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Introduccio

La androesterilidad o esterilidad citoplasmatica masculina (CMS), es la incapacidad de
producir polen fértil y se considera una herramienta muy Uutil para la obtencion de
hibridos en cebolla. Existen dos tipos de CMS en funcién del control genético de la
restauracion de la fertilidad: la CMS-S, donde la restauracion de la fertilidad es
controlada por un Unico locus, denominado Ms, y la CMS-T, donde la restauracion
puede estar controlada por tres loci independientes, siendo esta Gltima, no deseada por
los mejoradores dada la complejidad del control genético. Los factores inductores de la
CMS se encuentran en el genoma mitocondrial y como resultado de la interaccion
mitotipo/genotipo se pueden encontrar las lineas androestériles (CMS-S/msms; CMS-
T/-) y las lineas mantenedoras (N/msms). La utilizacién de marcadores moleculares
estrechamente ligados tanto al mitotipo como al gen Ms, facilita la identificacion de las
lineas, androestéril y mantenedora, necesarias para una obtencion adecuada de
hibridos.

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar el comportamiento de los marcadores
disponibles asociados al mitotipo y al locus Ms en lineas de cebolla androestériles y
mantenedoras conservadas en el Banco de Germoplasma de Horticolas de Zaragoza
(BGHZ) y, por tanto, su utilidad en programas de mejora.

Material y métodos

Se han utilizado: i) seis plantas de la linea androestéril BGHZ-4552 (S/msms); ii) seis
plantas de la linea mantenedora BGHZ-4553 (N/msms); iii) una entrada de la variedad
cebolla Fuentes de Ebro (FE) con fenotipo androestéril identificada en campo y
verificada mediante tincién vital del polen con FDA (Fluoresceina di acetato) (S/msms e &)
0 T/--); iv) cuatro plantas de la linea androestéril PF (S/msms) y cuatro de otra fértil "k 6-? 8. A %
PM (N/--), ambas procedentes de la parcela de un agricultor que produce semilla UMBELA CON FLORES ANDROESTERILES | ‘
hibrida a escala comercial. - ;
Para la identificacion del mitotipo se utilizd el marcador MK (im et al 2009), y para el
locus Ms, los marcadores: OPT, PsaO (Bang etal., 2011), DNF-566, RNS-357 (vang et al., 2013)
y JnurfO5 (park et al., 2013). Las condiciones de las reacciones de amplificacion que se
utilizaron fueron las descritas para cada marcador por los distintos autores.

Resultados y discusion

Para el marcador MK asociado al mitotipo, los resultados obtenidos fueron los
esperados segun el fenotipo de las lineas en todas las muestras analizadas. Las lineas
BGHZ4552 y PF presentaron el fragmento amplificado asociado al sistema CMS-S,
mientras que en la linea FE se amplifico el fragmento correspondiente al sistema CMS-
T (Fig la). Para la linea mantenedora BGHZ4553 y la fértil PM se amplifico el
fragmento correspondiente al mitotipo N (Fig 1b), en concordancia al fenotipo esperado.
Respecto a los marcadores asociados al locus Ms, el Gnico que identifico correctamente
el genotipo de todas las lineas de acuerdo al fenotipo esperado fue el marcador jnurf05,
identificando como homocigotas recesivas (msms) las lineas BGHZ4452, BGHZ4553 y
PF y como homocigota dominante (MsMs) la linea PM. Respecto al resto de marcadores
utilizados: OPT identificé incorrectamente la linea BGHZ4452, obteniendo el estado
alélico MsMs en vez del esperado msms; PsaO identificd incorrectamente las lineas
BGHZ-4552 y BGHZ-4553; y los marcadores DNF-566 y RNS-357, no solo
identificaron incorrectamente la linea PF, sino que la amplificacion de las lineas BGHZ-
4452 y BGHZ-4453 no fue la esperada, siendo necesaria una optimizacion de la
reaccion.

A la vista de los resultados, para el material vegetal utilizado en este trabajo, sélo los
marcadores MK y jnurf05 utilizados conjuntamente identificaron correctamente el
genotipo de las lineas de acuerdo a su caracter androesteéril.
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Tabla 1. Anlisis de 5 marcadores moleculares asociados a la androesterilidad en cebolla utilizando cinco lineas fenotipadas de A. cepa L.

Fenotipo Entrada Procedencia Marcador

androestéril 4552 BGHZ CMS-S  Msms (fértil) nd MsMs (fértil) msms (estéril)

androestéril FE CITA CMS-T - - - - p—

androestéril PF agricultor CMS-S msms (estéril)  MsMs(fértil) msms (estéril) msms (estéril) -

mantenedora 4553 BGHZ N Msms (fértil) nd MsMs (fértil) msms (manten) Figura 1: Productos de amplificacién con el marcador MK asociados al mitotipo;
- . - - - - a) las amplificaciones del 1 al 6 corresponde a seis repeticiones de la linea FEE; b)
fertil M agricultor N Msms (fertil MsMs(fértil msms (férti) MsMs (fértil) la amplificaciones del 1 al 6 corresponden a la linea mantenedora BGHZ-4553

nd: no identificada por amplificacién inespecifica
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