen tube =5 polination Im mm::':'
growth. Preparations were observed 5 & oA Tounels) _._:mm EE;
under a light microscope equipped g a0 &= Forkins (B}
with ultraviolet epifluorescence with 3
a BP340-390 exciter filter and a LP 20
425 barrier filter (DM2500; Leica 4
Microsystems, Wetzlar, Germany). 0 .

STATISTICAL ANALYSES. Statistical 01 2 3 456 78 9101121301 2 3 4 65 6 7 8 9 10 11 12 13
analyses were performed with SPSS Time after anthesis (weeks) Time after anthesis (weeks)

statistical software (Version 15.0;
SPSS, Chicago, IL). Two-way inter-
action contingency tables followed
by a chi-square goodness-of-fit test
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Fig. 2. Fruit drop in japanese plum-type cultivars as affected by different pollination treatments: open-, self-, and
cross-pollination in emasculated and non-emasculated flowers. Percentage of fruit from the original number
of flowers remaining in the tree during the 13 weeks after anthesis in (A) *Fortune’, (B) *Golden Globe', (C)
*Black Diamond’, and (D) ‘Early Queen”.
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anthesis, in ‘Black Diamond’ (Fig.
2C) and ‘Early Queen’ (Fig. 2D), a
group of self-pollinated flowers
remained on the trees until 8 o 9
weeks after anthesis.

Fruit set in cross-pollinated flowers
performed by supplementary polli-
nation of non-emasculated flowers
ranged from 0.1% to 5.1% and was
higher than the fruit set obtained in
open-pollinated flowers for the same
fernale cultivar, except in the case of
*Golden Globe' X ‘Fortune’ in which
no fruit were obtained (Table 1).
Cross-pollinated flowers stopped
dropping at the time when drop of
self-pollinated flowers was com-
pleted in each cultivar. However,
emasculated flowers dropped be-
tween 1 and 2 weeks earlier than
flowers crossed by supplemental pol-
lination (Fig. 2).

Flower emasculation had a vari-
able effect on fruit set when com-
pared with non-emasculated flowers
in the different compatible erosses
(Table 1). Thus, chi-square analysis
revealed significant association be-
tween emaseulation and lack of fruit
set in “Black Diamond’ X “Fortune”
(N = 1048, Yates' * = 15,748, df =
1, P < 0.001), ‘Fortune’ % ‘Ambra’
(N=955, Yates" *= 13.386,df =1,
P < 0.001), and ‘Fortune’ x ‘Black
Diamond’ (N = 656, Yates’ y* =
12.875,df =1, P < 0.001). However,
no significant association between
flower emasculation and fiuit set
reduction was reported in ‘Golden Globe' x ‘Angeleno’ (N =
1763, Yates' ¢* = 2.246, df = 1, P = 0.134) and ‘Golden Globe”
X ‘Fortune’ (N = 1750, Yates’ 3* < 0.001, df =1, P = 1). The
cross 'Golden Globe’ % *Fortune’ did not produce fruit either
in emasculated or in non-emasculated flowers indicating the
possible cross-incompatibility of the crossing. On the other
hand, fruit set in emasculated Aowers was significantly higher
than fiuit set in flowers crossed by supplemental pollination in
the crosses in which ‘Early Queen’ was the female parent:
‘Early Queen’ x *Ambra’ (N = 1027, Yates’ ¢ =22.708, df =1,
P < 0.001) and *Early Queen’ % ‘Angeleno’ (N = 1067, Yates'
yt=16245 df =1, P < 0L001).

SELF- AND CROSS=INCOMPATIBILITY. In the four self-pollinated
cultivars, Black Diamond, Early Queen, Fortune, and Golden
Globe, pollen tube growth was arrested in the style (Fig. 3A)
and no pollen tubes reached the base of the style (Table 2).

Cross-pollinations displayed variable percentages of pistils
with pollen tubes growing through the pistil (Fig. 3B) and
reaching the base of the style (Table 2). Although some
pistils of ‘Black Diamond’ % ‘Fortune’, ‘Fortune’ x ‘Black
Diamond’, ‘Early Queen’ x *Ambra’, *Early Queen’ X “Angeleno’,
and ‘Golden Globe’ x *Angeleno’ crosses had pollen tubes
at the base of the style, pollen tubes did not reach the base
of the style in the pistils analyzed from the cross “Golden

at the chalazal end (*) (bar

I. Amer. Soc. Hort. Sa, 135(6):556 562. 2010,

198

Fig. 3. Pollen tube growth along the style and ovule development in pistils of japanese plum fowers (A) pollen
fube (arrow) arrested in the style in an incompatible cross (bar = 50 pm), (B) pollen tubes (arrows) advancing to
the base of the style ina compatible cross (bar = 50 um), (C) both ovles i

! i with callose L
100 pm), and (D) well-developed ovule (bar = 100 pm).

Table 2. Pollination treatment, p tage of pistils with pollen tubes
at the hase of the style, and S-genotype of different japanese plum-
type cultivars and crosses performed in laboratory conditions.

Pistils with pollen
tubes at the base

Cultivar/cross of the style (%) & genotype
Black Diamond SeSh
Self-pollination 0
» Fortune 59 SeSh x ShSe
Fortune ShSe
Self-pollination [i]
» Ambra ShSe x ShSo
% Black Diamond 50 ShSe % SeSh
Golden Globe ShSe
Self-pollination 0
»* Angeleno 91 ShSe x ScSh
» Fortune 0 ShSe x ShSe
Early Queen SeSh
Self-pollination 0
x Ambra 36 SeSh % ShSo
* Angeleno 27 SeSh x ScSh
559



Globe’ x “Fortune’. Thus, the four self-pollinated cultivars ap-
peared self-incompatible, and all the crosses except “Golden
Globe’ % "Fortune’ were cross-compatible.

S-RNase typing by PCR was used to identify the S-genotype
of the different cultivars used in the pollination experiments
(Table 2: Fig. 4). All the cultivars analyzed had the expected
S-RNase alleles (Guerra et al., 2009; Sapir et al., 2004) except
‘Golden Globe’ that had S-alleles different from those pre-
viously reported (Guerra et al,, 2009), The PCR analysis
confirmed the cross-compatibility of all the crosses except for
*Golden Globe™ % ‘Fortune’ that was cross-incompatible be-
cause both cultivars had the same S-genotype.

Ovure viaeiLity. To determine the causes resulting in the
different behavior of emasculated and non-emasculated flowers
of the same crosses, ovule development was analyzed under
the microscope in pistils from all the pollination treatments
performed in the field. Both ovules were degenerated (Fig. 3C)
in a variable percentage (22% to 100%) of the pistils analyzed
from crosses with emasculated flowers (Table 2). However,
most supplemental pollinated flowers from the same crosses
(90%% to 100%%) and all the self- and open-pollinated Alowers
had at least one well-developed ovuale (Fig. 3D; Table 1). Thus,
the number of flowers with both ovules degenerated were

Anexos

sterility and their implications for subsequent fruit set in emas-
culated flowers.

The percentage of fruit set in open-pollinated flowers was
representative of fruit set of japanese plum-type cultivars in
orchard conditions (M.E. Guerra, A. Wunsch, M. Lopez-Conales,
and J. Rodrigo, unpublished data). Supplementary pollination
increased fruit set in most crosses, and only self-pollinations and
one cross-incompatible crossing did not produce fruit. On the
other hand, flower emasculation had a variable effect on fruit
set in the crosses depending on the female parental cultivar.
Emasculation of flowers has been reported previously as the
cause of an increase in the percentage of fiuit set in different
Priumus species such as peach (P. persica) (Arbeloa and Herrero,
1991), sweet cherry (Theiler-Hedtrich, 1994), apricot (P. arme-
niaca) (Rodrigo and Herrero, 2002b; Rodrigo et al, 2009),
almond (Socias i Company et al., 2003), or interspecific crosses
(Arbeloa et al., 2006). This increase in fruit set in emasculated
flowers can be explained by the fact that flowers with anomalies
or underdeveloped pistils are usually taken away when older and
younger flowers are removed from the branches selected in the
experiments. Likewise, hand-pollination of the emasculated
flowers can improve the chances of flowers to set fruit, because
this ensuares the arriving of compatible pollen to the stigma of

ulated

significantly higher in emasculated than in non
flowers in ‘Black Diamond’ % ‘Fortune’ (N = 19, Yates’
¥ = 6.363, df = 1, P = 0.005), ‘Fortune’ % ‘Ambra’ (N = 18,
Yates' y* = 8508, df = 1, P = 0.001), *‘Fortune’ % ‘Black
Diamond’ (N =15, Yates’ * = 11.251, df = 1, P < (.001), and
‘Early Queen’ x *Ambra’ (N =21, Yates' x*=4.033, df = 1, P=
0.024). However, no significant association between flower
emasculation and ovule degeneration were reported in *Golden
Globe' % ‘Angeleno” (N = 17, Yates’ 3% = 2.508, df = 1, P =
0.082), ‘Golden Globe' X *Fortune’ (N = 19, Yates’ 3 = 0.685,
df =1, P = 0.211), and ‘Early Queen’ x ‘Angeleno’ (N =21,
Yates' ¥° = 1.859, df = 1, P =0.104).

Discussion

Flower emasculation caused premature ovule degeneration
and affected fruit set in the japanese plum-type cultivars anal-
yzed. The analysis of the different pollination treatments per-
formed in orchard conditions and the study of the compatibility
relationships among cultivars allowed dismissal of other factors
that could intervene in the reproductive process. Premature de-
generation of both ovules was identified as the cause of female

Orchard 1 Orchard 2 Orchard 3 Orchard 4

8§ B F F A B G An F E A An

2036 bp.»

1636 bp -+

1018 bp =

506 bp—+

Fig. 4. Polymerase chain reaction amplification of S-RNaye alleles of japanese
plum-type cultivars Black Diamond (B), Fortune (F), Early Queen (E), Ambra
(A), Angeleno (An), and Golden Globe (G) from the different orchards using
primers Pru C2-PCER. 85 = size standard,
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er lated flowers. However, the emasculation of flowers has
been also related to a significant reduction of fruit set in almond
(Kester et al., 1994), sweet cherry (Hedhly et al,, 2009), and
japanese plum-type cultivars (Okie and Hancock, 2008; Okie
and Weinberger, 1996).

The results of this work showed that emasculation of flowers
in japanese plum influenced fiuit set, causing an increase or
a reduction, even a lack, of fruit set depending on the cultivar,
Although flower emasculation resulted in an inerease of fruit
set in “Early Queen’, in the other cultivars, the fruit set was
drastically reduced (‘Golden Globe’) or even no fruit set was
achieved (*Black Diamond’ and ‘Fortune’). Furthermore, the
pattern of fruit drop was also different in ‘Early Queen’ in re-
lation to the other cultivars analyzed. Thus, the drop of emas-
culated flowers in “Early Queen’ followed the same pattem as
supplemental pollinated flowers, and fruit drop in both popula-
tions was not completed until 9 weeks after pollination. How-
ever, in the other cultivars, the drop of emasculated flowers was
complete in the 5 weeks after pollination, several weeks before
the establishment of the fruit set in the population of supple-
mental pollinated flowers,

The different behavior observed among the japanese plum-
type cultivars regarding both the effect of flower emasculation and
the pattem of drop could be related to the different origin of each
cultivar. Nowadays the term “japanese plum” does not come-
spond to a pure species, but it comprises a heterogeneous group of
diploid plums that were derived from the interspecific hybridiza-
tion of the original species, P. salicing, with other diploid plums
(2n = 10) such as P. americana, P. hortulana, F. munsoniana,
P. simonii, P. nigra, P. besseyi, P. angustifolia, and P. cerasifera
(Byrue, 1989; Faust and Suranyi, 1999; Okie, 2006).

Observations of pollen tube growth confirmed that ‘Black
Diamond’, ‘Early Queen’, ‘Fortune’, and ‘Golden Globe' are
self-incompatible, because no pollen tubes were observed at the
base of the style in self-pollinated flowers and no fruit were
obtained from self-pollinations in the field. All the crosses
analyzed were compatible except for "Golden Globe” X “For-
tune’ in which no pollen tubes were observed at the base of the
style. The percentages of pistils with pollen tubes at the base of
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the style in compatible crosses were lower than in other Primus
but representative of japanese plum-type cultivars in previous
studies (Guerra et al., 2009).

The identification of the S-alleles of the six cultivars
analyzed complemented the results obtained by pollination
treatments and pollen tube growth. Cross-compatibility results
correlated well with the percentages of fruit set obtained in each
cross performed in non-emasculated flowers and allowed dis-
missing cross-incompatibility as the cause of the lack of fruit
set in the crosses performed on emasculated flowers. Results
confirmed the §-RNase genotype of * Ambra’, ‘Angeleno’, ‘Black
Diamond’, ‘Early Queen’, and ‘Fortune’ (Guerra et al., 2009;
Sapir et al,, 2004). However, the S-RNase genotype of “Golden
Globe” reported here (ShSc) differed from that previously re-
ported (5bSf) (Guerra et al., 2009). Because this cultivar de-
scends from Laroda (SBSc) and Queen Ann (Sb5h) (Ramming,
1994), it seems plausible that the S-genotype of *Golden Globe®
is 8bSc. The existence of homonyms in this and other japanese
plum-type cultivars could explain situations of lack of fruit set
in orchards in which the apparent compatible pollenizers are
improperly named.

Results from both field and laboratory experiments indicated
that the four female cultivars were self-incompatible. However,
‘Black Diamond’ and “Early Queen” have the Se-haplotype that
has been correlated with self-compatibility in some japanese
plum cultivars (Beppu et al., 2005; Guerra et al., 2009). Further
fruit set and pollen tube growth experiments as well as molecular
analysis are needed to confinn that Se-allele is correlated with
self-compatibility in other cultivars.

The high proportion of emasculated flowers showing callose
in both ovules in which fertilization could not take place
correlated with the high reduction of fruit set in the affected
cultivars. Flowers of Prunus contain two ovules within a sin-
gle carpel, and fertilization of at least one ovule is required for
fruit set. Thus, one of the two ovules, the primary ovule, can be
fertilized and become a seed; the other, the secondary ovule,
usually aborts (Bradbury, 1929). The two ovales within each
flower are similar in size at anthesis. Although the primary ovule
continues growing in the days afier anthesis, the secondary ovule
arrests its growth and degenerates. Degeneration of the second-
ary ovale has been linked to the appearance of callose that starts
to accumulate at the chalazal end of the nucellus and then spreads
into the whole ovule, which then shows clear symptoms of
degeneration with a shrunken nucellus (Arbeloa and Herrero,
1991; Cerovic and Micic, 1999; Cerovie et al., 2000; Pimienta
and Polito, 1982; Rodrigo and Herrero, 1998; Stosser and
Anvari, 1982). Although the premature degeneration of one of
the two ovules is part of the normal developmental process
of Prunus flowers, the degeneration of both ovules in flowers
has been associated with female sterility in different Prunus
species and cultivars (Lillecrapp et al., 1999; Mert and Soylu,
2007). Likewise, ovule degeneration has been reported as the
cause of reduction of fruit set in emasculated flowers of some
cherry cultivars (Hedhly et al., 2009). Our results show that
ovule degeneration caused by emasculation can also reduce and
even prevent fruit set in some japanese plum cultivars.

Flower emasculation as the cause of ovule degeneration and
lack of fruit set was clear in three cultivars analyzed in this
worl. This may well be a general problem that eould explain
situations of lack of offspring in some crosses performed for
breeding purposes between different japanese plum-type culti-
vars with no apparent reasons for the lack of fruit set (Okie and
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Hancock, 2008; Okie and Weinberger, 1996). Alternatively,
crosses in those cultivars in which flower emasculation pre-
vents fiuit set could be performed by supplemental pollination
of non-emasculated flowers with pollen of the desired male
parent in caged branches or trees. For self-incompatible cul-
tivars used as female parents, all the offspring obtained would
be expected to descend from the male parent cultivar used as
the pollen source. However, for self-compatible cultivars, the
offspring would include individuals whose male parent could
be the cultivar used as the female parent or the cultivar used as
the supplemental pollenizer. In this case, the use of the self-
incompatibility locus (S-genotype ) as a genetic marker could be
useful to identify those offspring of the desived cross, because
it has been successfully used in Prunus to differentiate among
different pollen sources (Sebolt and lezzoni, 2009).

This study revealed a strong effect of emasculation on final
firuit set that was related to degeneration of both ovules, because
the crosses carried out by this technique can inerease, reduce,
and even prevent fruit set depending on cultivars. This in-
formation may be valuable to identify the causes for lack of
offspring in some crosses performed for breeding purposes.
Onee known, this situation could be solved through the use of
alternative methods to flower emasculation for crosses made on
sensitive female cultivars,
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Anexo 2. PROCEDENCIA DEL MATERIAL VEGETAL

Origen del material vegetal

Agroseguro S.A., Fincas comerciales cedidas
para la investigacién en Aragén y
Extremadura.

Centro de Investigacion y Tecnologia
Agroalimentaria de Aragén (CITA), Coleccion
de cultivares de ciruelo japonés. Zaragoza.

Centro de Técnicas Agrarias CTA del
Departamento de Agricultura y Alimentacion
del Gobierno de Aragén

Cooperativa de Regantes de Extremadura
(CREX), Fincas comerciales cedidas para la
investigacion en Extremadura.

Grupo ALM, Viveristas y productores.
Aragén.

Institut de Recerca i Tecnologia
Agroalimentaries (IRTA-Generalitat de
Catalunya), Coleccidn de cultivares de
ciruelo japonés en Lérida.

Ritucon, Consultoria Agronémica.
Universidad de Kyoto, Japon.
USDA-ARS-National Clonal Germplasm
Repository, Davis, California.

Viveros Atanasio Naranjo, S.A.

Viveros Provedo, S.A.

Cultivares

Black Gold, Black Splendor, Black Star,
Earliqueen, Golden Plum, Golden Plumza, Larry
Ann, Royal Diamond

Ambra, Angeleno, Blackamber, Black Beaut,
Black Diamond, Casselman, Eldorado, Fortune,
Freedom, Friar, Frontier, Golden Japan, Laroda,
Nubiana, Queen Rosa, Queen Ann, Red Beaut,
Santa Rosa, Simka, Songold

606, Golden Globe, Green Sun, Howard Sun,
Laetitia, TC Sun, Zanzi Sun

3442, 3458, 3485,3517,3527,3530, 3556,
3575, 3611, 3726, 3989, Autum Giant, Black
Late, Crimson Glo, Delbartazur, E137, E316,
E326, Gaia, Mitard, October Red, Pioneer, PR34,
PR9, Primetime, Royal Zee, SGPR3318,
SGPR2726, SGPR551, Showtime, Songria 10,
Songria 15

John W., Owen T

Hiromi Red, Joanna Red, October Sun, Ruby
Crunch, Saphire, Souvenir

Olinda, Showtime
Oishiwasesumomo, Sordum

Abundance, Burmosa, Formosa, Kelsey,
Mariposa, Ozarkpremier, Simon, Wickson

AU Amber, AU Road side, AU Rosa, Black Jewell,
Black Ruby, Byron Gold, Champion, Early Sun,
Freya, Morris, Rubirosa, Ruby Queen, Ruby
Sweet, Sparkly, Sweet August, Sybarite

26-bd-10, 30-an-7, 31-sg-6, Royal Garnet
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Anexo 3. DESCRIPCION DE CULTIVARES*

CULTIVAR

(Sinonimia)
Origen

Pais (Fecha)

Angeleno®
(Angelenex,
Suplumsix)
Queen Ann pol.
libre

Estados Unidos
(1967)

Autum Giant®

King David x
Roysun
Estados Unidos
(1986)

Blackamber

Friar x Queen
Rosa

Estados Unidos
(1980)

Black Beaut®

Red Beaut pol.
libre

Estados Unidos
(1975)

Black
Diamond®
(Diamex,
Suplumeleven)
Angeleno pol.
libre

Estados Unidos
(1982)

Black Gold®

(Suplumtwelve)
Angeleno pol.
libre

Estados Unidos
(1982)

* Informacioén incluida en: Guerra ME, Lopez Corrales M, Wiinsch A, Rodrigo J. (2009).

FLORACION

Epoca

Compatibilidad
Necesidades de
frio

Media

Autoincompatible

Altas

Media

Altas

Media

Autoincompatible

altas

Muy temprana

Altas

Media

Altas

Media

Altas

MADURACION

Epoca

Muy tardia

Muy tardia

Media

Temprana

Tardia

Media

CARACTERISTICAS DEL
FRUTO
Tamafio
(calibre) LS
Color piel Firmeza
Color pulpa  Postcosecha
Forma Adherencia
del hueso
Medio-grande Bueno

Negro-purpura

Amarillo-
ambar
Redondeada-
ovalada

Muy grande

Amarillo-chapa
roja

Amarillo
Redondeada

Grande

Negro
Amarillo crema
Ovalada

Medio-grande
Negro

Amarillo rojizo
Redondeada
Grande

Negro

Rojo
Redondeada

Medio
Negro

Rojo

Redondeada

Firme

Resistente a
transporte

Semilibre
Escaso

Firme

Resistente a
almacenaje

Bueno

Firme

Resistente a
almacenaje

Semilibre

Bueno
Firme

Semilibre
Muy bueno

Firme

Semilibre

Firme
Resistente a
almacenaje

Semilibre

Descripcion varietal y situacion del cultivo’. Revista de Fruticultura 1:1-8.

ARBOL

Productividad
Vigor

Porte

Buena

Medio

Erecto

Buena

Vigoroso

Erecto

Escasa
Medio

Erecto

Buena
Medio

Erecto

Muy buena
Medio

Erecto

Muy buena
Medio

Abierto

‘Ciruelo japonés:
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CULTIVAR

(Sinonimia)
Origen

Pais (Fecha)

Black Splendor

Black Amber pol.

libre
Estados Unidos
(1988)

Crimson Glo

(Laroda x Queen

Ann) x Friar
Estados Unidos
(2002)

Earliqueen

61EC540 pol.
libre

Estados Unidos
(1994)

Fortune

Laroda x (Q.Ann

x Late Santa
Rosa)

Estados Unidos
(1988)

Friar

Gaviota x
Nubiana
Estados Unidos
(1967)

Frontier

Mariposa x
Laroda
Estados Unidos
(1960)

Golden Globe®

Laroda x Queen
Ann

Estados Unidos
(1990)
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FLORACION

Epoca

Compatibilidad
Necesidades de
frio

Muy temprana

Autoincompatible

Temprana
Autoincompatible

Media
Autoincompatible

Media
Autoincompatible

Altas

Media

Altas

Media

Autoincompatible

Altas

Media
Autoincompatible

MADURACION

Epoca

Temprana

Temprana

Media

Temprana

Tardia

Tardia

Temprana

Tardia

CARACTERISTICAS DEL

FRUTO
Tamaiio
(calibre) SEL0
Color piel Firmeza
Color pulpa  Postcosecha
Forma Adherencia
del hueso
Medio-grande Bueno
Negro Firme
Rojo
Ovalada
Medio-grande
Negro
Rojo
Redondeada
Grande
Rojo oscuro Firme
Amarillo crema
Redondeada Adherente
Grande Bueno
Rojo Firme
Amarillo Re51stent? a
almacenaje
Redondeada Semilibre
Grande Bueno
Negro Firme
Amarillo Resistente a
transporte
Ovalada- .
redondeada Libre
Muy grande Bueno
Negro Muy firme
. Resistente a
Rojo
transporte
Ovalada- .
redondeada Libre
Grande Medio
Amarillo Firme
Amarillo
Redondeada  Adherente

ARBOL

Productividad
Vigor

Porte

Buena
Medio

Muy buena
Vigoroso

Erecto

Vigoroso

Erecto

Media
Medio

Erecto

Muy buena
Muy vigoroso

Abierto

Muy buena

Vigoroso

Abierto

Buena
Vigoroso

Semierecto



CULTIVAR

(Sinonimia)
Origen

Pais (Fecha)

Golden Japan
(Shiro)

P. simonii x P.
cerasifera x
P.munsoniana
Estados Unidos
(1889)

Hiromi Red®

20EB314 pol.
libre

Estados Unidos
(1997)

Howard Sun®

Desconocido

Estados Unidos
(1986)

Joanna Red®

46G731 pol. libre

Estados Unidos
(1998)

Laetitia®

Pol. libre de
Golden King/
desconocido

Sudafrica (1985)

Laroda

Gaviota x Santa
Rosa

Estados Unidos
(1954)

FLORACION

Epoca

Compatibilidad
Necesidades de
frio

Media

Autoincompatible

Altas

Media

Autoincompatible

Media

Autoincompatible

Altas

Media

Autoincompatible

Media

Autocompatible

Altas

Media

Autoincompatible

Alta

MADURACION

Epoca

Temprana

Media

Muy tardia

Tardia

Tardia

Media

CARACTERISTICAS DEL

FRUTO

Tamaiio
(calibre) SELDS
Color piel Firmeza
Color pulpa  Postcosecha
Forma Adherencia

del hueso
Medio Bueno
Amarillo Media

Poco
Amarillo resistente a

transporte
Redondeada Semilibre
Grande Bueno
Rojo Firme

Amarillo crema

Redondeada

Grande
Negro-purpura
Amarillo-
ambar

Redondeada

Medio-grande
Rojo

Amarillo crema
Redondeada

Medio-grande
Rojo

Naranja

Redondeada-
ovalada

Grande

Rojo oscuro

Naranja

Redondeada

Adherente

Bueno

Firme

Resistente

Bueno

Firme

Libre

Bueno

Firme

Resistente a
almacenaje

Semilibre

Bueno

Firme

Resistente a
transporte

Semilibre

ARBOL

Productividad
Vigor

Porte

Buena

Vigoroso

Abierto

Buena

Vigoroso

Erecto

Buena

Poco vigoroso

Medio

Buena
Alto

Erecto

Buena

Vigoroso

Semierecto

Media

Vigoroso

Erecto
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CULTIVAR

(Sinonimia)
Origen

Pais (Fecha)

Larry ann®

(Freedom)

Estados Unidos
(1980)

Nubiana

Gaviota x
Eldorado
Estados Unidos
(1954)

October Sun®

Desconocido

Estados Unidos
(1990)
Owen T.

(Friar x Queen
Rosa) pol. libre
Estados Unidos
(2002)

Pioneer®

Desconocido

Sudafrica (1995)

Primetime®

Challenger x
Showtime
Estados Unidos
(1993)

Queen Ann

Gaviota x
Eldorado

Estados Unidos
(1954)
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FLORACION

Epoca

Compatibilidad
Necesidades de
frio

Media

Autoincompatible

Media

Autocompatible

Altas

Media

Altas

Media
Autoincompatible

Media

Autoincompatible

Bajas

Media
Autocompatible

Media
Autoincompatible

Altas

MADURACION

Epoca

Muy tardia

Media

Muy tardia

Temprana

Temprana

Media

Tardia

CARACTERISTICAS DEL

FRUTO
Tamaiio
(calibre) SEL0
Color piel Firmeza
Color pulpa  Postcosecha
Forma Adherencia
del hueso
Grande Bueno
Rojo oscuro Firme
Amarillo Re51stent? a
almacenaje
Redondeada
Grande Escaso
Negro Muy firme
Amarillo Resistente a
transporte
Redondeada Semilibre
Medio-grande Bueno

Amarillo-chapa
roja
Amarillo

Redondeada-
ovalada

Grande
Negro

Amarillo crema

Ovalado
Medio-grande
Rojo

Amarillo crema

Redondeada
Grande
Rojo-puirpura

Amarillo rojizo

Cordiforme

Grande
Negro

Amarillo crema

Firme

Bueno

Media
Resistente a
almacenaje
Adherente

Escaso
Firme

Bueno
Firme
Resistente a
almacenaje y
transporte

ARBOL

Productividad
Vigor

Porte

Vigoroso

Muy erecto

Escasa
Medio

Erecto

Buena
Muy vigoroso

Medio

Buena
Medio

Erecto

Media
Medio

Abierto

Muy buena
Medio

Erecto



CULTIVAR

(Sinonimia)
Origen

Pais (Fecha)

Queen Rosa

Queen Ann x
Santa Rosa
Estados Unidos
(1972)

Red Beaut®
606

Eldorado x
Burmosa,
pol.libre
Estados Unidos
(1965)

Royal
Diamond®

Desconocido
Estados Unidos
(1989)

Royal Garnet®

Red Beaut pol.
libre

Estados Unidos
(1982)

Royal Zee

Royal beaut pol.
libre

Estados Unidos
(1985)

Ruby Crunch®

Desconocido

Estados Unidos
Santa Rosa

Semillas de P.
salicina
Estados Unidos
(1903 6 1907)

FLORACION

Epoca

Compatibilidad
Necesidades de
frio

Media
Autoincompatible

Altas

Muy temprana
Androestéril

Medias

Tardia

Altas

Muy temprana

Media

Medias

Media
Autoincompatible

Media
Autocompatible

Medias

MADURACION

Epoca

Media

Muy temprana

Muy tardia

Temprana

Muy temprana

Muy tardia

Temprana

CARACTERISTICAS DEL

FRUTO
Tamaiio
(calibre) SELDS
Color piel Firmeza
Color pulpa  Postcosecha
Forma Adherencia
del hueso
Muy grande Bueno
Rojo Muy firme
Amarillo Resistente a
transporte
Redondeada Semilibre
Medio Bueno
Rojo Firme
Amarillo Resistente a
transporte
Redondeada Libre
Grande
Negro Firme
Amarillo- Resistente a
ambar transporte
Redondeada- Semilibre
ovalada
Medio
Negro
Amarillo
Grande Medio
Rojo oscuro Firme
Amarillo Re51stent<.e a
almacenaje
Redondeada
Grande Medio
Rojo Firme
. Sensible a
Rojo -
cracking
Redondeada
Grande Bueno
Rojo Media
. .. Resistente a
Amarillo rojizo -
almacenaje
Redondeada  Adherente

ARBOL

Productividad
Vigor

Porte

Escasa
Muy vigoroso

Buena

Buena
Medio

Muy erecto

Buena
Medio

Erecto

Buena
Medio

Erecto

Muy vigoroso

Escasa

Erecto
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CULTIVAR

(Sinonimia)
Origen

Pais (Fecha)

Sapphire

Semillas de
Laroda
irradiadas

Sudafrica (1992)

Showtime

Santa Rosa pol.
libre

Estados Unidos
(1992)

Simka
(Sim-ka Rose)
Desconocido

Estados Unidos
(1959)

Songold

Golden King x
Wickson

Sudafrica (1970)

Souvenir®

Songold pol. libre

Sudafrica 1993
TC Sun®

FLORACION

Epoca

Compatibilidad
Necesidades de
frio

Media

Autoincompatible

Medias

Media

Autoincompatible

Altas

Media
Autocompatible

Altas

Media

Autoincompatible

Altas

Muy temprana

Autocompatible

Medias

Media

MADURACION

Epoca

Media

Temprana

Tardia

Tardia

Media

Tardia

CARACTERISTICAS DEL

FRUTO
Tamario
(calibre) SEL0
Color piel Firmeza
Color pulpa  Postcosecha
Forma Adherencia

del hueso

Muy grande Muy bueno

Negro-purpura

Amarillo crema

Redondeada
Grande
Rojo-purpura
Amarillo rojizo

Redondeada-
ovalada
Grande-muy
grande

Negro

Amarillo claro

Redondeada

Grande

Amarillo
verdoso
Amarillo-
ambar
Redondeada-
ovalada

Medio-grande
Rojo

Amarillo rojizo

Grande

Amarillo

Firme

Resistente a
almacenaje

Semilibre
Escaso

Firme

Libre

Escaso

Firme

Resistente a
almacenaje

Semilibre

Muy bueno

Firme

Resistente a
transporte

Adherente

Bueno

Firme

Resistente a
almacenaje

Muy bueno

Firme

Fuentes: Brooks y Olmo (1997, 1999, 2002, 2004); Bellini y Nencetti (1999);
(2001,2008); Lugli et al., (2007); Guerra et al., (2009) y elaboracién propia.
1Autoincompatible segin Brooks y Olmo (1997) y autocompatible segiin Ramming y Cociu

(1990) y esta tesis (Capitulos 2 y 3)
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ARBOL

Productividad
Vigor

Porte

Muy buena
Medio

Abierto

Escasa

Vigoroso

Erecto

Media

Buena

Vigoroso

Erecto

Muy buena

Vigoroso

Semiabierto

Muy buena
Medio
Medio

Liverani et al.,



Anexo 4. GRUPOS DE INCOMPATIBILIDAD DE CIRUELO JAPONES.

G.L Genotipo S Cultivares Referencias
I SaSh Burmosa Beppu et al.,, 2003; Este trabajo

SaSh Red Beaut Beppu et al., 2002; Este trabajo
SaSh Sordum Yamane et al., 1999; Este trabajo
SaSh 606 Este trabajo

I SbSc Black Beaut Este trabajo
SbhSc Blackamber Halasz et al., 2007; Este trabajo
SbSc Delbartazur Este trabajo
SbSc Early Sun Este trabajo
SbhSc Flavor Granade Halasz et al., 2007
SbSc Fortune Este trabajo
SbSc Golden Globe* Este trabajo
SbSc Golden Plum Este trabajo
SbSc Golden Plumza Este trabajo
SbSc Green sun* Este trabajo
SbSc Laroda Beppu et al., 2002; Este trabajo
SbSc Nubiana* Este trabajo
SbhSc October Sun Halasz et al., 2007; Este trabajo
ShSc Oishinakata Beppu et al., 2002
ShSc Super Giant Halasz et al., 2007
SbSc Taiyo Beppu et al., 2002
SbSc TC Sun Halasz et al., 2007; Este trabajo
SbSc Zanzi Sun Este trabajo
SbSc SGPR3318 Este trabajo
SbSc SGPR3726 Este trabajo
SbSc 3556 Este trabajo
SbSc 3726 Este trabajo

I SbSf AU Amber Este trabajo
SbSf AU Road side Este trabajo
SbSf Frontier Beppu et al.,, 2003; Este trabajo
SbSf Golden Globe* Este trabajo
SbSf Gran Colle Beppu etal., 2003
SbSf Verna Delicious Beppu etal.,, 2003

I\Y% SbSh Eldorado Este trabajo
SbSh Freedom Este trabajo
SbSh Friar* Este trabajo
ShSh Heibaoshi Zhangetal.,, 2007
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G.I Genotipo S Cultivares Referencias
IV (Cont.) SbSh Hiromi Red Este trabajo
SbSh Larry Ann Este trabajo
SbSh Nubiana* Este trabajo
ShSh Qiuji Zhang et al,, 2007
SbSh Quenn Ann Beppu et al.,, 2002; Este trabajo
SbSh Songria 10 Este trabajo
SbSh Yonemomo Beppu et al.,, 2002
SbSh E137 Este trabajo
SbSh E316 Este trabajo
SbSh PR34 Este trabajo
\' SbSi Bakemonosumomo Beppu et al, 2002
SbSi Kasahara Hatankyou Beppu etal., 2003
VI SfSh Abundance* Beppu et al.,, 2003
SfSh Black Ruby Este trabajo
SfSh Kelsey Paulista Beppu et al,, 2003
SfSh Kelsey* Beppu et al.,, 2003
SfSh Mariposa Este trabajo
SfSh Younai Zhanget al.,, 2007
VII ScSh Angelenex Este trabajo
ScSh Angeleno Sapir et al.,, 2004; Halasz et al., 2007; Este trabajo
ScSh Gaia Este trabajo
ScSh Green Sun* Halasz et al,, 2007
ScSh Nvgelei Zhanget al.,, 2007
ScSh Queen Rosa Beppu et al.,, 2003; Este trabajo
ScSh Royal Diamond Este trabajo
ScSh Ruby Crunch Este trabajo
ScSh Ruby Queen Este trabajo
ScSh Sweet August Este trabajo
ScSh 3485 Este trabajo
ScSh 30-an-71 Este trabajo
VIII SeSh Black Diamond Sapir et al., 2004; Este trabajo
SeSh Black Gold Este trabajo
SeSh Black Late Este trabajo
SeSh Diamex Este trabajo
SeSh Earliqueen Este trabajo
SeSh Extremagold Este trabajo
SeSh Huangjiazuanshi Zhang et al., 2007
SeSh John W. Este trabajo
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G.I

Genotipo S Cultivares

Referencias

VIII (Cont.) SeSh Laetitia Este trabajo
SeSh PR9 Este trabajo
SeSh Showtime Este trabajo
SeSh Souvenir Este trabajo
SeSh 3517 Este trabajo
SeSh 3530 Este trabajo
SeSh 3575 Este trabajo
SeSh 26-bd-10 Este trabajo
IX SfSg Golden Japan Este trabajo
SfSg Jinshali Zhanget al,, 2007
SfSg White Plum Beppu et al., 2002
X ShSk Friar* Halasz et al., 2007
ShSk Golden Plum Este trabajo
ShSk Howard sun Este trabajo
ShSk Redgold Zhanget al,, 2007
ShSk Songold Este trabajo
ShSk 3611 Este trabajo
ShSk 3989 Este trabajo
ShSk 31-sg-6 Este trabajo
XI ScSe AU Rosa Este trabajo
ScSe Autum Giant Este trabajo
ScSe Beauty Beppu et al.,, 2002
ScSe Black Splendor Este trabajo
ScSe Casselman Este trabajo
ScSe Champion Este trabajo
ScSe Late Santa Rosa Beppu et al., 2002
ScSe Meiguili Zhang et al., 2007
ScSe Royal Garnet Este trabajo
ScSe Royal Zee Sapir et al., 2004; Este trabajo
ScSe Rubirosa Este trabajo
ScSe Santa Rosa Beppu et al.,, 2002; Halasz et al., 2007; Este trabajo
ScSe Sweet Autum Halasz et al.,, 2007
ScSe Sybarite Este trabajo
ScSe 3527 Este trabajo
ScSe E326 Este trabajo
X1l SbSe Black Jewell Este trabajo
SbSe Flavor King Halasz et al., 2007
SbSe Freya Este trabajo
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G.I Genotipo S Cultivares Referencias
XII (Cont.) SbSe Pioneer Este trabajo
SbSe Saphire Este trabajo
SbSe Sparkly Este trabajo
SbSe SGPR551 Este trabajo
Xl SeSf Black Star Este trabajo
SeSf Morris Este trabajo
SeSf Primetime Este trabajo
X1V SaSc Crimson Glo Este trabajo
SaSc 87-91 Este trabajo
XV SgSh Bonnie Beppu etal.,, 2003
SgSh Ruby Sweet Este trabajo
SgSk Starkgold Beppu etal.,, 2003
SgSh 30-AN-7 Este trabajo
XVI SfSk Kelsey * Este trabajo
SfSk Weikeshum Zhang et al., 2007
SfSk Wickson Sapir et al., 2004; Este trabajo
XVl SbSo Ambra Este trabajo
SbSo Olinda Este trabajo
XVIII Sasf Ozarkpremier Zhang et al., 2007; Este trabajo
SaSf Terada Beppu et al,, 2002
XIX SbSd Formosa Beppu et al.,, 2003; Este trabajo
ShSd Furongli Zhangetal,, 2007
ShSd Gaixiandali Zhanget al.,, 2007
XX SbSk Harypickstone Beppu etal.,, 2003
SbSk 3442 Este trabajo
XXI1 SeSk Simka Beppu et al., 2003; Este trabajo
SeSk Simon Este trabajo
0 SaSk Abundance* Este trabajo
SaSm Botan Beppu etal., 2003
ShSr Byron Gold Este trabajo
SgSl Combination Beppu etal.,, 2003
SbSg Honey Rosa Beppu et al.,, 2003
S7Sf Huangpili Zhang et al., 2007
SrSs Joana Red Este trabajo
SbSI Lantz Beppu et al.,, 2003
SqSf Mitard Este trabajo
ShSp October Red Este trabajo
ScSd Oishiwasesumomo Beppu et al.,, 2002; Zhang et al., 2007; Este trabajo
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G.L Genotipo S Cultivares

Referencias

0 (Cont.) ScSo
SaSe
SaSh
ScSf
SaSn
SfSj
SeS10
Sh
Sf
Se

Red Heart

Rio

Songria 15
Summer Queen
Superior
Tecumseh
Xiangjiabli
Gaia

Shiro

3458

Este trabajo
Beppu et al.,, 2002
Este trabajo
Beppu et al,, 2003
Beppu et al.,, 2003
Beppu etal., 2003
Zhang et al., 2007
Este trabajo
Halasz et al., 2007

Este trabajo

* Cultivar descrito con distintos genotipos.
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Anexo 5. GRUPOS DE INCOMPATIBILIDAD DE CIRUELO JAPONES POR ORDEN
ALFABETICO DE CULTIVARES.

Cultivares G.I. GenotipoS Referencias
A Abundance* VI SfSh Beppu et al,, 2003
Abundance* 0 SaSk Este trabajo
Ambra XVII SbSo Este trabajo
Angelenex VII ScSh Este trabajo
Angeleno VII ScSh Sapir et al., 2004; Halasz et al., 2007; Este trabajo
AU Amber I SbSf Este trabajo
AU Road side 111 SbSf Este trabajo
AU Rosa XI ScSe Este trabajo
Autum Giant XI ScSe Este trabajo
B  Bakemonosumomo \'4 SbSi Beppu et al.,, 2002
Beauty XI ScSe Beppu et al.,, 2002
Black Beaut 11 SbSc Este trabajo
Black Diamond VIII SeSh Sapir et al., 2004; Este trabajo
Black Gold VIII SeSh Este trabajo
Black Jewell Xl SbSe Este trabajo
Black Late VIII SeSh Este trabajo
Black Ruby VI SfSh Este trabajo
Black Splendor XI ScSe Este trabajo
Black Star X1l SeSf Este trabajo
Blackamber 11 SbSc Halasz et al., 2007; Este trabajo
Bonnie XV SgSh Beppu etal., 2003
Botan 0 SaSm Beppu etal.,, 2003
Burmosa I SaSb Beppu et al.,, 2003; Este trabajo
Byron Gold 0 ShSr Este trabajo
C Casselman XI ScSe Este trabajo
Champion XI ScSe Este trabajo
Combination 0 SgS1 Beppu etal.,, 2003
Crimson Glo X1V SaSc Este trabajo
D Delbartazur 11 SbSc Este trabajo
Diamex VIII SeSh Este trabajo
E137 I\Y% SbSh Este trabajo
F E316 1\Y SbSh Este trabajo
E326 XI ScSe Este trabajo
Earliqueen VIII SeSh Este trabajo
Early Sun 11 SbSc Este trabajo
Eldorado I\Y% SbSh Este trabajo
Extremagold VIII SeSh Este trabajo
F  Flavor Granade I1 ShSc Halasz et al., 2007
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Cultivares G.I. GenotipoS Referencias

Flavor King XII ShSe Halasz et al., 2007
Formosa XIX SbSd Beppu et al.,, 2003; Este trabajo
Fortune 11 ShSc Este trabajo
Freedom v SbSh Este trabajo
Freya XII ShSe Este trabajo
Friar* v SbSh Este trabajo
Friar* X ShSk Halasz et al., 2007
Frontier 111 SbSf Beppu et al., 2003; Este trabajo
Furongli XIX SbSd Zhang et al., 2007
(G Gaia 0 Sh Este trabajo
Gaia VII ScSh Este trabajo
Gaixiandali XIX SbSd Zhanget al.,, 2007
Golden Globe* 11 SbSc Este trabajo
Golden Globe* 111 SbSf Este trabajo
Golden Japan IX SfSg Este trabajo
Golden Plum* 11 SbhSc Este trabajo
Golden Plum* X ShSk Este trabajo
Golden Plumza 11 SbSc Este trabajo
Gran Colle I SbSf Beppu et al.,, 2003
Green Sun* 11 SbSc Este trabajo
Green Sun* VII ScSh Halasz et al., 2007
H Harypickstone XX SbSk Beppu et al.,, 2003
Heibaoshi 1A% SbSh Zhanget al.,, 2007
Hiromi Red v SbSh Este trabajo
Honey Rosa 0 SbSg Beppu etal.,, 2003
Howard sun X ShSk Este trabajo
Huangjiazuanshi VIII SeSh Zhang et al., 2007
Huangpili 0 S7Sf Zhang et al., 2007
] Jinshali IX SfSg Zhang et al., 2007
Joana Red 0 SrSs Este trabajo
John W. VIII SeSh Este trabajo
K Kasahara Hatankyou \' SbSi Beppu et al.,, 2003
Kelsey Paulista VI SfSh Beppu et al.,, 2003
Kelsey* XVI SfSk Este trabajo
Kelsey* VI SfSh Beppu etal.,, 2003
|, Laetitia VIII SeSh Este trabajo
Lantz 0 SbSl Beppu et al.,, 2003
Laroda 11 SbSc Beppu et al.,, 2002; Este trabajo
Larry Ann v SbSh Este trabajo
Late Santa Rosa XI ScSe Beppu etal., 2002
M Mariposa VI SfSh Este trabajo
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Cultivares G.I. GenotipoS Referencias

Meiguili XI ScSe Zhang et al., 2007

Mitard 0 SqSf Este trabajo

Morris XIII SeSf Este trabajo

Nubiana* I SbSc Este trabajo

Nubiana* v SbSh Este trabajo

Nvgelei VII ScSh Zhang et al., 2007

October Red 0 ShSp Este trabajo

October Sun II SbSc Halasz et al., 2007; Este trabajo
Oishinakata I SbSc Beppu et al., 2002
Oishiwasesumomo 0 ScSd Beppu et al.,, 2002; Zhang et al., 2007; Este trabajo
Olinda XVII SbSo Este trabajo

Owen T v SbSh Este trabajo

Ozarkpremier XVIII SaSf Zhang et al., 2007; Este trabajo
Pioneer X1l SbSe Este trabajo

PR34 v SbSh Este trabajo

PR9 VIII SeSh Este trabajo

Primetime XIII SeSf Este trabajo

Qiuji I\Y% SbSh Zhang et al., 2007

Queen Rosa VII ScSh Beppu et al.,, 2003; Este trabajo
Quenn Ann v SbSh Beppu et al.,, 2002; Este trabajo
Red Beaut I SaSb Beppu et al., 2002; Este trabajo
Red Heart 0 ScSo Este trabajo

Redgold X ShSk Zhangetal., 2007

Rio 0 SaSe Beppu et al.,, 2002

Royal Diamond VII ScSh Este trabajo

Royal Garnet XI ScSe Este trabajo

Royal Zee X1 ScSe Sapir et al., 2004; Este trabajo
Rubirosa XI ScSe Este trabajo

Ruby Crunch VIl ScSh Este trabajo

Ruby Queen VII ScSh Este trabajo

Ruby Sweet XV SgSh Este trabajo

Santa Rosa X1 ScSe Beppu et al.,, 2002; Halasz et al., 2007; Este trabajo
Saphire X1 SbSe Este trabajo

SGPR3318 I SbSc Este trabajo

SGPR3726 11 SbSc Este trabajo

SGPR551 X1l SbSe Este trabajo

Shiro 0 Sf Halasz et al., 2007

Showtime VIII SeSh Este trabajo

Simka XXI SeSk Beppu et al., 2003; Este trabajo
Simon XX1 SeSk Este trabajo
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Cultivares G.I. GenotipoS Referencias

Songold X ShSk Este trabajo

Songria 10 v SbSh Este trabajo

Songria 15 0 SaSh Este trabajo

Sordum I SaSh Yamane et al.,, 1999; Este trabajo

Souvenir VIII SeSh Este trabajo

Sparkly X1l SbSe Este trabajo

Starkgold XV SgSk Beppu et al.,, 2003

Summer Queen 0 ScSf Beppu et al.,, 2003

Super Giant 11 ShSc Halasz et al., 2007

Superior 0 SaSn Beppu etal., 2003

Sweet August VIl ScSh Este trabajo

Sweet Autum XI ScSe Halasz et al., 2007

Sybarite XI ScSe Este trabajo
T Taiyo II SbSc Beppu et al,, 2002

TC Sun 11 SbhSc Halasz et al., 2007; Este trabajo

Tecumseh 0 SfSj Beppu etal., 2003

Terada XVIII SaSf Beppu et al.,, 2002
V  Verna Delicious 111 SbSf Beppu etal., 2003
W Weikeshum XVI SfSk Zhang et al., 2007

White Plum IX SfSg Beppu et al., 2002

Wickson XVI SfSk Sapir et al., 2004; Este trabajo
X Xiangjiabli 0 SeS10 Zhang et al,, 2007
Y  Yonemomo Y ShSh Beppu et al., 2002

Younai VI SfSh Zhanget al.,, 2007
7. Zanzi Sun 11 SbSc Este trabajo

26-bd-10 VIII SeSh Este trabajo

30-AN-7 XV SgSh Este trabajo

30-an-71 VII ScSh Este trabajo

31-sg-6 X ShSk Este trabajo

3442 XX SbSk Este trabajo

3458 0 Se Este trabajo

3485 VII ScSh Este trabajo

3517 VIII SeSh Este trabajo

3527 XI ScSe Este trabajo

3530 VIII SeSh Este trabajo

3556 11 SbSc Este trabajo

3575 VIII SeSh Este trabajo

3611 X ShSk Este trabajo

3726 11 SbhSc Este trabajo

3989 X ShSk Este trabajo
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Cultivares G.I. GenotipoS Referencias
606 I SaSb Este trabajo
87-91 X1V SaSc Este trabajo

* Cultivar descrito con distintos genotipos.
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Anexo 6. PORCENTAJE DE PISTILOS CON TUBOS POLINICOS EN LA BASE DEL
ESTILO EN AUTOPOLINIZACIONES Y CRUCES ENTRE CULTIVARES DE CIRUELO
JAPONES REALIZADOS EN LABORATORIO.
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