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RESUMEN

El almendro (Prunus amygdalus Batsch), salvo unas pocas excepciones, es una especie alégama y requiere la
polinizacion cruzada para producir semillas. Las condiciones ambientales adversas durante la polinizacién dificultan el
intercambio de polen en las plantaciones bivarietales vy, junto con la incidencia de las heladas primaverales, son las
causantes de las oscilaciones en la produccion de almendra que se registran de afio en afio. Estas fluctuaciones en la
produccion pueden ser amortiguadas con el uso de variedades autégamas de floracion tardia adaptadas a las distintas
zonas de cultivo, explotadas en un sistema de cultivo intensivo con los mismos cuidados que cualquier otro arbol frutal.

La base genética del almendro se ha ido reduciendo poco a poco, primero con la seleccion empirica y la
propagacién clonal de las variedades y, mas tarde con la utilizacion de un nimero reducido de genotipos como
parentales en los programas de mejora. Fruto de esta reduccion ha sido la aparicion de sintomas de consanguinidad en
descendencias procedentes de retrocruzamientos, cruzamientos entre hermanos completos, cruzamientos de medios
hermanos, asi como en descendencias procedentes de autopolinizaciones de variedades autocompatibles.

En este trabajo se ha comprobado que la diferente expresion y transmision de la autocompatibilidad desde
"Tuono' a sus descendencias obtenidas en los cruzamientos con 'Ferragnés' y 'Ferralise', en los dos sentidos posibles de
cruzamiento, se deben a la consanguinidad presente en la variedad 'Ferralise', ya que procede del cruzamiento entre
dos hermanas completas, 'Ferraduel' y 'Ferragnes'.

Mediante el estudio del crecimiento de los tubos polinicos tras la autopolinizacion en laboratorio de los
individuos pertenecientes a estas familias, se observd que la consanguinidad que transmite 'Ferralise’ a su
descendencia afecta negativamente a la proporcion de pistilos con tubos polinicos en su base y al nimero de tubos en
la base, en comparacion con la calidad de la autocompatibilidad observada en los descendientes de 'Ferragnés'.

Esta consanguinidad se expresa en algunos descendientes genéticamente autocompatibles de 'Ferralise'
como la incapacidad de los tubos polinicos propios de llegar con normalidad a la base del estilo, siendo la interaccion
polen-estilo la causante de la carencia de vigor en estos tubos polinicos, que se traduce en una velocidad menor de su
crecimiento e incluso su parada en el ultimo cuarto del estilo, mientras que el comportamiento del polen y de los pistilos
de estos individuos en otro tipo de polinizaciones es completamente normal.

Gracias a las nuevas técnicas moleculares que permiten conocer precozmente el genotipo de las
descendencias segregantes cuando se dispone de las primeras flores o hojas, fue posible establecer los genotipos en el
locus S de los individuos que componen las familias en estudio. El estudio genético permitié sefialar la consanguinidad
presente en 'Ferralise’ como la causa presumible de la desviacion de las frecuencias genétipicas del locus S en la
descendencia 'Tuono' x 'Ferralise’, en la que la presencia de individuos autoincompatibles es mayoritaria, quizas debido
a la expresion de genes letales ligados con el alelo Sfy que obligarian de forma mayoritaria a la descendencia a una
fecundacion procedente de una polinizacion cruzada, como mecanismo para ampliar la heterocigosis y producir
descendencias vigorosas.

Al igual que en ofras descendencias de Tuono' que presentaban consanguinidad, los cuajados obtenidos en
individuos autocompatibles procedentes de las familias en estudio fueron muy erraticos. Se comprobé que los cuajados
eran independientes de la morfologia floral pero que sufrian de una gran influencia ambiental.

A pesar de todos estos inconvenientes, algunos descendientes de estas familias muestran interés para seguir
su evaluacién con el fin de obtener variedades autocompatibles de almendro, sobre todo los descendientes de
'Ferragnes'. En algunos de estos individuos se ha observado que la eficiencia en el crecimiento de los tubos polinicos
propios fue similar a la de un polen extrafio o a la del polen de sus antepasados, confirmando que en estos individuos
no existe una interaccion negativa entre el estilo y un polen genéticamente relacionado que afecte al vigor de
crecimiento de los tubos polinicos, como se habia observado en individuos con presencia de consanguinidad.

La substitucion de "Tuono' como fuente de transmision de la autocompatibilidad, tanto por algiin descendiente
suyo selecto como por ofra variedad comercial autocompatible, con el fin de obtener nuevo material vegetal
autocompatible, de floracién tardia y con pepitas de elevado valor comercial, permitira ampliar la base genética del
material autocompatible dentro de los programas de mejora, asi como eliminar los caracteres negativos que transmite
"Tuono' a la descendencia.
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SUMMARY

The effect of inbreeding on the expression and the transmission of self-compatibility in almond
(Prunus amygdalus Batsch)

Almond (Prunus amygdalus Batsch), with a few exceptions, is an allogamous species, thus requiring cross-
pollination to produce seeds. The adverse weather conditions at blooming time make pollen exchange in bivarietal
orchards difficult and, jointly with the incidence of late frosts, are responsible for the fluctuation of almond production from
year to year. These production oscillations may be diminished by the utilization of late-blooming and autogamous
varieties adapted to the different growing regions and managed according to an intensive production system like any
other fruit crop.

The almond genetic pool has been gradually reduced, first with the empirical selection and clonal propagation
of varieties and, later on, with the utilization of a reduced number of genotypes as parents in the breeding programmes.
As a consequence, inbreeding symptoms have appeared in the offspring coming from backcrosses, from crosses of full
sibs, from crosses of half sibs and from selfing of self-compatible varieties.

In this work, the different expression and transmission of self-compatibility from Tuono' to its offspring when
crossed with 'Ferragnes' and 'Ferralise’, in the two ways of the cross, have been shown to be due to the inbreeding
present in 'Ferralise', as it comes from the cross of two full sibs, 'Ferraduel and 'Ferragnés'.

The observation of the pollen tube growth after selfing in laboratory conditions has shown that the inbreeding
transmitted by 'Ferralise' to its offspring negatively affects the proportion of pistils with pollen tube at their base and the
number of pollen tubes at the pistil base in comparison with the level of self-compatibility observed in the offspring of
'Ferragnes'.

Inbreeding is expressed in some genetic self-compatible seedlings of 'Ferralise’ like the inability of their own
pollen tubes to reach the style base, being the pollen-style interaction the reason for this low pollen tube vigour as proven
by a slower growth rate and even the halt in the last style quarter, whereas the behaviour of the pollen and the pistils of
these seedlings is fully normal in unrelated pollinations.

Thanks to the new molecular techniques that allow the genotype of the segregant offspring when producing the
first flowers or leaves to be determined at an early stage, it was possible to establish the locus S genotypes of the
seedlings of these families. The genetic study identified the inbreeding present in 'Ferralise' as the probable reason for
the deviation from the genotypic frequencies in the family 'Tuono' x 'Ferralise’, where most seedlings are self-
incompatible, probably as a consequence of the expression of lethal genes linked to the Sf allele which would oblige
cross-breeding in the offspring as a mechanism of increasing heterozygosity and producing vigorous offspring.

As other offspring from 'Tuono' showing inbreeding, fruit sets obtained in self-compatible seedlings from the
studied families were very erratic. Fruit sets were independent of the floral morphology but suffer from a great
environmental influence.

In spite of these shortfalls, some seedlings show promise for further evaluation in the search for new self-
compatible almond varieties, mainly in the seedlings from 'Ferragnés'. Some of these plants have shown the growth of
their own pollen tubes as efficient as that of a foreign pollen or of the pollen of their ancestors, confirming that in these
plants there is no negative interaction between the style and a genetically related pollen affecting the growth vigour of
pollen tubes, as observed in seedlings with inbreeding.

The substitution of "Tuono' as a source for self-compatibility, either by some seedling derived from it or by
another self-compatible commercial variety, with the aim of obtaining new self-compatible clones, late blooming and with
kernels of high commercial value, would widen the genetic pool of self-compatible material for the breeding programmes,
and would obviate the negative traits transmitted from 'Tuono' to its offspring.
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RESum

Efecte de la consanguinitat en I'expressio i la transmissié de I'autocompatibilitat a I'ametller (Prunus
amygdalus Batsch)

L'ametller (Prunus amygdalus Batsch), amb unes poques excepcions, es una espeécie al.logama, pel que
exigeix d'una pol.linitzacié encreuada per a produir les ametlles. Les condiciones atmosfériques adverses al moment de
la floracié dificulten lintercanvi de pol.len a les plantacions bivarietals i, junt amb la incidencia de les gelades tardanes,
son responsables de l'oscil.lacid de la produccié d'ametlla d'any en any. Aquestes fluctuacions de la produccié poden
disminuir-se amb la plantaci6 de varietats autdgames i de floracié tardana, adaptades a les diferents zones de produccié
i conreades d'acord amb un sistema intensiu de produccié com qualsevol altre arbre fruiter.

La base genética de I'ametller s'ha reduit a poc a poc, primer amb la seleccié empirica del material i la
propagacié clonal de les varietats i més envant amb la utilitzacié d'un nombre reduit de genotips com a parentals en els
programes de millora. D'aixd se'n deriva l'aparicio de simptomes de consanguinitat en les descendéncies de retro-
encreuaments, d'encreuaments de germans sencers o de mig germans, i de l'autopol.linitzacié de varietats
autocompatibles.

En aquest treball s'ha mostrat que I'expressi6 i la transmissié diferencial de I'autocompatibilitat des de 'Tuono'
a la seva descendéncia per encreuament amb 'Ferragnés' i 'Ferralise’, en els dos sentits de I'encreuament, depenen de
la consanguinitat present a 'Ferralise', ja que prové de I'encreuament de dos germans sencers, 'Ferraduel' i 'Ferragnes'.

L'observacié del creixement dels tubs pol.linics després de I'autopol.linitzacié al laboratori ha mostrat que la
consanguinitat transmesa per 'Ferralise' a la seva descendéncia afecta negativament a la proporcié de pistils amb tubs
pol.linics a llur base i el nombre de tubs pol.linics a la base del pistil en comparacié amb el nivell d'autocompatibilitat que
es va determinar a la descendencia de 'Ferragnes'.

L'autocompatibilidad s'expressa en diversos plangons genéticament autocompatibles provinents de 'Ferralise'
per la incapacitat del tubs del propi pol.len d'abastar la base de I'estil. La interaccio pol.len-estil és la rad d'aquest vigor
reduit dels tubs pol.linics, com es comprova per llur velocitat de creixement més baixa i fins i tot per llur aturada al quart
inferior de I'estil, mentre que el comportament del pol.len i dels pistils d'aquests plangons és totalment normal en les
pol.linitzacions sense parentesc.

Gracies a les noves técniques moleculars que permeten de congixer precogment el genotip dels individus de
families segregants en produir les primeres flors o fulles, fou possible d'establir els genotips S dels plangons d'aquestes
families. L'estudi genétic va permetre d'assenyalar la consanguinitat present a 'Ferralise' com a la probable ra6 de la
desviacio de les freqliéncies genotipiques a la familia "Tuono' x 'Ferralise', en la qual la majoria de plangons sén
autoincompatibles, probablement com a conseqiiéncia de I'expressié de gens letals lligats a I'al.lel Sf que forgarien cap a
una pol.linitzacié encreuada en aquesta descendéncia com a mecanisme d'augmentar I'heterozigosi i de produir una
descendéncia vigorosa.

Com en d'altres descendéncies de "Tuono' que mostren consanguinitat, els quallats de fruit obtinguts en els
plangons autocompatibles de les families estudiades va resultar molt erratic. Els quallats foren independents de la
morfologia floral, pero patiren molt de la influéncia ambiental.

Malgrat aquests defectes, hi ha plangons que mostren un gran interés per a la seva futura evaluacié amb el fi
d'obtenir noves varietats d'ametller autocompatibles, especialment entre els descendents de 'Ferragnes'. Qualcun
d'aquests individus mostra un creixement dels seus propis tubs pol.linics tan eficient com el d'un pol.len estrany o el del
pol.len dels seus avantpassats, el que confirma que en aquests plangons no hi ha cap interaccid negativa entre I'estil i
un pol.len genéticament emparentat que pugui afectar el vigor de creixenga dels tubs pol.linics, com s'havia observat en
els plangons amb consanguinitat.

La substitucié de "Tuono' com a donant de I'autocompatibilitat, tant per qualque plangd que en derivi com per
una altra varietat comercial autocompatible, amb [l'objectiu d'obtenir noves seleccions autocompatibles, de floracio
tardana i amb ametlles d'alt valor comercial, permet d'ampliar la base genética del material autocompatible en els
programes de millora i al mateix temps d'obviar les caracteristiques negatives transmeses per Tuono' a la seva
descendéncia.
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Introduccién general

1. INTRODUCCION GENERAL

La produccion espafiola de almendra supone aproximadamente el 15% de la mundial. La
produccién de almendra oscila considerablemente afio a afio, condicionada principalemente por las
adversidades ambientales durante la polinizacion y la incidencia de las heladas primaverales.
Espafia es el pais con mayor superficie dedicada al almendro, aunque una alta proporcién de la
misma, se encuentra en terrenos marginales, sin dedicacion cultural ni orientacién industrial. Las
ayudas de la Union Europea a las Organizaciones de Productores de Frutos Secos durante los
Ultimos afios han permitido organizar el sector y mejorar la productividad de las plantaciones, asi
como la difusién de las nuevas obtenciones de los programas de mejora espafioles, destacando la
variedad autocompatible 'Guara', que ocupa mas del 50% de las nuevas plantaciones. A pesar de
ello, la mayor parte de la produccion se basa todavia en plantaciones tradicionales en secano, con
pocas posibilidades de mantener su rentabilidad. Sin embargo, el uso de variedades autégamas,
adaptadas a las distintas zonas de cultivo, plantadas con un disefio que permita la maxima
mecanizacion, y cultivadas con los mismos cuidados que cualquier otro arbol frutal, permiten
considerar el almendro un cultivo con muchas posibilidades. La realizacién de esta tesis, se
enmarca en los primeros pasos de la seleccion del material vegetal autocompatible, dentro del
Programa de Mejora Genética del Almendro desarrollado en el CITA de Aragén (Zaragoza), mas

concretamente en el estudio de la transmision de la autocompatibilidad a la descendencia.

1.1 DESCRIPCION DEL ALMENDRO

1.1.1 CARACTERISTICAS BOTANICAS

El almendro es una especie cultivada compuesta principalmente por arboles alégamos, de
hasta 12 metros de altura. Tanto el tronco como las ramas del almedro tienen una corteza lisa, de
color marron o grisaceo durante los primeros afios. Con la edad y el crecimiento en grosor, la
corteza se agrieta y se oscurece. En el ramo del afio, se distribuyen las hojas, dispuestas en espiral,
guardando unas distancias llamadas entrenudos. En la axila o base de cada hoja se encuentran las
yemas laterales, vegetativas y florales. Las yemas de flor aparecen normalmente en las posiciones
de las yemas estipulares. En cada nudo puede haber un nimero variable de botones florales, entre
uno y tres. En el caso de que se encuentren mas de tres botones en un nudo es porque se ha
producido un pequefio crecimiento que ha dado lugar a un ramillete de mayo. Las hojas son
simples, de tipo lanceolado, de 6-15 cm de longitud y de 2-3 ¢cm de anchura, y normalmente

presentan un dentado aserrado muy fino. La flor del almendro es hermafrodita unicarpelar y
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generalmente se presentan solitarias. El caliz es caduco, con cinco lébulos y con prefloracion
imbricada. La corola estd compuesta por cinco pétalos que pueden ser blancos o rosados,
existiendo una variabilidad continua en sus dimensiones y coloracion. El nimero de estambres
puede ser de 15 o superior, insertos en el tAlamo cupular, con filamentos filiformes y libres. Las
anteras son bitecas de dehiscencia longitudinal. El ovario es supero, unilocular y con dos 6vulos,
cuya viabilidad depende de las variedades y de las condiciones, dando lugar a pepitas sencillas o
dobles. El estilo, de longitud variable, puede presentar una curvatura en la parte superior, que
normalmente se endereza a las pocas horas de abrirse la flor. El estigma se encuentra en el
extremo del estilo, formando una especie de expansién o almohadilla de superficie irregular que
produce en la antesis una secrecién pegajosa que favorece la adhesion del polen y proporciona un
medio favorable para su germinacién. El fruto, es una drupa especial, ya que no experimenta la fase
de engrosamiento del mesocarpio, sino que en el momento de la madurez se seca y cae, dejando
libre el endocarpio lefioso, que constituye la cascara. La dureza, forma y aspecto de la cascara son
caracteristicas de cada variedad, y su observacion y descripcion ayuda a definirlas y diferenciarlas.
El fruto completo tiene un peso que puede variar entre 8 y 20 g. En el interior del endocarpio se
encuentra la semilla, parte comercial del cultivo, que contiene el embrién recubierto por los
tegumentos. El peso de la pepita oscila normalemente entre 0,6 y 1,5 g, aunque algunas variedades

pueden superar ligeramamente los 2 gramos.

1.1.2 TAXONOMIA DEL ALMENDRO

Esta especie tiene un numero basico de cromosomas (n) de 8, mientras que el somatico
(2n) es de 16 (DARLINGTON, 1930). A lo largo de la historia, el almendro ha sido denominado de
numerosas formas, muchas veces con un criterio subjetivo del autor, prevaleciendo sobre criterios
objetivos de la especie vegetal. Ello ha conducido al estado actual, en el que existen diversos
sinénimos, que pueden crear confusiones. De esta manera, la primera denominacién del almendro
la realizd LINNAEUS (1735) como Amygdalus communis L. Muchos botanicos, como SPACH (1843),
VaviLov (1930), Jukovski (1950), RIKHTER (1969), BRowicz (1969, 1972), SERAFIMOV (1971) y
GRASSELLY (1976,a y b) siguieron considerando a Amygdalus como género, y denominaron al
almendro con la denominacién linneana de Amygdalus communis L.. MILLER (WEBB, 1967) fue el
primero que incluyé al almendro en el género Prunus en 1768, designando al almendro como
Prunus dulcis, aunque cre6 la confusién en relacion con el almendro amargo, que difiere del dulce
en un Unico alelo. La especie fue llamada mas tarde Prunus amygdalus por BATSCH (1801).
ARCHANGELI (1882) fue el ultimo en denominar de forma distinta al almendro, como Prunus
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communis. SCHNEIDER (1904) y REHDER (1947) definieron Prunus amygdalus Batsch como el mejor
nombre cientifico para el almendro, y con el cual se ha referido, durante muchos afios, la literatura
internacional de caracter botanico y horticola. La controversia de la denominacién cientifica del
almendro se intentd zanjar en el Congreso Internacional de Botanica de 1964, donde el Comité
General de Nomenclatura Botanica propuso Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb para el almendro dulce
cultivado (PUNT, 1964), aceptando Prunus amygdalus Batsch (1801) y Prunus communis (L.)
Archang. 1882, como sinénimos. Pese a ello, unos afios después, en los “Resumenes de
Bibliografia del Género Prunus” de la Agencia de Agricultura de la Commomwealth de 1965 se
seguia denominando al almendro como Prunus amygdalus Batsch (KNIGHT, 1969). Recientemente,
BrRowiCz Y ZOHARY (1996) propusieron una clasificacion de las especies relacionadas con el
almendro, fundada sobre la consideracion de Amygdalus como género, al igual que LINNEAUS, en
vez de Prunus, mantenida por la mayor parte de las publicaciones botanicas, asignado al almendro
cultivado la denominacion Amygdalus communis L., fomentando de esta manera la posible
confusién. Esta denominacion también ha sido adoptada por LADIZINSKY (1999). El Ultimo trabajo de
clasificacion taxonomica de las especies de almendro (Socias | COMPANY, 1998), define al almendro
como perteneciente a la Familia Rosaceae, Género Prunus L. (1735), Subgénero Amygdalus (L.)
Focke, Serie Icosandrae Spach (1843), Seccion Euamygdalus Spach (1843), Grupo Amygdalus,
Nombre P. amygdalus Batsch (1801) siendo sinénimos Amygdalus communis L., Amygdalus dulcis
Mill., Prunus communis (L.) Archang., Prunus dulcis (Mill.) D. A. Webb.

1.1.3.0ORIGEN, EVOLUCION Y EXPANSION DEL ALMENDRO

El almendro, al igual que algunos otros frutales de hueso, como el melocotonero, el
albaricoquero y varios ciruelos, tiene su centro de origen en las regiones montafiosas de Asia
Central, en una zona extendida entre el Norte de Iran, Afganistan, Oeste de Pakistan y Tadjikistan
(GRASSELLY, 1976; LADIZINSKY, 1999).

Numerosos botanicos rusos expusieron distintas teorias sobre la evolucion de las especies
frutales, a partir del estudio de sus antepasados silvestres en toda la meseta central de Asia
(GRASSELLY Y CROSSA-RAYNAUD, 1984). Actualmente existen discrepancias acerca de si el almendro
apareci¢ de forma espontanea o si es fruto de cruzamientos ocurridos en la zona de origen entre
distintas especies silvestres y que se pueden considerar como sus especies originarias. Las
especies descritas como mas préximas al almendro son P. fenzliana Fritsch, P. bucharica (Korsh.)

Hand.-Mazz. y P. kuramica (Korsh.) Kitam., incluidas también en la seccion Euamygdalus
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(GRASSELLY, 1976A; 19768; BROWICK Y ZOHARY, 1996), y descritas como especies ancestrales del
almendro (GRASSELLY, 1976A; KESTER ET AL., 1991). Sin embargo, LADIZINSKY (1999) ha indicado
recientemente que el almendro procede solo de P. fenzliana. Otras hipétesis han sugerido que en la
evolucion del almendro en la Cuenca Mediterranea, es posible que también haya intervenido P.
webbii (Spach) Vierh., ya que ambas especies conviven de forma silvestre en diversas regiones de
los Balcanes, Sicilia y otras zonas del Mediterraneo. En Espafia existe una poblacién en estado
silvestre de P. webbii, localizada en la provincia de Toledo, que podria haber intervenido en la

formacion de ciertas variedades espafiolas (FELIPE Y SOCIAS | COMPANY, 1978).

El almendro es una especie relacionada con otras especies frutales de clima templado,
como el albaricoquero (Prunus armeniaca L.), el ciruelo europeo (Prunus domestica L.) y sobre todo
el melocotonero (Prunus persica (L.) Batsch). Se cree que el almendro y el melocotonero pueden
proceder de una misma especie originaria surgida en Asia Central, de manera que el almendro se
expandid hacia las zonas aridas del oeste, lo que le obligb a desarrollar un sistema de
autoincompatibilidad gametofitico, permitiéndole asi una mayor diversidad y capacidad de
adaptacién, mientras que el melocotonero se expandié hacia el este, hacia unas zonas mas

humedas y fértiles, lo que le permitié mantenerse autocompatible (WATKINS,1979).

La proximidad de las poblaciones silvestres del almendro con algunos centros de
civilizacién en estas zonas montafiosas del centro de Asia, posibilitd el cultivo del almendro desde
épocas muy remotas, en torno a cuatro o cinco mil afios. Estas regiones forman el "centro primario
de expansion” de la especie (VAvILOV, 1951) y en ellas es posible encontrar la mayor variabilidad de

genotipos de almendro.

La diseminacion del almendro a diferentes paises asiaticos se vio favorecida por el hecho
de que la semilla era al mismo tiempo la unidad de propagacion y la parte comestible. Se distribuy6
por Persia, Mesopotamia (KESTER ET AL., 1990), y a través del intercambio comercial de la época a
Grecia y el Oriente Préximo. En el periodo de hace tres mil a dos mil afios, los fenicios a través del
Mediterrdneo y los romanos en sus conquistas por el norte de la cuenca mediterrdnea, se
encargaron de expandir el cultivo del almendro por toda la regién mediterranea (CERDA JUAN, 1973).
El almendro no se extendid hacia las zonas de oriente, debido probablemente, al clima menos
favorable de los inmensos territorios de la Asia continental. Durante los siglos VI y VII, los bereberes
y arabes también extendieron el cultivo por el norte Africa (MAHHOU Y DENNIS, 1992). En la peninsula
ibérica, seguin datos arqueoldgicos, la introduccion del almendro se realiz6 antes de la era actual por
el Mediterraneo (CERDA JuaN, 1973) y durante el siglo | a través de los Pirineos (GRASSELLY, 1976a,

DICENTA, 1991) y posteriormente también por Africa, desde el comienzo de la época de la ocupacion
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musulmana del sur de la peninsula ibérica en el siglo VIII.

Durante mucho tiempo, el cultivo evolucioné muy poco, debido a que la propagacién de la
especie se realizd casi exclusivamente por semilla hasta el siglo XIX. El almendro se cultivd en
zonas célidas costeras del mar Mediterraneo, asociado frecuentemente al olivar y la vifia, y también

se plantd en borduras como indicadores de limites de parcelas o bordeando caminos.

Debido a la repetida multiplicacién por semilla, el cultivo fue sometido a la accion del medio
produciéndose una seleccion natural acompafiada de la seleccion ejercida por el hombre, que fue
descartando las plantas con caracteres desfavorables, dando lugar a la apariciéon de poblaciones
caracteristicas o ecotipos locales adaptados a determinadas regiones geograficas. Es por ello que la

cuenca mediterranea se considera como un "centro secundario de domesticacion” de la especie.

Aunque en California la introduccidén del almendro tuvo lugar a finales del siglo XVIII
mediante la actividad de las misiones espafiolas, el hecho mas relevante para la posterior evolucién
de su cultivo fue la introduccion de variedades procedentes del sur de Francia (Regién de
Languedoc) durante el Siglo XIX (KESTER ET AL., 1991; GRADZIEL Y KESTER, 1996).

Esta evolucién del cultivo del almendro ha conducido a la existencia de varios ecotipos, muy
diferentes entre si (GRASSELLY, 1976a; GRASSELLY Y CROSSA-RAYNAUD, 1980), que a continuacion se
decriben de forma resumida:

1. Ecotipo del norte de Portugal: Arboles con porte muy abierto y ramificado de floracion
precoz. Aimendra de cascara muy dura y pepita normalmente unica. Destacan los grupos de las

"Bonitas” y los “Duros”.

2. Ecotipo del este de Espafia: Variedades de floracion precoz y cascara dura. Destacan
dos grupos, el de las "Desmayo", originario del Valle del Ebro, de fruto alargado, porte llorén y

maduracion tardia, y el de las "Marcona", originario de Alicante, de fruto casi esférico.

3. Ecotipo de los Alpes de Provenza (Francia): Presentan una sola flor por yema y no tienen

pepitas dobles. Las variedades mas importanes son 'Tournefort' y ‘Tardive de la Verdiére'.

4. Ecotipo de la Apulia (ltalia): Variedades con un porte poco o nada ramificado, yemas
florales muy globosas, con escamas pubescentes y abundancia de flores gemelas. Epoca de
floracion tardia y frutos de cascara dura, con elevados porcentajes de semillas dobles. Presencia de

variedades autocompatibles como 'Filippo Ceo', 'Genco' y 'Tuono'.

5. Ecotipo de Sfax (Tunicia): Se caracterizan por sus exiguas necesidades en frio, lo que les

confiere una floracién muy precoz. Presentan cascaras gruesas y blandas. Las variedades mas



Introduccién general

significativas son 'Achaak’, 'Constantini' y 'Zahaf'.

6. Ecotipos rumanos: Se caracterizan por su gran vigor, alcanzando el arbol gran tamaro.

Tienen hojas y flores grandes. El color de las flores suele ser rosado. No muestran gran fertilidad.

7. Ecotipos californianos: Debido a la extensién del cultivo en California, también se
considera como otro "centro de diversificacion" de la especie. Se caracteriza por derivar casi toda la
poblacién de la variedad 'Nompareil', habiéndose utilizado en muchas ocasiones como genitor en la
genealogia de la mayoria de variedades. El otro genitor suele ser 'Texas'. Se caracterizan por

presentar cascara blanda o muy blanda.

1.2 MAGNITUDES DEL CULTIVO DEL ALMENDRO

1.2.1 EL CULTIVO DEL ALMENDRO EN EL MUNDO

La gran variabilidad genética que encierra el almendro, le ha permitido adaptarse a
condiciones ambientales muy diversas, desde las zonas calidas de la cuenca mediterranea hasta
las zonas montafiosas vy frias del centro y suroeste de Asia. Ello ha permitido que el cultivo del
almendro se encuentre diseminado por los cinco continentes, aunque sélo en las zonas donde el

clima le es mas favorable.

La superficie mundial del almendro se ha incrementado en los ultimos afios, alcanzando
1.730.000 ha en el afio 2002, aunque en los paises de cultivo tradicional, la superficie se esta
estabilizando (Fig.1.1-A). Espafia es el pais del mundo con mas superficie dedicada al almendro,
con 664.000 ha, lo que supone aproximadamente el 38% de la superficie mundial. Estados Unidos

es el segundo pais en superficie con 245.000 ha (14%), seguido por Tunicia con 202.000 ha (12%).

El promedio de la produccién mundial de los ultimos afios (1998-2002), es de 1.340.000 t de
almendra en cascara (FAO, 2002). Estados Unidos es el primer productor de almendra en cascara
con 382.000 t (29%) y junto con Espafia, con 259.000 t (19%), comprenden mas de la mitad de la
produccién mundial de almendra en cascara (Fig.1.1-B). Otros paises productores importantes son
Italia e Iran, cada uno con un 7%, y con menos de un 5% cada uno, Marruecos, Siria, Grecia,

Tunicia, Turquia, Libano, Libia y Argelia.

Sin embargo, en algunos de estos paises, la produccion de almendra que se destina a la
comercializacion e industrializaciéon es minima, dedicandose en su mayor parte al consumo local.
Asi, en términos econdmicos y comerciales, el liderazgo de Estados Unidos se acentla, con una
produccion media, para los afios 1995 a 2003, de 313.000 t grano (Fig. 1.1-C), un 76% de la

8
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produccion comercial mundial, mientras que la produccion de almendra grano en Espafia es de
58.400 t (14,2%) (ALMOND BOARD, 2003).

En la Fig.1.1-D se puede apreciar la importante fluctuacién anual de la produccion mundial,
asi como el peso relativo sobre ésta de las producciones americana y espafiola. Estas
fluctuaciones, en muchos casos, pueden ser debidas a factores climaticos desfavorables, capaces
de reducir la produccién a la mitad, como ocurrié con la produccién americana del afio 1996,

respecto a la de 1995.
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Fig.1.1 - Superficie y produccién mundial del almendro

A) Evolucién de la superficie de almendro. (Fuente F.A.O)

B) Distribucion de la produccion de almendra en cascara por paises.Promedio del periodo 1998-2002. (Fuente F.A.O)
C) Distribucion de la produccion de almendra en pepita por paises.Promedio 1998-2003. (Fuente Aimond Board)

D) Evolucién de la produccién de almendra en pepita en los principales paises productores. (Fuente Aimond Board)

1.2.2- EL CULTIVO DEL ALMENDRO EN ESPANA.

En Espafia el 93 % de la superficie de almendro es en secano, (MAPA, 1999). Andalucia es
la comunidad auténoma con la mayor superficie de almendro, con 199.000 ha (30,4%), seguida por
la Comunidad Valenciana con 120.000 ha (18,3%), Murcia con 73.000 ha (11,1%), Catalufia con
70.000 ha (10,6%), Aragdn con 69.000 ha (10,5%) y Baleares con 62.000 ha (9,5%) (Fig. 1.2-A).
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Fig. 1.2 - Superficie, produccion y exportacion de almendra espafiola.
A) Evolucién de la superficie en las principales regiones productoras. (M.A.P.A.)
B) Evolucion de la produccion de almendra en cascara en las principales regiones productoras. (M.A.P.A.)
C) Distribucion de la produccion espafiola. Promedio de 1996 a1999. (M.A.P.A.)
D) Destino de las exportaciones espafiolas de almendra. (Fuente: Aimendrave, modificado)
La evolucién de la superficie del almendro en Espafia es de un crecimiento pausado desde
1985 (572.000 ha) hasta 1997 (664.000 ha), aunque en los Ultimos afios (Fig 1.2-B), la tendencia ha

sido ligeramente descendente, hasta las 654.000 ha registradas en el afio 1999 (MAPA, 1999).

Las producciones anuales de almendra por comunidades presentan una elevada
variabilidad (Fig.1.2-C), determinada sobre todo por las incidencias climaticas, como las heladas y
las sequias, lo que dificulta los pronosticos de cosecha a nivel nacional. Se observa que no existe
una relacion entre la superficie de cultivo y la produccién. Asi, las comunidades auténomas que
muestran unos rendimientos medios superiores para el periodo 1996-1999, en almendra cascara,
son Aragén con 0,67 t/ha y la Comunidad Valenciana con 0,53 t/ha, mientras que en Andalucia se
da un rendimiento muy bajo, 0,33 t/ha al igual que en las Islas Baleares, 0,24 t/ha, lo que indica que

en estas comunidades existe una mayor superficie de almendro no productivo o en abandono.

Espafia, a pesar de ser el segundo exportador mundial de almendra (43.000 t de grano), se
ha convertido también en uno de los principales importadores (26.000 t). La mayoria de estas

importaciones se realizan de Estados Unidos, y se canalizan nuevamente al exterior después de su
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industrializacion. Mas del 55% de la produccion espafiola de almendra se destina a los mercados
exteriores, ascendiendo las exportaciones a unos 185 millones de euros. El primer importador de
almendra espafiola es la Union Europea (90%), destacando Alemania que absorbe mas del 30% de

la exportacién espafiola de almendra (Fig. 1.2-D).

Casi la mitad de la almendra producida en Espafia se dedica a la industria de dulces
navidefios, como el turrén y el mazapan, pero tiene importancia en pasteleria, aperitivos, helados,
confiteria, chocolates, cosmética y farmacia. La almendra, como los otros frutos secos, es un
alimento energético, rico en proteinas, fibra, acido oleico, minerales y vitaminas, resultando un
componente importante en la Dieta Mediterranea, que ha formado parte desde siempre de la vida

cotidiana de nuestro pais.

1.2.3 EL CULTIVO DEL ALMENDRO EN ARAGON

El almendro es un cultivo de importancia en Aragén, ya que se le dedican en torno a 70.000
ha. Unas 4.000 ha no son productivas ya que corresponden a nuevas plantaciones o plantaciones
en reconversion. Unicamente el 2,5% de la superficie se encuentra en regadio. La superficie de
almendro en Aragon tiene una tendencia ascendente (Fig. 1.4-A), aumentando la superficie
cultivada durante el periodo de 1997 a 2001 en unas 10.000 ha. Zaragoza presenta mas de la mitad
de la superficie aragonesa de almendro con 34.800 ha (52%), siendo la superficie en Teruel de
17.600 ha y en Huesca de 13.500 ha (Fig. 1.4-B).

La produccién de almendra en Aragdn presenta también una elevada variabilidad (Fig.1.4-
C). Asi, mientras que en 1997 Arago6n produjo unas 76.000 t de almendra en cascara, en 2001 sélo
se produjeron 32.000 t. Las producciones por provincias siguen una distribucion similar a la de las
superficies: la provincia de Zaragoza produce en torno a 40.000 t en cascara, Teruel sobre 13.500 t
y Huesca sobre 12.000 t (Fig. 1.4-D)

1.3 EL CULTIVO INTENSIVO DEL ALMENDRO: EL CAMINO A SEGUIR PARA RENTABILIZAR LA
PRODUCCION

En los datos de las superficies y producciones mundiales (Fig 1.1), se observa que no
existe una relacién entre superficie y produccién. Asi, la superficie dedicada al almendro en Espafia
triplica casi a la de Estados Unidos, y sin embargo la produccion de Estados Unidos es en torno a
seis veces superior a la espafiola. Estas diferencias se deben principalmente al diferente manejo del

cultivo. Mientras que en los paises de la Cuenca Mediterranea predomina el cultivo tradicional, en
11
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Estados Unidos y Australia el cultivo es intensivo, un sistema que actualmente se esta implantando
en los paises desarrollados de la Cuenca Mediterranea.

El cultivo tradicional en los paises mediterraneos estad caracterizado por darse en
explotaciones pequefas, con una gran riqueza de variedades, generalmente de floracién temprana
y cascara dura, cultivadas con muy poca tecnificacion, en suelos pobres y normalmente en secano,
obteniéndose rendimientos muy bajos, condicionados principalmente por factores climaticos, tanto
durante la floracion (lluvias, frio, viento, heladas primaverales), como durante el desarrollo de la

pepita, (sequia, lluvias durante la recoleccion...), siendo Espafia un buen ejemplo de esta situacion.
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Fig. 1.3 - Superficie y produccion de almendro en Aragén. (Fuente: Anuario Estadistico Agrario. D.G.A.)
A) Evolucion de la superficie de almendro en Aragén.

B) Distribucion de la superficie de almendro en Aragon. Datos de 2001.

C) Evolucion de la produccion de almendra c&scara en Aragon.

D) Distribucion de la produccion de almendro en Aragon. Datos de 2001.

La creencia generalizada de que este frutal, por su gran rusticidad, no necesitaba cuidados
especiales condujo a la realizacién de un gran nimero de plantaciones en terrenos de baja calidad
cuando no marginales, con resultados de muy bajos rendimientos medios, unos 410 kg (en
cascara)/ha (Cuadro 1.1). Esta cosecha media de almendra esta muy por debajo de la que se

estima necesario para cubrir los costes que ocasiona una hectarea en una explotacién de secano
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minimamente atendida que, dependiendo de la zona y afio, se encuentra en el intervalo de 700 a
1000 kg pepitarha (MAPA, 2002).

Teniendo en cuenta que en muchas explotaciones la produccion es bastante mayor a la
media nacional, es evidente que hay una considerable superficie de almendro que se encuentra en

abandono cuya produccién es nula, siendo su destino racional el arranque.

Por el contrario, el sistema intensivo desarrollado en Estados Unidos introduce practicas de
cultivo orientadas a maximizar la produccion y eliminar cualquier factor limitante. Este sistema de
produccién se caracteriza por la utilizacion de un reducido numero de variedades, aunque todas
ellas autoincompatibles, muy adaptadas al medio, entre las que destacan 'Nonpareil' (con 38% de la
superficie), 'Carmel' (18%), 'Butte’ (11%), 'Monterrey' (5%) y 'Texas' (4%) (ALMOND BOARD, 2003).
Estas variedades presentan unas caracteristicas comunes como la cascara blanda (mayor
rendimiento en el descascarado), la época de floracién media y los frutos muy similares a los de
'Nonpareil'. Debido al caracter autoincompatible de estas variedades, las plantaciones incorporan
hileras de dos 0 mas variedades intercompatibles, siendo una préctica habitual el uso de colmenas

durante la floracion para garantizar una adecuada polinizacién.

Todas las plantaciones se caracterizan por estar en regadio, generalmente en riego por
aspersion, sometidas a un control exhaustivo, con especial hincapié en una fertilizacién adecuada,
con aportes elevados de nitrégeno. El tamafio medio de la explotacion californiana es de 33 ha, si
bien algunas plantaciones alcanzan hasta 2.000 ha, lo que permite considerar este cultivo como un
frutal de regadio mas, al que los agricultores se dedican a tiempo completo. Las labores de poda, el
control de las malas hierbas, los tratamientos fitosanitarios y la recoleccién estan muy mecanizados
y programados. Los costes de produccién son altos, pero debido a los grandes rendimientos que se
obtienen (en torno a los 1.500 kg pepita/ha) (Cuadro 1.1) y el gran tamafio de las explotaciones
hacen que el cultivo del almendro sea muy rentable en esas condiciones, ya que ademas los precios
del agua y del transporte son muy bajos, lo que hace que la almendra californiana controle el
mercado mundial. La comparacion entre los rendimientos por hectarea obtenidos en California
respecto a los demas paises productores pone de manifiesto el abismo que separa los dos sistemas

de produccién actualmente existentes.
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Cuadro 1.1 Superficie de almendro, producciones y rendimientos. Promedio 1995-2002.

Superficie (F;oduccién almzldra ) Rerlldimiento

i ascara rano

Afio 2002 (1) (1) (2) cascagalha granglha Descascarado
Mundo 1.618.490 1.321.435 817
Australia 7.350 14.626 1.993
Francia 1.700 4432 2.607
Grecia 40.645 50.762 14.237 1.248 350,3 28,1
ltalia 89.932 92.948 12.502 1.034 139,0 13,4
Marruecos 136.239 61.609 450
Portugal 40.505 8.938 221
Espaia 635.350 260.661 57.068 410 89,8 21,9
Tlnez 183.850 43.938 242
Turquia 18.463 41.375 13.783 2.248 746,5 33,3
USA 196.098 390.153 296.997 2.007 1514,5 76,1

(1) Fuente FAO. (2) Fuente Aimond Board

1.4 NECESIDAD DE LA OBTENCION DE MATERIAL VEGETAL ADAPTADO

La aplicacion del sistema de cultivo intensivo del almendro a las diferentes condiciones
climaticas de la cuenca mediterranea, requirié la aparicion de diversos planes de mejora de la
especie con el objetivo de obtener variedades comerciales adaptadas a las zonas especificas de
cultivo. Para ello, ha sido necesario el estudio de los factores locales limitantes del cultivo, como las
condiciones ambientales (climaticas y de suelo), y ensayar el comportamiento del nuevo material
vegetal generado (variedades y patrones), con unas técnicas de cultivo apropiadas, asi como
evaluar las interacciones entre los distintos factores (condiciones ambientales y material vegetal)
(GARCIA, 1986).

Las exigencias medioambientales del almendro han determinado las regiones geograficas
en las que su cultivo es posible y puede resultar rentable (KESTER ET AL., 1990). EI almendro
necesita inviernos relativamente suaves pero con ciertas horas de frio invernal, aunque soporta frios

importantes durante el reposo invernal.

Las condiciones mediambientales durante la floracién son determinantes en la produccion.
La floracion es el momento mas susceptible al dafio por heladas, ya que éstas pueden anular por
completo la cosecha. También, las temperaturas bajas durante la floracion, aunque sean superiores
a 0°C, y la presencia de lluvias, repercuten en la cosecha posterior, ya que se reduce la actividad de
las abejas durante la época de la polinizacién (SOCIAS | COMPANY Y FELIPE, 1979; THORP, 1996).

Los veranos mediterraneos se caracterizan por temperaturas elevadas y escasez de lluvias.

El almendro tolera bastante la sequia, si bien su incidencia se traduce en una disminucion en la
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cantidad y la calidad de la cosecha. Ademas puede producir una defoliacién temprana del arbol,
parando su crecimiento. Si la sequia es muy acentuada puede afectar incluso a la calidad de las
flores de la campafia siguiente, y por tanto a la cosecha futura. Ademas, se ha observado que un
exceso de calor durante periodos continuados, puede afectar a la aparicion de ciertas anomalias
como caida de yemas o 'bud-failure' (KESTER Y ASAY, 1978). Por el contrario, si se producen lluvias
abundantes durante las fechas previas a la recoleccion, se produce un retraso en el secado de los
frutos y un aumento de la contaminacion por hongos y bacterias patdgenos en la semilla, afectando

su calidad.

El almendro puede crecer en una amplia gama de suelos, siendo una especie relativamente
poco exigente. En cuanto a textura, se desarrolla mejor en suelos sueltos y permeables, como los
suelos francos, siempre que tengan la humedad y los nutrientes necesarios. Si los suelos son
arenosos, el cultivo necesitara riego constante y abonado. La presencia de capas freaticas altas y
horizontes impermebles de materiales finos limita el crecimiento del sistema radicular. El almendro,

como todos los frutales, no tolera los suelos salinos.

Las condiciones del suelo condicionaran la eleccién del patron y las condiciones climaticas
condicionaran la eleccion de la variedad. La correcta eleccidn del material vegetal para las distintas
condiciones ambientales de la zona debe ir acompafiada por unas buenas préacticas de cultivo. Asi
se debera mantener la fertilidad del suelo mediante un abonado acorde con las caracteristicas del
suelo y el nivel productivo de la parcela. También se debera mantener una estructura adecuada del
suelo con el fin de mantener la humedad v, si es posible, se debera cultivar en regadio. Por otra
parte es necesario controlar las plagas y enfermedades, asi como las malas hierbas, para mantener

un estado sanitario 6ptimo.

La interaccion del patron con la variedad se traducira en un vigor de la planta que
condicionara el marco de plantacién. Ademas, en el caso de la utilizacion de material vegetal no
autégamo, se deberan elegir variedades intercompatibles que coincidan en la fecha de floracién y se
debera determinar la proporcion de cada una de ellas en la nueva plantacion. Un aspecto a menudo
olvidado por los productores es asegurar la presencia durante la floracion de agentes polinizadores,
como las abejas, de manera que es muy recomendable la presencia de colmenas en las parcelas
durante la floracién, tanto si estdn compuestas por variedades intercompatibles, como si se trata de

bloques de variedades autégamas.

Por consiguiente, el material vegetal debe reunir una serie de caracteristicas, dificiles de
encontrar en una variedad y en un patrén, de manera que se definié el ideotipo del almendro

(Socias | CoMPANY ET AL., 1998) y el ideotipo del patron para el almendro (FELIPE ET AL., 1998), en
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los que se enumeran las caracteristicas que deben evaluarse en la busqueda de la variedad ideal

(Cuadro 1.2) y de un patrén ideal de almendro para una zona determinada.

Cuadro 1.2. Ideotipo de variedad de almendro (SOCIAS | COMPANY ET AL., 1998)

IDEOTIPO DEL ALMENDRO

CALIDAD DEL FRUTO

Calidad organolépica: sabor (sin amargor), composicién quimica, aptitud a las transformaciones industriales.

Tamario y forma (mas de 1,2 g por pepita).

Espesor pequefio y color claro del tegumento.

Ausencia de pepitas dobles o defectuosas.

Rendimiento en pepit a(30-40% en cascara dura; 50-60% en cascara blanda) Dureza de la cascara. Endocarpo bien
cerrado.

Facilidad al descascarado y repelado.

Posibilidad de almacenamiento.

CARACTERISTICAS RELACIONADAS CON EL CLIMA

Necesidades en frio invernal (Bajas, intermedias, altas)
Necesidades en calor primaveral (Bajas, intermedias, altas)
Epoca de floracién (Temprana, Tardia)

Epoca de maduracion

CARACTERISTICAS FITOPATOLOGICAS

Resistencia a plagas y enfermedades (Hongos, Bacterias, Insectos, Acaros, Nematodos...)

CARACTERISTICAS VEGETATIVAS

Porte.

Ramificacion compensada.

Crecimiento inicial rapido que facilite la formacién del arbol.
Crecimiento posterior al en trar en produccion que limite la poda.
Poca fromacién de chupones.

CARACTERISTICAS REPRODUCTIVAS

Productividad elevada.

Répida entrada en produccion.

Produccion estable, sin veceria.

Autogamia.

Yemas de flor en ramilletes de mayo o brotes cortos (alta densidad floral).

Poca caida de frutos al alcanzar la madurez, pero fécil desprendimiento después.

OTRAS CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS

Fotosintesis.
Relaciones hidricas.
Resistencia a heladas.

De esta manera, el tema desarrollado en esta tesis se centra en la determinacion de la
presencia de la autocompatibilidad polen-estilo en el nuevo material vegetal generado en el
Programa de Mejora Genética del Aimendro desarrollado en Zaragoza. Se trata de un proceso de
seleccion muy laborioso, al que el mejorador debe dedicar gran parte de su esfuerzo durante las
primeras floraciones del nuevo material. La autocompatibilidad es un requisito inicial e imprecindible

del nuevo material, previo al estudio de todas las demés caracteristicas que debe reunir.
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1.5. LA AUTOINCOMPATIBILIDAD SEXUAL EN EL REINO VEGETAL

La autoincompatibilidad sexual es uno de los mecanismos que muchas plantas superiores
han desarrollado para prevenir la tendencia a la autofertilizacion, debida a la proximidad de los
organos reproductivos masculino y femenino en sus flores. La autoincompatibilidad permite al pistilo
de una planta rechazar su polen o el polen de individuos genéticamente similares, evitando la
aparicion de consanguinidad (Kao Y HUANG, 1994). Se cree que mas de la mitad de las especies
pertenecientes a las angiospermas son autoincompatibles (BREWBAKER, 1959), lo que ha convertido
a la autoincompatibilidad en uno de los factores mas importantes en el éxito de la evolucion de estas
plantas, ya que la autoincompatibilidad promueve la variabilidad dentro de las especies aumentando
sus posibilidades de adaptacion (WHITEHOUSE, 1951).

Globalmente los sistemas de autoincompatibilidad sexual se pueden agrupar en dos

distintos grupos (DE NETTANCOURT, 2001), que a grandes rasgos se explican a continuacion:

1.5.1 EL SISTEMA DE AUTOINCOMPATIBILIDAD GAMETOFITICO

El sistema gametofitico de autoincompatibilidad parece ser el mas extendido en el reino
vegetal y se ha sefialado su presencia en mas de 60 familias de angiospermas (CROWE, 1964)
estando presente en las familias Rosaceae (manzano, peral, cerezo, almendro), Solanaceae
(tabaco, patata...), Papaveraceae (amapola), Scrophulariaceae (bocas de dragén), Onagraceae

(primulas) y Fabaceae (judias y guisantes) (NEWBIGIN, 1996).

El control genético de la autoincompatibilidad gametofitica viene determinado por una serie
de alelos en un solo locus, que se denomina locus S. La reaccion de incompatibilidad se rige por la
coincidencia o diferencia de los alelos S en el grano de polen y en el pistilo, que como tejido
materno y diploide tiene los dos alelos de la planta, mientras que el grano de polen, como célula
haploide, contiene solamente un alelo S. Se produce la reaccién de autoincompatibilidad cuando el
alelo del grano de polen coincide con uno de los dos alelos del pistilo, con lo cual el tubo polinico

crece lentamente y finalmente detiene su crecimiento.

De esta manera, si una planta (diploide) se considera del genotipo S1S2, produce dos clases
diferentes de granos de polen, con los genotipos S1y So. Ambos son incapaces de crecer en los
pistilos de la misma planta, porque éstos poseen uno de sus dos alelos idéntico con el del grano de

polen.

Esta interpretacion fue propuesta por EAST Y MANGELSDORF (1925) para explicar la

intercompatibilidad de una planta con su descendencia y la existencia de grupos de
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interincompatibilidad en Nicotiana. Estos dos fendmenos fueron descritos por primera vez por
MUNRO (1868) en Pasiflora alata Dryand. ex Ait. y se explican por el hecho que la descendencia de
una planta S1S. debe ser S1S;j 0 S2S;, i # 1,2, con lo cual las plantas hijas producen la mitad del
polen capaz de fertilizar a la planta madre y viceversa, y que también pueden existir plantas con los
mismos alelos de incompatibilidad, con lo cual sus polinizaciones reciprocas son incompatibles
(Fig.1.4).

En este sistema los granos de polen incompatibles germinan con normalidad en la
superficie estigmatica, los tubos polinicos penetran en el estigma y entran en contacto en el estilo
con el mucilago secretado por las células del tejido transmisor (HARING ET AL., 1990). La parada del
crecimiento de los tubos polinicos se realiza en un punto intermedio del tejido transmisor que
conduce al ovario (NEWBIGIN ET AL., 1993). Los granos de polen de las plantas con este sistema de

autoincompatibilidad son generalmente binucleados (BREWBAKER, 1967).

Desde el punto de vista molecular, cada alelo del locus S esta compuesto por al menos dos
genes, el gen S del pistilo y el gen S del polen (LEE ET AL., 1994, MURFET ET AL., 1994). Los primeros
estudios sobre la expresion de los alelos S se realizaron en Nicotiana alata, concluyendo que el
producto de su expresion en el estilo son unas glicoproteinas con actividad RNasa (MCCLURE ET AL.,
1989), responsables del rechazo del polen incompatible (HUANG ET AL, 1994), al estar
supuestamente implicadas en la degradacidn del rRNA dentro de los tubos polinicos incompatibles
(McCLURE ET AL., 1990). Las S-RNasas se han asociado con la autoincompatibilidad gametofitica en
tres familias: Rosaceae (SASSA ET AL, 1996), Solanaceae (ANDERSON ET AL, 1986), y

Scrophulariaceae (XUE ET AL., 1996).

La identificacion y caracterizacion del gen S del polen son esenciales para entender los
mecanismos moleculares del sistema de incompatibilidad gametofitico (DICKINSON, 1994). Un
posible mecanismo por el cual la auto-incompatibilidad pudiera funcionar es que los productos de
expresion del locus S en el polen y en el estilo serian idénticos y al unirse en cruzamientos
incompatibles formarian un dimero activo que paralizaria el crecimiento del tubo polinico (NEWBIGIN
ET AL., 1993). A diferencia del sistema esporofitico, se cree que la sintesis del producto S en el

grano de polen se realiza después de finalizar la meiosis de la microsporogénesis (PANDEY, 1970).

Recientemente, se ha identificado en Antirrhinum (Scrophulariaceae) (LAl ET AL., 2002),
Prunus mume (Rosaceae) (ENTANI £T AL., 2003) y almendro (Rosaceage) (USHIIMA ET AL., 2003), un
gen del locus S con expresion especifica en el polen y que presenta diversidad alélica. El producto
de este gen, se ha denominado SLF (S-locus F-box) en Antirrhinum'y P. mume y SFB (S haplotype-

specific F-box protein) en almendro. Estas proteinas contienen en su extremo amino terminal un
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dominio caja F y son un sélido candidato a ser el factor S del polen.

En la actualidad no se conoce de manera precisa como se inhibe el crecimiento de los
tubos autoincompatibles en el estilo. Existen dos modelos hipotéticos que tratan de explicar las
relaciones moleculares entre el polen y el estilo, el modelo de “receptor de membrana” y el modelo
de “inhibidor dentro del citoplasma del tubo polinico” (THOMPSON Y KIRCH, 1992; MCCUBBIN Y KAO,
2000) (Fig.1.5). En el modelo en el que el producto S en el polen actuaria como “receptor de
membrana”, se produciria un reconocimiento de la S-RNasa por el receptor de la membrana del
tubo polinico si el genotipo del estilo coincide con el del tubo polinico, permitiendo atravesarla. Una
vez en el interior del tubo polinico la S-Rnasa se activaria y degradaria el RNA, con lo que se
produciria la parada del crecimiento del tubo polinico (Fig.1.5.A). EI modelo “inhibidor en el
citoplasma del tubo polinico”, a priori pareceria una teoria mas improbable debido a que la S-
proteina codificada en el tubo polinico tendria que inhibir todas las S-RNasas excepto su especifica
(Fig.1.5.B). Sin embargo investigaciones inmunocitoquimicas han mostrado que las S-RNasas
entran y se acumulan en el citoplasma de los tubos polinicos de todos los haplotipos sin
especificidad de alelo S (Luu ET AL., 2000).

Basandose en las experiencias de LUU ET AL., (2000), las proteinas caja F identificadas en
Antirrhinum, P. mume y almendro (LAl ET AL., 2002; ENTANI ET AL., 2003, USHIJIMA ET AL., 2003)
deberian degradar las S-RNasas con alelos diferentes al suyo propio, dejando activas las S-RNasas
con el mismo alelo S. LAl ET AL. (2002) sugieren que la proteina caja F tiene una mayor afinidad por
las S-RNasas de alelos diferentes, lo que implicaria que se degradarian todas las ribonucleasas,
pero los tubos polinicos que no tienen ningun alelo en comin con el tejido estilar crecerian mas
rapidamente. Por el contrario, USHIJIMA ET AL. (2003) sugieren que las S-RNasas pueden identificar
las proteinas con caja F del mismo alelo S, de manera que se unirian formando un pseudo-substrato

que la mantendria activa produciéndose la parada del crecimiento del tubo polinico.

1.5.2 EL SISTEMA DE AUTO-INCOMPATIBILIDAD ESPOROFITICO

Este sistema se ha descrito en distintas especies de la familia Brassicaceae, como Brassica
oleracea, B. napus y B. campestris (NASRALLAH Y NASRALLAH, 1989; 1993). EI control genético de la
autoincompatibilidad puede ser dialélico o multialélico en un locus (locus S) o en varios locCi
(normalmente dos; el locus Sy el Z) (DE NETTANCOURT, 2001). En este sistema, la reaccién de
incompatibilidad no estd determinada por el unico alelo del grano de polen (gametofito) sino por
ambos alelos S de la planta que lo produce (esporofito). Cada alelo S del esporofito puede provocar
la reaccion de incompatibilidad independientemente o puede haber una relacién de dominancia
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entre ellos (Fig.1.4), que incluso puede ser diferente en el polen y en el pistilo; con ello un grano de
polen con el genotipo S1Sa, si hay accidn independiente no crecerd en los pistilos S1S; ni en los S2S;,
pero si hay dominancia, por ejemplo S7 > Sz, no crecera en los pistilos S1S; pero si en los pistilos
S»Si (suponiendo independencia en el pistilo). Esta interpretacion no fue explicada hasta 1950,
cuando la expusieron simultaneamente GERSTEL (1950) para Parthemium argentatum A. Gray y
HUGHES Y BaBscock (1950) para Crepis foetida L. con el fin de explicar las reacciones de

incompatibilidad en estas plantas que quedaban sin explicacion con el sistema gametofitico.

En este tipo de incompatibilidad los granos de polen son generalmente trinucleados y en
caso de incompatibilidad normalmente no germinan sobre los estigmas o en todo caso los tubos
polinicos no pueden penetrar a través de la pelicula estigmatica (BREWBAKER, 1967). Las plantas
con este sistema de autoincompatibilidad suelen tener estigmas secos, cubiertos por una cuticula de
cera, de manera que en las polinizaciones compatibles se establece entre el grano de polen y la
célula papilar estigmatica una conexién hidrica, lo que permite la hidratacién y la germinacion del
grano de polen (DobDs ET AL., 1996). Una célula papilar puede discriminar entre dos granos de
polen de diferente compatibilidad en contacto simultaneo con ella dejando germinar sélo al grano de

polen compatible (DICKINSON, 1995).

Hasta ahora se ha encontrado que dos genes segregan con el locus S en Brasicaceae.
Estos genes codifican unas proteinas que se expresan en las células papilares del estigma (DoDDS
ET AL., 1996, McCuBBIN Y Kao, 2000). Una de ellas presenta una actividad quinasa y se denomina
con el nombre SRK (S-locus receptor kinase) y la otra codifica para una glicoproteina llamada SLG
(S-locus glycoprotein), a la que se le supone la especificidad de la incompatibilidad polen-estigma
(FERRARI ET AL., 1981). En la actualidad, se desconoce la naturaleza del producto de expresion del
locus S en el polen (NASRALLAH Y NASRALLAH, 1993), aunque se cree que se encuentra en las capas
que rodean el grano de polen (DOUGTHY ET AL., 1993) y que son sintetizadas antes del final de la

meiosis en la microsporogénesis (PANDEY, 1970).

1.5.3 LA AUTO-INCOMPATIBILIDAD HETEROMORFICA

Algunas especies presentan unas barreras de autoincompatibilidad causadas por
diferencias morfoldgicas en sus flores, llamada autoincompatibilidad heteromérfica (BARRETT, 1990).
Entre las numerosas diferencias morfolégicas que se pueden encontrar, destacan, la heteroestilia
(diestilia y triestilia), en la cual las anteras y los estigmas estan dispuestos a distintos niveles. La

heteroestilia suele tener ligadas otras diferencias morfologicas como la presencia de granos de
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polen con distintos tamafios y texturas diferentes de sus superficies, asi como en la superficie de los
estigmas y en la estructura del tejido transmisor del estilo tal como describi6 LEwis (1979) en

Primula vulgaris.

SISTEMA GAMETOFITICO DE AUTO-INCOMPATIBILIDAD
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Fig. 1.4 Sistemas mas comunes de autoincompatibilidad
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Fig 1.5 . Modelos de interaccion de incompatibilidad polen-estilo (adaptacion de McCuBBIN Y KAO, 2000).
A) Modelo de receptor de membrana.
B) Inhibidor en citoplasma del tubo polinico.
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1.6 LA AUTOINCOMPATIBILIDAD EN EL ALMENDRO
1.6.1 LA AUTOINCOMPATIBILIDAD Y LOS GRUPOS DE INTER-INCOMPATIBILIDAD DEL ALMENDRO

El almendro es una especie autoincompatible y al igual que otras rosaceas, posee un
sistema de autoincompatibilidad de tipo gametofitico (GAGNARD, 1954; CROWE, 1964; GODINI 1981;
Socias | COMPANY Y FELIPE, 1987; 1988; Socias | COMPANY, 1990). El control de la fertilizacion en el
almendro se produce por una inhibicién del crecimiento de los tubos polinicos incompatibles en el

estilo (SOCIAS | COMPANY ET AL., 1976; GODINI, 1977; SOCIAS | COMPANY, 1990).

El almendro, desde tiempos inmemoriales, fue multiplicado en su mayor parte por semilla
hasta finales del siglo XIX, manteniéndose, por su alogamia, en un estado proximo a la panmixia,

caso raro dentro de las especies cultivadas (CROSSA-RAYNAUD Y GRASSELLY, 1985).

La propagacion clonal de las variedades provoco la aparicion de los primeros problemas de
polinizacién. Posteriormente, el uso de un nimero limitado de genitores en los programas de
mejora, o incluso, en la seleccion empirica, produjo la aparicién de los primeros casos de

interincompatibilidad, por lo que fue necesario el disefio multivarietal de las nuevas plantaciones.

En este sistema, las variedades plantadas ademas de ser intercompatibles deben coincidir
en su fecha de floracion, con el fin de que se produzca una correcta interpolinizacién de las mismas

para obtener unas buenas producciones comerciales (KESTER Y AsAY, 1975).

Ya a principios del siglo XX en Estados Unidos surgié la conciencia de la importancia de la
caracterizacion de la capacidad polinizadora de sus variedades. Las primeras evaluaciones de
incompatibilidad entre variedades se realizaron mediante ensayos de polinizacién cruzada en
campo Y la evaluacién posterior de sus cuajados. De esta forma se empezaron a determinar los
Grupos de Incompatibilidad en el almendro (Gl) (TUFTS, 1919 TUFTS Y PHILP, 1922; KESTER Y ASAY,
1975). Con el fin de evitar cuajados erraticos en los ensayos de interincompatibilidad, producidos
principalmente por condiciones climaticas adversas, se comenzd a estimar la intercompatibilidad
entre variedades mediante el examen microscopico del crecimiento de los tubos polinicos tras
cruzamientos en laboratorio (HERRERO ET AL, 1977; SOCIAS | COMPANY Y FELIPE, 1977). CROSSA-
RAYNAUD Y GRASSELLY (1985) empezaron a denominar los alelos de autoincompatibilidad en el
almendro. Asi, asignaron a 'Cristomorto’ el genotipo S1S2 a 'Ai' S3S4y a 'Tardy Nompareil' S7Ss, y a
partir de éstos dedujeron los genotipos S de varias variedades. Después KESTER ET AL (199%4a)
comenzaron a denominar los alelos S mediante una letra S seguida de un superindice alfabético
(Se, Sk, Sey S9), creando 7 Gl a partir de los parentales utilizados con mas frecuencia en California,
'Mission' (S2SP) y 'Nonpareil' (S¢S9), y de sus posibles descendientes (SaSe, SaSd, SbSey SvS9), asi
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como ofras variedades interincompatibles con genotipo S¢S?. El sistema de denominacién que se
acabd imponiéndose en el almendro fue el numérico, cominmente utilizado en las otras especies.
Estudios posteriores permitieron determinar las concordancias alélicas entre las denominaciones
europea y americana, de manera que Sg = S9 S7 = S¢ (KESTER ET AL., 1994b), Sy = Sty S5 = Sa
(BoskovIC ETAL., 1997).

Actualmente se estén identificando nuevos alelos S mediante la determinacién de las S-
RNasas estilares (BoSKovIC ET AL., 1997, 1999 y 2003) y marcadores de ADN (USHIJIMA ET AL., 1998
y 2001; TAMURA ET AL, 2000; MA Y OLIVEIRA, 2001; CHANNUNTAPIPAT ET AL., 2001 y 2003),
indicandose la existencia de al menos 23 alelos de autoincompatibilidad (CERTAL ET AL., 2002),
aunque, se cree que puede haber muchos mas. Con los nuevos genotipos S caracterizados, se han
desarrollado 15 grupos de interincompatibilidad en el almendro (Boskovi¢ ET AL., 2003). Sin
embargo, los resultados obtenidos mediante técnicas moleculares han tenido que validarse

mediante cruzamientos en campo y laboratorio.

El conocimiento de los genotipos S en las distintas variedades, junto con sus fechas de
floracién, permite una evaluacion mas precisa de la eficiencia en la polinizacion de las futuras
plantaciones, disefiar los cruzamientos en los programas de mejora, o establecer las posibles

relaciones genéticas que pueden existir entre las variedades (KESTER ET AL., 1994a).

1.6.2 LA AUTOCOMPATIBILIDAD EN EL ALMENDRO.

La autocompatibilidad es la capacidad de una planta fértil de producir zigotos tras su
autopolinizacién. En el almendro existen algunos genotipos que muestran autocompatibilidad,
debida a la posesion del alelo de autocompatibilidad (Sy), que muestra alelismo con el sistema de
autoincompatibilidad S (Socias | ComPANY, 1990).

El origen del alelo de autocompatibilidad (Sy) en el almendro es incierto. El alelo St pudo
aparecer como consecuencia de una mutacién de un alelo del locus S (GRASSELLY Y OLIVIER, 1976;
Soclas | Company, 1990), como ocurrié con otras especies autoincompatibles del género Prunus
(CRANE Y LAWRENCE, 1956). Este tipo de mutacion pudo tener mayor incidencia en la regién italiana
de la Apulia y se habria mantenido por los agricultores, gracias a la seleccion por su productividad y
floracion tardia (GRASSELLY, 1985; CROSSA-RAYNAUD Y GRASSELLY, 1985). Otros autores opinan que
el alelo Sy procederia de P. webbii y se habria introducido en el almendro por una hibridacion
natural, en las zonas donde ambas especies conviven de forma silvestre, como en la regién italiana

de la Apulia (GobiNI, 1979; REINA ET AL, 1985), los Balcanes o Espafia (Soclas | COMPANY, 1991). En
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cualquier caso, la incorporacion de este alelo tendria que ser reciente, debido a que las variedades
tradicionales autocompatibles son heterocigéticas para el locus de autocompatibilidad (Soclas |
COMPANY Y FELIPE, 1988).

La autocompatibilidad empez6 a interesar a los mejoradores cuando ALMEIDA (1945)
destacé la presencia de cuajados superiores al 30% tras la autopolinizacién en las variedades
autocompatibles 'José Dias' y 'Duro ltaliano'. Fue el primer indicio de la posibilidad de obtener
producciones comerciales rentables en plantaciones con una Unica variedad autocompatible. En la
década de los 70, aparecieron varias variedades autocompatibles, 'Filippo Ceo' en Francia, aunque
de origen italiano (GRASSELLY Y OLIVIER, 1976), 'Mazzetto' en Tunisia (EL GHARBI, 1973), también de
origen italiano, 'Exinograd' en Chipre, 'Tuono', 'Falsa barese', 'Ferrante' y 'Filippo Ceo' en ltalia
(Gobint, 1975), 'A-S-1' en Espafia (HERRERO Y FELIPE, 1975) y "Truoito' en Grecia (MOUKHTOURI-
STYLIANIDES, 1977).

Recientemente, en la India, se han encontrado 16 selecciones de material autoctono con
elevada autocompatibilidad (KUMAR Y KUMAR, 2000), si bien no se han dado explicaciones sobre su
posible origen. Esta autocompatibilidad podria proceder del melocotonero (Socias | COMPANY, 2001),
ya que en la region india del Himalaya, de donde proceden estos almendros autocompatibles,

existen hibridos naturales entre estas dos especies (KISHORE Y RANDHAWA, 1993).

1.6.3 FUENTES DE LA AUTOCOMPATIBILIDAD PARA EL ALMENDRO.

Ademas de los cruzamientos dentro de la misma especie, se han utilizado otros medios
para transmitir la autocompatibilidad en el almendro. Un método utilizado es la introgresion al
almendro de la autocompatibilidad presente en otras especies. La especie mas utilizada ha sido el
melocotonero, de manera que en el programa de mejora de la UC-Davis y el USDA se desarrolld
una linea de mejora para obtener genotipos autocompatibles de almendro adaptados a las
condiciones ambientales de California (KESTER, 1970). También en Estados Unidos, en programas
privados, se obtuvo la variedad 'LeGrand', cuyo comportamiento no resulté satisfactorio (WEINBAUM,
1985) y recientemente, 'Garden Princess' (GRADZIEL, 2000), de la que no se ha comunicado su
comportamiento agrondmico. Actualmente, en la UC-Davis, se esta trabajando en unas lineas de
incorporacion de la autocompatibilidad al almendro a través de la hibridacién con especies del tipo
melocotonero (P. persica (L.) Batsch y P. mira Koehne) y distintas especies emparentadas con el
almendro (P. webbii (Spach) Vierh., P. fenzliana Fritsch y P. argentea (Lam.) Rehd.). La hibridacion

es seguida de dos retrocruzamientos, con el fin de recuperar lo mas posible la variedad de almendro
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originaria (GRADZIEL Y KESTER, 1998).

Otro sistema de obtener la autocompatibilidad es mediante la induccién de mutaciones. De
esta manera se obtuvo la variedad 'Supernova', tras irradiar yemas vegetativas de la variedad

italiana 'Fascionello’ con Co%0 (MONASTRA ETAL., 1988).

El desarrollo de nuevas técnicas de ingenieria genética, y en especial la transformacién
genética, va a hacer posible la introduccién de caracteres de interés en variedades ya adaptadas.
La posibilidad de regeneracion de plantas, a partir de embriones transformados por Agrobacterium
tumefaciens, parece ser un camino viable de transformacion genética en el almendro (MIGUEL Y
OLIVEIRA, 1999). La introduccién de la autocompatibilidad mediante transformacién genética puede
ser factible en Estados Unidos, donde variedades altamente productivas y adaptadas como

'Nonpareil' y 'Mission' (DANDEKAR ET AL., 2002) son firmes candidatas para ello.

1.6.4 LA TRANSMISION DE LA AUTOCOMPATIBILIDAD Y SU DETERMINACION

La autocompatibilidad es dominante sobre la autoincompatibilidad (Socias | COMPANY, 1984)

y su transmision presenta una distribucién mendeliana (DICENTA Y GARCIA ,1993) (Fig 1.6).

La autocompatibilidad se ha convertido en un caracter imprescindible en la mejora en esta
especie. Su introduccion en los programas de mejora se realiza mediante cruzamientos
intraespecificos del tipo A, B, E y F (Fig.1.6) (DICENTA Y GARCIiA, 1993), en los que la planta
autoincompatible suele ser una variedad o una seleccion de interés. En las progenies segregantes,
serd necesario eliminar cuanto antes los individuos autoincompatibles, con el fin de ahorrar espacio
en las parcelas de mejora y no dedicar recursos a su mantenimiento. En el resto, se realizara la
evaluacion de los caracteres deseables durante el tiempo que se considere necesario y se realizara
la seleccion (SociAs | COMPANY Y FELIPE, 1988).

Las variedades mas utilizadas como donadoras de la autocompatibilidad en los programas
de mejora son 'Genco', y en especial 'Tuono', obteniéndose 'Lauranne' y 'Steliette' (‘'Ferragnés' x
"Tuono') (GRASSELLY Y CROSSA-RAYNAUD, 1980) en Francia, y 'Moncayo' (‘Tardive de la Verdiére' x
"Tuono'), 'Aylés' (polizacion libre de "Tuono'), Blanquerna (polinizacion libre de 'Genco’), ‘Cambra’
("Tuono' x 'Ferragnés') (Socias | COMPANY Y FELIPE, 1999), 'Antofieta’ ('Tuono' x 'Ferragnés') y 'Marta'
('Ferragnés' x "Tuono') (EGEA ET AL., 1999) en Espafia. Curiosamente, se desconoce la genealogia
de la variedad autocompatible 'Guara' (FELIPE Y SociAs | COMPANY, 1988) que ha sido la variedad

mas plantada durante la ultima década.
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A .- Cruzamientos posibles entre individuos que
no comparten ningin alelo de autoincompatibilidad

A B
8¢ x Sic sic  x SC
;S 5,8, sis: S S,

5.8, &5, S5 68 | 8585 8;5 35,5 55

509% SC 50% SiC 50% SC 50% SiC
C D
56, % S0, sC, x 8¢,
S:S, S: S, S¢S, S¢S,
S¢Sr S, S S8, S8, 88 5.5 6568 885
75% 8C 25% SiC 75% SC 25% SiC

B .- Cruzamientos posibles entre individuos que
comparten un alelo de autoincompatibilidad

E E
SC X SiC SiE X sC
S¢Sy 515, 51, 5¢ Sy

SgS; 515, 518, 55 $15: 58 55 5,8

50% SC  50% SiC No puede ocurrir 100% SC Ne puede ocurrir
G H
S, x SG, 8¢, x SC;
S¢S S/ S8 S, S:S: S;8 S8 S8,
100% SC No puede ocurrir 1 00% SC No puede ocurrir

Fig. 1.6 Transmision de la autocompatibilidad en el almendro (DICENTA Y GARCIA, 1993).

Comunmente, se han utilizado estudios de polinizacion para determinar la presencia de la
autocompatibilidad en variedades y selecciones. Estos consisten en la evaluacion de los cuajados
de frutos producidos tras la autopolinizacién o la observacion microscdpica del crecimiento de los
tubos polinicos propios hasta la llegada a la base del estilo. Estos ensayos requieren gran cantidad
de tiempo y recursos del mejorador, ya que la planta tiene que permanecer en campo hasta que

produce flores.
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Recientemente se empezaron a identificar los genotipos de incompatibilidad en el almendro
mediante métodos moleculares. Un método que ha mostrado su utilidad en la seleccién de
individuos autocompatibles en progenies segregantes de mejora ha sido la separacion de los
extractos proteicos estilares mediante electroforesis y la identificacién de S-RNasas (BATLLE ET AL.,
1997; BoSKoVIC ET AL, 1996, 1997, 1998, 1999 y 2003). Actualmente se esta trabajando en el disefio
de cebadores para la identificacion de alelos S mediante la técnica PCR (polymerase chain
reaction), previo clonado de varios de ellos (USHIIMA ET AL, 1998 y 2001; TAMURA ET AL., 2000;
CHANNUNTAPIPAT ET AL., 2001 y 2003; MA Y OLIVEIRA, 2001).

Las nuevas técnicas moleculares pueden permitir la eliminacién temprana de las plantas
autoincompatibles de la parcela tras la obtencién de las primeras flores, realizando el andlisis de las
S-RNasas estilares, e incluso antes de ser plantadas en parcela, mediante la extraccion de ADN de
hojas y realizando la identificacién alélica del locus S mediante PCR alelo especificas. Sin embargo,
la aplicacion de estas técnicas moleculares en el almendro esta en proceso de experimentacion y

investigacion.

Existen diversos estudios agronémicos sobre la transmisién de la autocompatibilidad, bien
mediante el cuajado obtenido en ramas embolsadas y autopolinizaciones en campo, bien mediante
la observacion del crecimiento de los tubos polinicos propios hasta la base del estilo en el
laboratorio. Por ofra parte, se han realizado muy pocos estudios de identificacion de los alelos S en
poblaciones de mejora mediante el andlisis de las S-RNasas estilares. Actualmente, se estd
profundizando en la busqueda de marcadores de ADN para la identificacion de los alelos S. No
parece posible la obtencion de un sélo par de cebadores que amplifiquen todos los alelos de
autoincompatibilidad, de manera que se estan disefiando cebadores especificos de ADN para unos
pocos alelos. Ello implica que hasta el momento no se ha caracterizado la transmision de la
autocompatibilidad en poblaciones de mejora mediante la combinacién de las técnicas agronémicas

y moleculares para la determinacion de la autocompatibilidad.

1.7 LA ENDOGAMIA Y SUS EFECTOS EN EL ALMENDRO

Desde los primeros tiempos de la historia ha existido una tendencia a asociar la
consanguinidad con efectos biologicos desfavorables, ya que suele ir acompafiada por un
debilitamiento general del material vegetal, manifestandose por la reduccion del tamafio de las
plantas, como consecuencia de un menor vigor, una tasa de fecundidad baja y un mayor niimero de

plantas defectuosas.
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Los efectos de la consanguinidad se acusan mas en las especies aldgamas que en las
autégamas. Las especies alégamas estan compuestas por un gran nimero de individuos
genéticamente diferentes, muchos de los cuales portan genes recesivos perjudiciales ocultos en los
loci heterocigoticos. La causa mas probable para la reduccion del vigor causada por la endogamia
es la expresion de estos genes recesivos deletéreos, que se expresan en homocigosis, pero se
mantienen silenciados pro un alelo dominante en heterocigosis. Los alelos deletéreos se originan
cuando la secuencia de DNA correspondiente a un alelo funcional se altera por una mutacién,
pasando a codificar el gen un producto defectuoso, que muestra una funcionalidad méas o menos
reducida, o simplemente el gen puede quedar tan dafiado que puede perder su capacidad de
codificacion proteica. Las mutaciones afectan al DNA de todas las plantas y animales, de manera
que todos ellos, contienen genes recesivos deletéreos. Sin embargo, en los cruzamientos no
emparentados, es bastante improbable que se produzca homocigosis para estos genes dafados.
Con los cruzamientos endogamicos, la probabilidad de que se produzca homocigosis en estos
genes es mucho mayor. Ademas, debido a que las mutaciones deletéreas, son transmitidas a lo
largo de las lineas familiares, los hermanos y hermanas tienen mucha mas probabilidad de
compartir los mismos alelos deletéreos respecto a los individuos no emparentados. En general, los
efectos negativos de la expresion de estos genes dafiados son plantas sin clorofila, con flores
anormales, semillas defectuosas, etc., que tienen un efecto letal por impedir su reproduccién o
supervivencia. En otros individuos estos genes no producen su extincién directa, pero obstaculizan
su desarrollo, afectando a su vigor, floribundidad y fecundidad. En muchas de estas plantas se

producen sistemas radiculares deficientes, enanismo y deficiencia parcial de clorofila.

El almendro, como se ha indicado anteriormente, salvo unas pocas excepciones, tiene una
naturaleza alégama y necesita de la polinizacion cruzada para producir semillas. Esta caracteristica,
junto a su propagacion por semilla hasta finales del siglo XIX, mantuvo a la especie en un estado
cercano a la panmixia, caso raro dentro de las especies cultivadas (CROSSA-RAYNAUD Y GRASSELLY,
1985). Sin embargo, esta situacion ha ido cambiando poco a poco, reduciéndose la base genética
de la especie sensiblemente, primero con la seleccion empirica y propagacion clonal mediante el
injerto, y mas tarde con la utilizacién de un nimero reducido de genotipos como parentales en los
principales programas de mejora, sobre todo para la transmision de la autocompatibilidad,
apareciendo sintomas de consanguinidad en algunas descendencias (GRASSELLY, 1981; KESTER Y
Asay, 1975; SociAs | COMPANY, 1990).

Los sintomas de la consanguinidad observados en el almendro incluyen una reduccién

general del vigor, caracterizada por un desarrollo vegetativo anormalmente débil, que puede
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desembocar en la aparicién de individuos enanos, una produccion reducida de flores, una
proporcion alta de flores estériles, el agrietamiento de la corteza del tronco, acompafiado por
exudaciones o "gomosis", a veces de tal gravedad, que causan la muerte de la planta, asi como la
aparicién de necrosis en ramas y hojas de un afio. Estos sintomas fueron descritos en progenies
consanguineas de 'Nonpareil' y 'Ai" por KESTER Y ASAY (1975) y GRASSELLY (1981), indicando su
origen genético y no patdgeno. Ademas, en muchos descendientes de la variedad autocompatible
"Tuono', tanto procedentes de su autopolinizacion como polinizacion abierta, se observo la necrosis
antes citada (GRASSELLY Y OLIVIER, 1988), lo que podria hacer sospechar que 'Tuono' sea una
variedad con consanguinidad, ya que podria proceder de una autopolinizacién o de un cruzamiento
entre genotipos emparentados. Estos sintomas también aparecen en descendencias procedentes
de retrocruzamientos, cruzamientos entre hermanos completos, cruzamientos de medios hermanos,
asi como en descendencias procedentes de autopolinizaciones de variedades autocompatibles
(GRASSELLY, 1981). La depresién por consanguinidad puede, por lo tanto, representar un riesgo en
la mejora del almendro debido a la reduccion de la base genética utilizada en los cruzamientos
(KESTER ET AL., 1991) y la utilizacion repetida de "Tuono' como donante de la autocompatibilidad en

la mayoria de los programas de mejora del almendro (SocIAS | COMPANY, 2002).

1.8 DEBATE SOBRE LA TRANSMISION DE LA AUTOCOMPATIBILIDAD EN EL ALMENDRO

Desde que la autocompatibilidad se convirtié en un objetivo prioritario en la busqueda de
nuevas variedades de almendro, se ha estudiado la transmisién de este carécter en las progenies
de mejora obtenidas porque esta transmision difiere en funcion de los parentales implicados en el
cruzamiento (SOCIAS | COMPANY, 1990, DICENTA Y GARCIA, 1993). Sin embargo, a lo largo del estudio
de la transmision de la autocompatibiliddad ha habido ocasiones en que las proporciones
fenotipicas esperadas no se cumplian. La transmisién de la autocompatibilidad de 'Tuono' a las
descendencias tras su cruzamiento con las variedades autoincompatibles 'Ferragnes' y 'Ferralise'

(GRASSELLY ET AL., 1985) es un ejemplo de estas diferencias.

El primer estudio de la transmision de la autocompatibilidad desde 'Tuono' a sus
descendencias lo realizaron SOCIAS | COMPANY Y FELIPE (1977), mostrando que la autocompatibilidad
no se transmitia a todos los descendientes lo que implicaba que la expresién del alelo Sy era
dominante sobre los alelos S de autoincompatibilidad y que "Tuono' era heterocigético para este

caracter.

Mas tarde, GRASSELLY ET AL. (1981) estudiaron varias descendencias procedentes de
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cruzamientos entre la variedad autocompatible 'Filippo Ceo' y algunas otras autoincompatibles, asi
como las descendencias de la autopolinizacion de distintas variedades autocompatibles. El grado de
compatibilidad se relaciond con los cuajados obtenidos tras realizar la autopolinizacién de los
individuos de estas descendencias por medio del embolsamiento a prueba de insectos de sus
ramas. Tras analizar los cuajados obtenidos, se sugirid la hipdtesis de que las variedades
autocompatibles eran homocigéticas para la autocompatibilidad, y que los cuajados nulos o bajos de
ciertas plantas no eran debidos a la autoincompatibilidad, sino mayoritariamente a efectos de

endogamia.

Posteriormente, la condicion homocigética del locus S en 'Filippo Ceo' fue descartada por
Soclas | COMPANY Y FELIPE (1982) al examinar los cruzamientos de GRASSELLY ET AL. (1981) de
manera conjunta, encontrando un buen ajuste a la proporcion 1 : 1 (individuos autocompatibles :

individuos autoincompatibles).

En una contribucion posterior, GRASSELLY Y OLIVIER (1984) estudiaron distintas
descendencias de la variedad autocompatible Tuono' utilizada como parental masculino,
distinguiendo la transmisién de la autocompatibilidad segun el parental femenino. Asi, en los
cruzamientos con 'Tardy Nonpareil' y 'Ferrastar' se obtuvo un ajuste perfecto a la proporcion 1:1, de
acuerdo con la hipétesis de la condicién heterocigotica del locus S de 'Tuono'. En los cruzamientos
con 'Ferragnés' (Cuadro 1.3) y dos selecciones ('Cristomorto’ x 'Tardy Nompareil') - 28 y ('Ferraduel'
X 'Tardy Nompareil) -9, por el contrario, predominaron los individuos autocompatibles. En estos
casos, el predominio de individuos autocompatibles se consideré un resultado anémalo, y se indicd
como posible causa la presencia de un antepasado comun, ‘Cristomorto’, que podia tener relaciones
de parentesco con 'Tuono', ya que ambas proceden de la region italiana de la Apulia. Sin embargo,
en la descendencia de 'Ferrastar' x "Tuono' la proporcion de individuos autocompatibles y de
autoincompatibles fue similar, y 'Ferrastar' procede del cruzamiento 'Cristomorto’ x 'Ardéchoise’, por

lo que también presenta a 'Cristomorto’ en su genealogia (GRASSELLY Y CROSSA-RAYNAUD, 1980).

Seguidamente, GRASSELLY ET AL. (1985) completaron los resultados presentados por
GRASSELLY Y OLIVIER (1984), afiadiendo los resultados de la transmision de la autocompatibilidad de
los cruzamientos de 'Ferralise’ (Cuadro 1.3) y la seleccion (‘Ferralise' x ('Cristomorto’ x 'Ai"))-3 con
‘Tuono', ajustandose de manera aproximada a la proporcion 1:1. En este trabajo, GRASSELLY ET AL.
(1985) presentaron una hipotesis para explicar el predominio de individuos autocompatibles en los
cruzamientos de 'Ferragnés' (Cuadro 1.3), (‘Cristomorto’ x Tardy Nonpareil') - 28 y (‘'Ferraduel' x
‘Tardy Nonpareil) - 9, en las que 'Tuono' siempre ha sido el parental femenino. Esta hipotesis
suponia que el alelo de incompatibilidad de "Tuono' debia estar también presente en las variedades
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utilizadas como parentales femeninos, que lo habrian heredado de 'Cristomorto’. De esta manera,
asignaron el genotipo S1Sr a Tuono' y S¢Sz a 'Cristomorto’ y dedujeron que 'Ferragnés' (S1S3),
habria heredado el alelo S de 'Cristomorto' y el S3 de 'Ai". Esta configuracion alélica explicaria el
predominio de individuos autocompatibles en el cruzamiento 'Ferragnés' x ‘Tuono', ya que sélo los
granos de polen de "Tuono' portadores del alelo Sy serian capaces de progresar en los estilos de
'Ferragnes'. Este mismo razonamiento deberia ser valido para el cruzamiento 'Ferralise’ x 'Tuono',
ya que 'Ferralise’ y 'Ferragnés' son interincompatibles, al poseer los mismos alelos S (CROSSA-
RAYNAUD Y GRASSELLY, 1985). Sin embargo, en la descendencia del cruzamiento 'Ferralise' x ‘Tuono'
no se observd un predominio de individuos autocompatibles, sino sélo una ligera desviacion de la
proporcion 1:1.

DICENTA Y GARCIA (1993) obtuvieron una descendencia totalmente autocompatible en un
cruzamiento de 'Ferragnés' x "Tuono' (Cuadro 1.3), confirmando la existencia de un alelo en comdn
entre 'Ferragnés' y ' Tuono', como indicaron GRASSELLY ET AL.(1985). Sin embargo, observaron como
en la descendencia reciproca Tuono' x 'Ferragnés' (Cuadro 1.3), la proporcion de individuos
autocompatibles resulté mayor de la esperada, tal como ya habian observado SociAs | COMPANY Y
FEeLIPE (1988) (Cuadro 1.3).

Socias | COMPANY Y FELIPE (1994), tras confirmar la inter-incompatibilidad de 'Ferragnés' y
'Ferralise', indicaron que su diferente comportamiento en la transmision de la autocompatibilidad
procedente de 'Tuono' a sus descendencias no se podia atribuir a sus alelos S, sino a otros factores
genéticos, probablemente a genes letales o deletéreos que podian afectar a estas dos variedades
de forma diferente, concordando con las hipotesis anteriores de SOCIAS | COMPANY Y FELIPE (1988) y
Socias | ComPANY (1990). Estas mismas hipotesis parecen deducirse de la observacion del
crecimiento de los tubos polinicos en todas las combinaciones posibles que afecten a 'Tuono',
'Ferragnés' y 'Ferralise’ (SOCIAS | COMPANY Y ALONSO, 2004).

BALLESTER ET AL. (1998) estudiaron otra poblacién de 'Ferragnes' x 'Tuono' (Cuadro 1.3),
observando que la mayoria de individuos eran autocompatibles. La determinacion alélica del locus S
mediante la identificacion de las S-RNasas, indicé que salvo en un individuo, en todos se habia
transmitido el alelo S¢de Tuona', y que los alelos de 'Ferragnes' se transmitieron a la descendencia
en la proporcion 1:1.

En otra poblacidon de 'Ferragnés' x Tuono', PALASCIANO ET AL. (1998) obtuvieron unos
resultados de transmision andmalos (Cuadro 1.3), en una proporcion 3:2, si bien sélo se evaluaron
los individuos que habian superado una primera fase de la seleccién, por lo que la presencia de
incompatibilidad en estos individuos no parece estar relacionada con la ocurrencia de endogamia,

sino mas bien por el método de evaluaciéon mediante el embolsado de ramas.
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Para concluir esta pequefia revision hay que resefiar que DUVAL ET AL. (2001) estudiaron la
misma poblacion que GRASSELLY ET AL. (1985) de 'Ferralise’ x 'Tuono', la Unica resefiada en la
bibliografia, ya que todas las anteriores son 'Ferragnés' x Tuono'. Su conclusién, tras evaluar la
expresion de las RNAsas estilares, fue que la transmision de la autocompatibilidad se produjo en
todos los descendientes (Cuadro 1.3), sugiriendo de esta manera que el alelo S¢ de "Tuono' se
transmitié de forma similar en la progenie de 'Ferralise’ x 'Tuono' a la de 'Ferragnés' x "Tuono', de

acuerdo con la identidad de sus alelos S.

Cuadro 1.3 Transmision de la autocompatibilidad de "Tuono' en sus descendencias con 'Ferragnes' y 'Ferralise'.

Familias Total AC Al Método Cita
'Ferragnés' x 'Tuono' 149 136 13 Embolsado GRASSELLY Y OLIVIER, 1984
'Ferragnés' x 'Tuona' 154 142 12
Ferralise’ X Tuono 35 21 15 Embolsado GRASSELLY ET AL., 1985
‘Tuono' x 'Ferragnés' 18 1 7 Microscopia Socias | COMPANY, 1988
'Ferragnés' x 'Tuona' 50 50 0 . . ]
Tuono' x Ferragnes 53 35 17 Microscopia DICENTA Y GARCIA, 1993
'Ferragnés' x 'Tuona' 49 29 20 Embolsado PALASCIANO ETAL., 1998
53 5 Embolsado

'Ferragnés' x 'Tuono' 58 58 0 Microscopia BALLESTER ETAL., 1998
58 0 S-RNasas

'Ferralise' x 'Tuono' 31 30 1 S-RNasas DUVAL ET AL., 2001

AC: n° de individuos autocompatibles; Al: n° de individuos autoincompatibles.

1.9 OBJETIVOS Y ESTRUCTURA DE LA MEMORIA.

La hipotesis de partida de esta tesis es que las diferencias observadas previamente en la
transmision de la autocompatibilidad procedente de "Tuono' en las descendencias obtenidas en los
cruzamientos con 'Ferragnés' y 'Ferralise' (Apartado 1.8), estan causadas por la consanguinidad
presente en la variedad 'Ferralise', ya que, es la Unica variedad de almendro que procede del

cruzamiento entre dos hermanas completas, 'Ferraduel' y 'Ferragnés'.

Por ello, se plante6 realizar un estudio detallado de la transmision de la autocompatibilidad
en un conjunto de familias obtenidas por el cruzamiento de 'Ferragnés' y 'Ferralise' con 'Tuono', en
los dos sentidos posibles de cruzamiento, combinando las técnicas de la determinacion agronémica

de la autocompatibilidad y las técnicas moleculares emergentes para ahondar en su evaluacion.
Asi para la realizacion de esta tesis se han abordado los siguientes objetivos:

Objetivo 1. Determinacion de las proporciones fenotipicas de la autocompatibilidad /

autoincompatibilidad. Para ello se realizé en laboratorio la autopolinizacién manual de flores de las
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distintas plantas y se observo la llegada o no de tubos polinicos a la base del estilo a través de un
microscopio de luz ultravioleta incidente. Este estudio fisiolégico de la autocompatibilidad se

documenta en el apartado 3° de esta memoria.

Objetivo 2. Identificacion de los genotipos del locus S en los distintas individuos de las
descendencias mediante la expresion de las S-RNasas estilares. Para ello se analizaron los
patrones de distribucion de las RNasas en el conjunto de los extractos proteicos estilares mediante

su separacion electroforética, como se detalla en el apartado 4°.

Objetivo 3. Aplicacion y desarrollo de marcadores de ADN para la identificaciéon de los
alelos S y comprobacion de la correlacidn con la expresion de las distintas S-Rnasas implicadas,
para la determinacion de las proporciones genotipicas de los genotipos S. El uso de marcadores
moleculares especificos en la identificacion del alelo de autocompatibilidad y de los alelos de

autoincompatilidad mediante la técnica de la PCR se analiza en el apartado 5° de esta memoria.

Objetivo 4. Correlacion de las proporciones fenotipicas y genotipicas de las descendencias
y analisis de la utilidad de las diferentes metodologias aplicadas en la identificacion de la
autocompatibilidad. La confrontacion entre la compatibilidad agrondmica y la genética se analiza en
el apartado 5° y el estudio de los individuos en los que la consanguinidad interfiere en la expresion

de la autocompatibilidad se analiza en el apartado 6°.

Objetivo 5. Evaluacion de la conveniencia de la utilizacién de ramas embolsadas para la
determinacion de la capacidad autégama de los descendientes autocompatibles y de la relacion
entre la morfologia de la flor y la autopolinizacién natural. El analisis de los cuajados obtenidos en
individuos autocompatibles descendientes de Tuono' y su carencia de relacion con la morfologia

floral se estudia en el apartado 7°.

Objetivo 6. Evaluacion de la capacidad autopolinizadora en individuos autocompatibles sin
sintomas de consanguinidad con antepasados posiblemente emparentados ('Cristomorto' y 'Tuona'),
y discusion de su posible utilizacidn como genitores. Para ello, se va a detallar la dindmica del
crecimiento de los tubos polinicos en el estilo en polinizaciones con diferente grado de parentesco

en plantas procedentes de estas poblaciones de mejora en el apartado 8°.
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2. MATERIAL VEGETAL

El material vegetal utilizado en la realizacion de esta tesis pertenece a las descendencias de
cuatro cruzamientos (Fig. 2.1), creadas para la seleccion de individuos autocompatibles en el
programa de mejora genética del almendro desarrollado en la Unidad de Fruticultura del Centro de

Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragon (C.I.T.A.).

Familias estudiadas

¢ Tuono’ x ‘Ferragnes’ 7 9 ‘Tuono’ x ‘Ferralise’ &
i8¢ 1 813, S,5; l 5,5,
Designacion en parcela Designacion en parcela
M-1-78" a ‘M-2-15' ‘M-2-55' a ‘M-2-7¢’
(37 plantas) (22 plantas)
¢ ‘Ferragnés’ x ‘Tuono’ & ¢ ‘Ferralise’ x ‘Tuono’
s133 l 5151 5133 l Sisf
Designacion en parcela Designacion en parcela
‘M-2-16 a ‘M-2-54' ‘L-2-.72' a ‘'L-3-63'
(39 plantas) (91 plantas)

Genealogia de ‘Ferragnés’ y ‘Ferralise’

Q ‘Cristomorto’ x ‘Ai’' &
§152 | 8384

Q ‘Ferraduel’ x ‘Ferragnés’
84S, ] 18,

‘Ferralise’
5,5,

Fig. 2.1 Composicion alélica de las descendencias estudiadas y genealogia de 'Ferragnés'y 'Ferralise'.

Como se puede observar en la Fig. 2.1, 'Ferralise' procede del cruzamiento de dos
hermanas completas, 'Ferraduel' y 'Ferragnés', con lo que presenta un coeficiente de endogamia de
0,25 (LANSARI ET AL., 1994). Es posible que la consanguinidad observada en parte de estas
descendencias, no s6lo se deba a la aportacion genética por parte 'Ferralise', sino también a la de
‘Tuono' y a su posible parentesco con 'Cristomorto’, parental femenino de 'Ferraduel' y 'Ferragneés',
ya que 'Tuono' y 'Cristomorto' proceden de la regién italiana de la Apulia y poseen el alelo Sy de

autoincompatibilidad. En todo caso, los descendientes de 'Ferragnés' deberian mostrar un menor

37



Material vegetal

efecto de la consanguinidad que los de 'Ferralise’. Sin embargo, los efectos de la consanguinidad
sobre la supervivencia de los individuos hasta la evaluacion de la transmision de la
autocompatibilidad, no parecen tener influencia segun el parental autoincompatible, sino que parece
tener mas influencia el sentido del cruzamiento, presentando mas mortalidad los individuos de las

familias en las que "Tuono' fue utilizado como parental femenino.

Los cruzamientos que generaron las descendencias estudiadas se realizaron durante la
primavera de 1993. En otofio de ese afio se recogieron los frutos (Cuadro 2.1) se estratificaron
durante dos meses. En diciembre se colocaron en cajoneras de vivero, donde permanecieron
desarrollandose durante todo el afio 1994. En enero de 1995, se transplantaron en parcela
colocandose a una distancia de 10 a 20 cm (Fig. 2.2). Cuatro afios mas tarde, se empezaron a

recoger muestras de flores, para realizar los estudios de la autocompatibilidad en estas poblaciones.

Fig. 2.2 Detalle de la distancia de plantacién y etiquetado del material vegetal estudiado.

Cuadro 2.1 Porcentajes de supervivencia respecto a semillas obtenidas en los cruzamientos.

Cruzamiento origen | Semillas obtenidas Plantas a parcelas | Plantas en evaluacion
"Tuono' x 'Ferragnés' 78 66 (84,6%) 37 (47,4%)
'Ferragnés' x 'Tuono' 76 41 (53,9%) 39 (51,3%)
Tuono' x 'Ferralise’ 72 36 (50,0%) 22 (30,5%)
'Ferralise' x "Tuono' 133 111 (83,4%) 91 (68,4%)
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A continuacién se describen los parentales utilizados en las poblaciones estudiadas y sus

antecesores conocidos.

'Ferragnés'. Variedad autoincompatible francesa, obtenida por Charles Grasselly (INRA)
del cruzamiento 'Cristomorto' x 'Ai". Comenzo6 a difudirse en 1967, teniendo un gran éxito en el area
mediterranea. Variedad de referencia. Muestra un vigor medio, con porte semi-erecto, poco
ramificado. La floracion es tardia, sobre ramos mixtos y, preferentemente, en ramilletes de mayo.
Muestra una elevada densidad de flor. La época de recoleccion es media y su recoleccion es facil.
El descascarado es mediocre por mostrar cascara semi-dura y con capas. Buen rendimiento al
descarado, en torno al 40%, aunque dificil por esta presencia de capas. Apta para reposteria y, por
no presentar pepitas dobles, también para peladillas. Variedad muy productiva, con buena

adaptacion. Facil de formar y de podar, pero sensible a Fusicoccum.

'Ferralise'. Variedad autoincompatible francesa, obtenida por Charles Grasselly (INRA) del
cruzamiento 'Ferraduel' x 'Ferragnés'. Comenzo a comercializarse en 1980, no alcanzando el éxito
esperado. Presenta un vigor medio, con porte erecto muy ramificado. Florece mas tarde que
'Ferragnés' sobre ramos mixtos y ramilletes de mayo, y muestra buena densidad floral. Los pétalos
son blancos y el tamafio floral es medio-pequefio. Muestra una facilidad de recoleccion y de
descascarado medias. La maduracion es medio-temprana. Tiene cascara semi-dura y el
rendimiento al descascarado es bajo, del 28%. No presenta pepitas dobles y tienen un buen sabor,
lo que las capacita para todos los usos. Es una variedad que pese a tener la floracion muy tardia
sufre heladas con facilidad, ya que es sensible al frio incluso antes de abrir la yema floral. Es
sensible al Fusicoccum.

"Tuono'. Variedad autocompatible de genealogia desconocida. Originaria de la Apulia
(Italia), se ha extendido por los paises mediterraneos, en los que se ha utilizado ampliamente en los
programas de mejora como donante de la autocompatibilidad. Arbol de buen vigor, con porte abierto
y relativamente poco ramificado. Practicamente florece sobre ramilletes de mayo, lo que le otorga
una alta densidad floral. La floracion es tardia y la maduracién es de semitemprana a temprana. Es
muy productiva. Se recolecta y descascara facilimente. El fruto tiene cascara dura, con un
rendimiento medio, del 35%, y un porcentaje de pepitas dobles alto, del 25 al 35%. La pepita tiene
buen sabor y aspecto, adaptable para todo uso. Entra rapidamente en produccion y es bastante

tolerante a heladas tardias, aunque es sensible a Polystigma.

39



Material vegetal

'Ai". Antigua variedad autoincompatible francesa de origen desconocido, bastante utilizada
en el programa de mejora francés. Se ha tomado como variedad de referencia en muchos paises
del mediterraneo. Arbol vigoroso, de porte caedizo muy ramificado, caracteristica que la hace de
dificil poda. Muestra floracion tardia sobre ramos mixtos, con una densidad abundante. El color de
sus flores es blanco. Presenta una época de maduracion media. El descascarado no es muy facil
debido a su cascara semi-mollar. Rendimiento al descascarado del 40 al 42%. La proporcion de
pepitas dobles es muy baja. Las pepitas son de buena calidad, apropiadas para pasteleria y
aperitivos.

'Cristomorto’. Variedad autoincompatible originaria de la Apulia (ltalia) de origen
desconocido, bastante utilizada en algunos programas de mejora por su floracion tardia. Arbol de
porte semi-erecto, vigoroso, con ramificacion media-escasa. Floracion en ramilletes de mayo
abundante, aunque un poco vecera, lo que conlleva una produccion un tanto alternante. La fecha de
maduracién es media, es facil de recolectar y descascarar. Tiene cascara dura. El rendimiento al
descascarado es del 30%. Muestra de un 20 a un 25% de pepitas dobles. Pepitas de buena calidad

aptas para todo uso. Conviene plantarla en regadio, para aminorar la veceria.

Para la evaluacion de la capacidad polinizadora y la dindmica de los tubos polinicos en
algunos individuos de las poblaciones estudiadas, se tomaron pistilos y polen testigo de las

siguientes variedades:

'Marcona'. Variedad autoincompatible procedente del Levante de Espafia, probablemente
de Alicante, con difusién a nivel nacional y cultivada en otros paises. Muestra un vigor medio, con
porte medio y ramificacion abundante. Florece sobre ramos mixtos y brotes cortos. Muestra flores
pequefias, muy densas, con pétalos rosados y estrechos. La época de floracion es media-temprana.
Suele dar buenas producciones, aunque a veces es vecera. La fecha de maduraciéon es media
respecto a las ofras variedades, mostrando facilidad de recoleccion y un excelente descascarado.
Presenta un fruto redondeado, de cascara dura, y un rendimiento al descascarado del 24 al 27%.
Casi no tiene pepitas dobles, del 0 al 2%. Almendra de tamafio medio a grande, redondeada, con
una forma muy caracteristica y definitoria. Calidad excelente, para elaborar turrén tipo Alicante y
almendra frita y salada. Variedad exigente en abonado y cuidados como la poda. Actualmente es la

variedad que més se cotiza en el mercado por sus excelentes cualidades organolépticas.

'Titan'. Variedad originaria de California, procedente de la polinizacién libre de 'Tardy

Nonpareil', seleccionada por su floracion tardia con el propdsito de la obtencidn de semillas hibridas
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naturales almendro x melocotonero producto de su polinizacién por el melocotonero ‘Nemaguard',
para la produccion de patrones francos (JONES, 1972). Como variedad no ha presentado interés
comercial y se ha utilizado en algun programa de mejora como parental de floracién tardia (SociAS |
CoMPANY ET AL., 1999). Presenta un fruto amigdaloide, de cascara blanda bien cerrada, y un
rendimiento al descascarado en torno al 60%. No suele tener pepitas dobles. Aimendra de tamafio

medio a grande, con forma eliptica. El sabor de su pepita es de agradable a bueno.
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3. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LA AUTOCOMPATIBILIDAD EN LAS
PROGENIES MEDIANTE LA OBSERVACION MICROSCOPICA DE LA
INTERACCION POLEN-ESTILO

3.1. INTRODUCCION

Como se ha indicado en la introduccién general (Apartado 1.8), la mayoria de los estudios
de la transmision de la autocompatibilidad procedente de 'Tuono' a las descendencias obtenidas en
los cruzamientos con 'Ferragnés' y 'Ferralise', han sido determinaciones fenotipicas, principalmente

mediante la observacion de los cuajados producidos en ramas embolsadas.

Los ensayos en campo son necesarios pero, sin embargo, no suelen ser concluyentes,
debido a la influencia de muchas variables exteriores que causan diferencias significativas en el
cuajado de un afio a otro, o entre diferentes localidades (SocIAS | COMPANY ET AL., 2002). En las
determinaciones de la autocompatibilidad mediante el computo de los frutos cuajados en ramas
embolsadas, debe considerarse la presencia de factores negativos, que pueden disminuir el
cuajado, no relacionadas con la autocompatibilidad polen-estilo de la planta. La presencia de
heladas desde el conteo de las yemas de flor hasta el conteo final de los frutos, pueden reducir e
incluso anular el cuajado de frutos. La manipulacion de las ramas cuando se coloca y se retira la
bolsa suele dafiar parte de las yemas de flor y de los frutos pequefios, que acaban cayéndose,
obteniendo un cuajado final no real. Los vientos fuertes hacen golpear las ramas embolsadas
produciendo un efecto “ariete”, desprendimiento yemas dentro de las bolsas, con su influencia
reductora en la estimacion del cuajado. Las condiciones ambientales en el interior de la bolsa,
principalmente la temperatura y la humedad, son distintas a las que soporta el resto de la planta. Se
desconoce si el diferente ambiente en el interior de la bolsa influye en el crecimiento inicial del fruto,
o si los frutos sufren estrés en la adaptacion a las nuevas condiciones tras la retirada de la bolsa.
Ademas, el cuajado obtenido no sélo depende de la autocompatibilidad de la planta, sino también
de su capacidad de autopolinizacion, sin la presencia de vectores entomdfilos del polen, es decir, se
evalla la autogamia de la planta, pero condicionada por unos factores ambientales impredecibles,

que en muchos casos la desvirtian.

Una forma de evitar los problemas relacionados con el trabajo en el campo y las
contingencias ambientales que pueden afectar al estudio de la autocompatibilidad, es la realizacion
de la autopolinizacion manual en flores individuales en el laboratorio y observar posteriormente a

través del microscopio, el crecimiento de los tubos polinicos propios hasta la base del estilo.
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Las autopolinizaciones en laboratorio se pueden realizar en ramas cortadas, emasculando y
polinizando manualmente sobre ellas, pero ello requiere una gran cantidad de espacio, una alta
densidad de yemas florales (Socias | Company, 1988), y puede suponer un dafic importante en
plantas jovenes. Gran parte de estos problemas puedan ser solucionados mediante la recogida de
flores individuales en parcela, su emasculacién en laboratorio, y colocacién en mallas flotantes o
espuma de florista impregnada con agua, y su posterior polinizacién manual. Esta técnica permite
recoger las yemas florales en el momento fenoldgico preciso, en varios dias si es necesario o si la
planta tiene pocas flores por su juventud, asi como un estudio individualizado de cada flor. Los
resultados de los ensayos en laboratorio son totalmente correnacionables con los de campo (SOCIAS

I CoMPANY, 2001), por lo que presentan una gran fiabilidad.

La tincién de la callosa de los tubos polinicos (CURRIER, 1957) con lacmoide (CHEADLE ET
AL., 1953) o con azul de anilina (LINSKENS Y ESSER, 1957), permite observar mediante el microscopio
el comportamiento de los tubos polinicos y analizar la naturaleza de las polinizaciones realizadas en
el laboratorio 0 en el campo. En las polinizaciones autoincompatibles se puede determinar el nivel
del estilo al que se produce la parada del crecimiento y la expresién morfolégica de la
autoincompatibilidad en los tubos polinicos, como el crecimiento tortuoso final y el engrosamiento se
sus extremos (SOCIAS | COMPANY ET AL., 1976). En las polinizaciones compatibles, los tubos polinicos
progresaran a través del estilo y una porcién de ellos, llegaran a la base del estilo (Socias |
CoMPANY Y ALONSO, 2004). Ademas, si se recogen muestras separadas en el tiempo desde que se
realiza la polinizacion es posible determinar el momento de la parada de los tubos polinicos en
polinizaciones autoincompatibles, calcular la tasa de crecimiento de los tubos polinicos en diferentes

periodos y estimar el periodo efectivo de polinizacién.

Por todas estas razones, se decidié caracterizar el fenotipo de autocompatibilidad /
autoincompatibilidad en las plantas de las progenies de "Tuono' con las variedades 'Ferragnés' y

'Ferralise' mediante la autopolinizacién de flores individuales en laboratorio.

Las variedades 'Ferragnés' y 'Ferralise’ comparten el alelo Sy con 'Tuono' (GRASSELLY ET AL.,
1985), por lo que las proporciones fenotipicas esperadas (Fig. 3.1) deberian estar de acuerdo con
las propuestas en los sistemas de incompatibilidad gametofitica (EAST Y MANGLESDORF, 1925),
confirmadas para el almendro por DICENTA Y GARcia (1993). En los cruzamientos en los que Tuono'
fue el parental femenino, la mitad de la descendencia deberia ser autocompatible y la otra mitad
autoincompatible. En las familias en las que Tuono' fue el parental masculino, las plantas obtenidas

deberian ser todas autocompatibles, ya que solo los granos de polen portadores del alelo Sy,
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estarian capacitados para superar las barreras de autoincompatibilidad de los pistilos de 'Ferragnés'

y 'Ferralise' y aportar su dotacion genética a la nueva generacion.

Proporciones fenotipicas esperadas
¢ ‘Tuono’ x ‘Ferragnés’ & Q “Tuono’ x ‘Ferralise’ &

$18; l $:8; $18; l $18;
50 % autoincompatible 50 % autoincompatible
50 % autocompatible 50 % autocompatible

s’ x ‘Tu : ‘Ferralise’ x ‘Tuono
‘Ferragnés’ x ‘Tuono’ & Ferralise’ x ‘T e
$,5, $,5; S, 8,5,

100% autocompatible 100% autocompatible

Fig. 3.1 Proporciones fenotipicas esperadas en las descendencias.

3.2. MATERIAL Y METODOS

3.2.1 OBTENCION DE LAS MUESTRAS Y AUTOPOLINIZACION MANUAL

Durante las floraciones de 1998 a 2003, se recolectaron en los arboles de las familias (Fig.
2.1) una muestra al azar de 20 yemas de flor en estado D (FELIPE, 1977) con la maxima longitud de
pedunculo posible. Las yemas de cada individuo se colocaron en pequefias bolsas debidamente
etiquetadas, manteniéndolas frescas dentro de una nevera portétil, si la temperatura ambiental lo

aconsejaba, hasta su traslado al laboratorio.

Una vez en laboratorio, las yemas se emascularon mediante unas pinzas especiales,
dejando solamente el pistilo con la base del receptaculo floral y el pedinculo (Fig.3.2). Las flores
emasculadas se apoyaron cuidadosamente en mallas de pléstico semirigido flotantes en el interior
de bandejas, lo que permite el contacto del pedinculo con el agua contenida en la bandeja (Fig.3.3).
El polen de los 20 botones emasculados se recogio en pequefias bandejas etiquetadas de papel,
que se colocaron en bancadas a la temperatura del laboratorio, consiguiéndose una rapida
dehiscencia de las anteras. Durante el proceso de emasculacion y extraccién del polen se
extremaron las precauciones para evitar la contaminacién con polen extrafio, limpiando con etanol

de 96° las superficies e instrumentos utilizados en cada cambio de muestra.

A las 48 horas de la emasculacion se procedid a la autopolinizacion manual de los 20
pistilos de cada muestra, ya que se considera que el estigma esta totalmente receptivo. El proceso
de autopolinizacion manual se realiz6 en cada muestra de la forma siguiente: limpieza de las manos

con alcohol de 96°, vertido de las anteras en un tubo de ensayo estéril, agitacién del tubo tapandolo
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con la yema del dedo indice y polinizacion frotando suavemente la yema del dedo indice sobre los
estigmas.

A las 96 horas desde la autopolinizacién manual, tiempo mas que suficiente para que los
tubos polinicos lleguen a la base del estilo (SociAs | COMPANY ET AL., 1976) a la temperatura del
laboratorio (media dia-noche de unos 15°C), se retiraron los pistilos del resto de la flor,
introduciéndolos en pequefios frascos de cristal etiquetados con 5 ml de sulfito sodico al 5%.
Seguidamente los frasquitos se mantuvieron en el autoclave a 1,2 atmdsferas de presién durante 20
minutos, produciéndose el ablandamiento de los tejidos y la esterilizacidn de las muestras de
manera que éstas puedan conservarse perfectamente en un frigorifico a 4°C, libres de

contaminacién por hongos y bacterias hasta su observacion.

3.2.2 OBSERVACION MICROSCOPICA DE LOS TUBOS POLINICOS

La tincion de las muestras se realizo por inmersion de los estilos en azul de anilina al 0,1%
en fosfato potasico 0,1 N, durante la noche previa a la observaciéon microscdpica. Previamente, los
estilos se separaron del ovario y se les eliminé la pilosidad, que dificulta la observacién, mediante
una aguja de laboratorio, dejando solo el tejido transmisor de los estilos (Socias | CoMPANY, 1979).
Una vez tefiidos, se colocaron ordenadamente 6 estilos sobre un portaobjetos y se realizé el
aplastamiento del tejido estilar con ayuda del cubreobjetos, para su observacidn mediante el
microscopio de fluorescencia ultravioleta (LINSKENS Y ESSER, 1957). Para ello se utilizd un
microscopio Leitz Ortholux II, con un sistema de luz ultravioleta incidente incorporado, que utiliza

como fuente luminosa una lampara de alta presion de mercurio Osram HBO 200 W/4 (Fig. 3.4).

3.2.3 DETERMINACION DEL NIVEL DE PENETRACION DE LOS TUBOS POLINICOS EN EL TEJIDO

ESTILAR

En todas las muestras se descartaron los pistilos en los que se observé una falta de polen
en el estigma o una deficiente germinacion y penetracion en el tejido estigmatico. Una observacion
anual se consider6 positiva para la autocompatibilidad cuando una muestra de al menos 6 pistilos
presento la llegada de tubos polinicos propios a la base del pistilo de al menos el 50% de la
muestra. Una planta se considera autocompatible cuando se producen dos o mas observaciones
anuales positivas, y autoincompatible si esto no sucede. En el caso de no llegar los tubos polinicos
propios a la base del estilo, se anot6 la altura a la que se detenian (en el primer, segundo o tercer
tercio del estilo), asi como los casos probables, pero sin certeza, de la llegada de tubos polinicos a

la base del estilo. En los estilos con tubos polinicos en sus bases, se anot6 su cantidad aproximada.
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Con los datos obtenidos se realizaron analisis de varianza y de separacién de medias mediante el
programa estadistico SAS V8 (SAS, 1999) y con las proporciones fenotipicas obtenidas se realizé la

prueba de bondad de ajuste 2 con la correccion de continuidad de YATES (1934).

FORMA DE LA PINZA POSICION DE LAPINZA  FLOR EMASCULADA

Fig. 3.2 Emasculacién de las flores (Socias | COMPANY Y FELIPE, 1977).

Fig. 3.4 Microscopio de fluorescencia.
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3.3.RESULTADOS

3.3.1 FENOTIPO EN FUNCION DE LA CANTIDAD DE PISTILOS CON TUBOS POLINICOS EN LA BASE
DEL ESTILO

En los Cuadros 3.1, 3.2, 3.3 y 3.4 se muestran los resultados del crecimiento de los tubos

polinicos para los individuos de las distintas familias durante los afios de estudio.

Cuadro 3.1 Pistilos con llegada de tubos polinicos a la base del estilo en la familia 'Tuono' x 'Ferragnés'. Fenotipo
asignado segun los resultados.

N° Ano .
Total % Fenotipo

Planta | 1998 1999 2000 2001 2002 2003
M-1-78 0de6 12de 14 | 11de 12 23de32 | 72 | Autocompatible
M-1-79 3de 12 11de12 | 1de3 | 15de27 | 56 | Autocompatible
M-1-80| Ode3 0de?2 O0de3 0de 12 0de 20 0 | Autoincompatible
M-1-81 12de 12 | 11de 12 23de24 | 96 | Autocompatible
M-1-82| 0de6 0de12 0de 18 0 | Autoincompatible
M-1-83 0de6 0de12 | 0de12 0de 30 0 | Autoincompatible
M-1-84 0de12 | 1de12 1de 24 4 | Autoincompatible
M-1-85 O0de4 11de11 | 11de15| 73 Dudoso
M-1-86 0de6 | 12de12 | 12de12 | 12de12 | 12de 12 | 48de54 | 88 | Autocompatible
M-1-87 | 4de12 3de6 | 12de12 | 9de9 28de39 | 72 | Autocompatible
M-1-88 2de12 | 2de12 | 17 Falta de datos
M-1-89 1de8 0de8 1.de 16 6 | Autoincompatible
M-1-90 1de2 | 12de12 | 11de12 24de26 | 92 | Autocompatible
M-1-91 0de6 12de 12 | 10de 10 22de28 | 79 | Autocompatible
M-1-92 1de6 5de6 | 6de12 | 50 | Autocompatible
M-1-93| 6de6 1de6 8de12 | 8de12 23de 36 | 64 | Autocompatible
M-1-94 3de6 5de5 9de9 | 17de20 | 85 | Autocompatible
M-1-95| 0de6 10de12 | 7de12 17de30 | 57 | Autocompatible
M-1-96 | 6de6 1de6 | 12de12 | 9de 12 28de 36 | 77 | Autocompatible
M-1-97 9de 12 6de8 15de20 | 75 | Autocompatible
M-1-98 6de6 | 12de12 | 12de 12 30de 30 | 100 | Autocompatible
M-1-99 Sin datos
M-2-01 0de6 5de 12 12 de 12 17de 30 | 57 | Autocompatible
M-2-02 | 6de12 5de 6 6 de 6 17de24 | 71 | Autocompatible
M-2-03 0de6 1de12 | 0de10 1de 28 4 | Autoincompatible
M-2-04 0de10 | 0de12 0de 22 0 | Autoincompatible
M-2-05 0de12 | 3de1 3de23 | 13 | Autoincompatible
M-2-06| 1de5 0de12 | 0de12 | 0de12 1 de 41 2 | Autoincompatible
M-2-07| 0de6 0de6 2de12 | 0de12 2 de 36 6 | Autoincompatible
M-2-08 0de12 | 2de12 2de 24 8 | Autoincompatible
M-2-09 10de12 | 11de 12 21de24 | 88 | Autocompatible
M-2-10 11de11 | 12de 12 23de23 | 100 | Autocompatible
M-2-11| 5de 10 2de6 7de12 | 9de12 23de40 | 58 | Autocompatible
M-2-12 4de6 | 12de12 | 10de 12 26de 30 | 86 | Autocompatible
M-2-13 Sin datos
M-2-14| 0deb6 0de6 3de 12 0de8 3de 32 9 | Autoincompatible
M-2-15] 0de 12 0de6 0de12 | 1de12 1.de 42 2 | Autoincompatible

Fenotipo observado : Llegada de tubos polinicos a la base :

Individuo autocompatible. Muestra sin datos para ese afio.

Individuo autoincompatible. Muestra menor de 6 pistilos.

Individuo de fenotipo dudoso. Muestra sin llegada de tubos polinicos.

Individuo sin datos o insuficientes. Muestra con llegada en menos del 50% de los pistilos.

Muestra con llegada en mas del 50% de los pistilos.
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Cuadro 3.2 Pistilos con llegada de tubos polinicos a la base del estilo en la familia 'Ferragnés' x "Tuono'. Fenotipo
asignado segun los resultados.

- Al Total % Fenotipo
Planta | 1998 1999 2000 2001 2002 2003
M-2-16 ] 4de9 8de12 | 12de 12 12de 12 | 31de47 | 76 | Autocompatible
M-2-17 7de12 | 12de 12 19de24 | 79 | Autocompatible
M-2-18 12de12 | 14 de 14 26de 26 | 100 | Autocompatible
M-2-19 0de6 | 12de12 | 11de 11 25de29 | 79 | Autocompatible
M-2-20 0de6 | 12de12 | 5de6 17de24 | 71 | Autocompatible
M-2-21] 6de12 | 0de6 12 de 12 2de3 | 20de33 | 61 | Autocompatible
M-2-22 8de 12 4de6 12de 18 | 66 | Autocompatible
M-2-23 2de6 8de12 | 10de 11 20de29 | 69 | Autocompatible
M-2-24] 3de4 3de6 | 12de12 | 9de 11 27de 33 | 82 | Autocompatible
M-2-25 6de6 9de11 | 11de 11 26de28 | 93 | Autocompatible
M-2-26 4de6 | 12de 12 16de 18 | 89 | Autocompatible
M-2-27 6de12 | 10de 12 16de 24 | 66 | Autocompatible
M-2-28 8de 12 8de12 | 66 Falta de datos
M-2-29 6de6 | 12de12 | 6de 12 24de 30 | 80 | Autocompatible
M-2-30 | 5de6 12de 12 | 12de 12 29de 30 | 97 | Autocompatible
M-2-31] 5de6 12de 12 | 8de 12 25de 30 | 83 | Autocompatible
M-2-32 12de 12 | 12de 12 24 de 24 | 100 | Autocompatible
M-2-33 0de6 7de10 | 12de 12 19de28 | 68 | Autocompatible
M-2-34 12de12 | 4deb6 16de 18 | 88 | Autocompatible
M-2-35 Sin datos
M-2-36 6de6 | 11de11 | 12de 12 29de 29 | 100 | Autocompatible
M-2-37 12de12 | 12de 12 | 100 | Falta de datos
M-2-38 10de 12 | 12de 12 22de24 | 92 | Autocompatible
M-2-39 12 de 12 12de 12 | 100 | Falta de datos
M-2-40 | 6de6 5de6 | 12de12 | 12de 12 35de 36 | 97 | Autocompatible
M-2-41] 6de6 6de6 | 10de12 | 3deb 25de 30 | 83 | Autocompatible
M-2-42 1de3 1de3 33 Falta de datos
M-2-43 7de7 7de7 | 100 | Falta de datos
M-2-44| 4de6 1de6 | 12de12 | 11de 12 28de 36 | 78 | Autocompatible
M-2-45| 1de12 | 2deb6 3de 10 7de14 | 13ded2 | 31 Dudoso
M-2-46 Sin datos
M-2-47 13de 13 6de6 | 19de 19 | 100 | Autocompatible
M-2-48 ] 5de12 | 6deb 5de 6 16de24 | 66 | Autocompatible
M-2-49 Sin datos
M-2-50 12de12 | 4ded | 12de12 28 de 28 | 100 | Autocompatible
M-2-51 9de9 9de9 | 100 | Falta de datos
M-2-52 10 de 11 6de6 | 16de17 | 94 | Autocompatible
M-2-53 6 de 6 6de6 | 100 | Falta de datos
M-2-54 2de7 7de7 9de14 | 64 | Autocompatible

Fenotipo observado :

Individuo autocompatible.
Individuo autoincompatible.
Individuo de fenotipo dudoso.

Individuo sin datos o insuficientes.

Llegada de tubos polinicos a la base :
Muestra sin datos para ese afio.

Muestra menor de 6 pistilos.

Muestra sin llegada de tubos polinicos.
Muestra con llegada en menos del 50% de los pistilos.
Muestra con llegada en mas del 50% de los pistilos.
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Cuadro 3.3 Pistilos con llegada de tubos polinicos a la base del estilo en la familia ‘Tuono' x 'Ferralise'. Fenotipo
asignado segun los resultados.

Fenotipo
2003
1de35 | 3
4de36 | 11
2de 30
2de 12 2de 32
1de7 3de28 | 11
2de 12 2de 25
12 de 12 26 de 40
22 de 26
2de 30
3 de 36
| 2de12 |
|
| 2de12 2de 36
| 4de12 | 12de 12 21de 42
6de6 | | 12det2 24 de 24
Fenotipo observado : Llegada de tubos polinicos a la base :
Individuo autocompatible. Muestra sin datos para ese afio.
Individuo autoincompatible. Muestra menor de 6 pistilos.
Individuo de fenotipo dudoso. Muestra sin llegada de tubos polinicos.
Individuo sin datos o insuficientes. Muestra con llegada en menos de 50% de los pistilos.

Muestra con llegada en mas del 50% de los pistilos.
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Cuadro 3.4 Pistilos con llegada de tubos polinicos a la base del estilo en la familia 'Ferralise' x "Tuono'. Fenotipo
asignado segun los resultados.

- LG Total % Fenotipo
Planta | 1998 1999 2000 2001 2002 2003
L-2-72 12de 12 | 12de 12 24 de 24 | 100 | Autocompatible
L-2-73 3de6 8de12 | 9de12 23de 30 | 77 | Autocompatible
L-2-74 3deb 3de3 | 12de12 18de21 | 86 | Autocompatible
L-2-75 8de 12 1de10 | 9de22 | 41 Dudoso
L-2-76 | 6de6 3deb 12 de 12 21de24 | 83 | Autocompatible
L-2-77 | 0de6 1de6 0de8 | 0de12 | 2de12 | 4de12 | 7de56 | 12 | Autoincompatible
L-2-78 8de12 | 8de12 16de24 | 66 | Autocompatible
L-2-79 | 0de6 0de6 1de12 | 0de12 | 0de12 1de 48 2 | Autoincompatible
L-2-80 2de 12 6de9 | 8de21 | 38 Dudoso
L-2-81 | 5de6 4de6 7de7 6de 12 22de 31| 69 | Autocompatible
L-2-82 2de6 8de8 | 10de14 | 71 | Autocompatible
L-2-83 | 6deb 4de6 | 12de12 | 8de 12 30de 36 | 83 | Autocompatible
L-2-84 | 3de6 5de6 8de12 | 10de 12 26de 36 | 72 | Autocompatible
L-2-85 10de 10 | 10de 10 | 100 | Falta de datos
L-2-86 9de9 9de9 | 100 | Falta de datos
L-2-87 | 3deb6 4de6 | 12de12 | 12de 12 31de36 | 86 | Autocompatible
L-2-88 | 6de7 0de6 0de 10 6de23 | 26 Dudoso
L-2-89 | 1de12 | 0de6 | 8de12 | 2de12 | 12de12 23de54 | 42 Dudoso
L-2-90 2de6 8de12 | 7de12 17de 30 | 57 | Autocompatible
L-2-91 | 6de6 12de 12 | 6de12 24de 30 | 80 | Autocompatible
L-2-92 | 4de4d 6de6 | 11de12 | 11de 11 32de33 | 97 | Autocompatible
L-2-93 | 1de3 6de6 12de 12 19de21 | 90 | Autocompatible
L-2-94 | 4deb 11de 12 | 12de 12 27de30 | 90 | Autocompatible
L-295 | 3de5 4de6 9de 10 16de21 | 76 | Autocompatible
L-2-96 | 6de6 4de6 6 de 6 16de 17 | 94 | Autocompatible
L-2-97 | 4deb 1de6 3de6 | 3det2 11de30 | 37 Dudoso
L-2-98 | 6deb 2de 6 5de 12 | 12de 12 25de 36 | 69 | Autocompatible
L-2-99 | 6de12 5de6 | 10de12 | 7de8 28de 38 | 47 | Autocompatible
L-3-01 | 5de5 3de6 | 12de12 | 11de 12 31de35| 89 | Autocompatible
L-3-02 | 4de6 2de6 9de12 | 12de 12 27de36 | 75 | Autocompatible
L-3-03 | 8de 12 3de4 | 10de 11 21de27 | 78 | Autocompatible
L-3-04 | 5de 11 2de6 11de 12 18de 29 | 62 | Autocompatible
L-3-05 | 3de3 5de6 | 8de12 | 9de10 25de 31 | 81 | Autocompatible
L-3-06 | 5deb 4de 6 8de 11 17de 23 | 74 | Autocompatible
L-3-07 | 4de6 0de6 8de 12 6 de 12 18de 36 | 50 | Autocompatible
L-3-08 9de10 | 12de 12 21de22 | 95 | Autocompatible
L-3-09 | 6de6 4de6 11de 11 21de23 | 91 | Autocompatible
L-3-10 | 5deb6 1de6 | 7de12 | 7de11 20de 35 | 57 | Autocompatible
L-3-11| 6de6 3de6 12de 12 21de24 | 88 | Autocompatible
L-3-12 | 5de12 | 0deb6 6de12 | 6de12 17de 42 | 40 Dudoso
L-3-13 | 3de12 3de12 | 0de12 | 3de12 9de48 | 19 | Autoincompatible
L-3-14 | 3de 12 0de6 5de9 4de 12 3ded | 15de43 | 35 Dudoso
L-3-15 | 6de12 | 0deb6 10de12 | 3de15 19de45 | 42 Dudoso
L-3-16 | 5de6 10de 12 | 11de 12 26de 30 | 87 | Autocompatible
L-3-17 7de7 6 de 11 13de 18 | 72 | Autocompatible
L-3-18 | 7de12 | 0de5 | 0de12 | 0de10 | 4de12 11de 51 | 20 | Autoincompatible
L-3-19 2de2 9de9 11de 11 | 100 | Autocompatible
L-3-20 | 5de6 5de 6 6de9 | 11de11 27de32 | 84 | Autocompatible
L-3-21 1de6 | 12de 12 13de 18 | 72 | Autocompatible
L-3-22 12de 12 | 12de 12 24 de 24 | 100 | Autocompatible

(Continua en pagina siguiente)
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Cuadro 3.4 (Continuacion).
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Individuo autocompatible.
Individuo autoincompatible.
Individuo de fenotipo dudoso.
Individuo sin datos o insuficientes.

Muestra sin datos para ese afio.

Muestra menor de 6 pistilos.
Muestra sin llegada de tubos polinicos.

N° Aio :

Total % Fenotipo
Planta | 1998 1999 2000 2001 2002 2003
L-323 | 6de6 11de 12 | 10de 10 27de28 | 96 | Autocompatible
L-3-24 5de9 | 12de 12 17de21 | 81 | Autocompatible
L-3-25 | 4de 12 4 de 6 7de 12 3de5 18de 35 | 51 | Autocompatible
L-3-26 | 3de 12 0de6 4de10 | 3de10 1de12 | 11de50 | 22 | Autoincompatible
L-3-27 | 6de7 6de6 6de 10 18de23 | 78 | Autocompatible
L-3-28 | 6de6 2de6 12de 12 20de 24 | 83 | Autocompatible
L-3-29 | 4de4 4de6 7de 12 15de 22 | 68 | Autocompatible
L-3-30 | 5de6 3de6 15 de 15 23de 27 | 85 | Autocompatible
L-3-31 Sin datos
L-3-32 | 0deb6 0de6 0de24 | 0de12 2de14 | 2de62 3 | Autoincompatible
L-3-33 0de6 10de 12 | 12 de 12 22de30 | 73 | Autocompatible
L-3-34 | 2de8 12de12 | 12de 12 26de 32 | 81 | Autocompatible
L-3-35 0de5 | 4de12 2de5 | 4de12 | 12de12 | 22de 46 | 48 | Autocompatible
L-3-36 8de9 12de 12 | 20de21 | 95 | Autocompatible
L-3-37 | 5de6 6de6 4ded4 | 14de 14 29de 30 | 97 | Autocompatible
L-3-38 | 6deb6 6de6 | 12de12 | 12de 12 36de 36 | 100 | Autocompatible
L-3-39 | 6de6 5de6 | 11de12 | 6de9 28de 33 | 85 | Autocompatible
L-3-40 0de6 0de7 3de 11 3de24 | 12 | Autoincompatible
L-3-41 | 6deb 6de6 12 de 13 24de25 | 96 | Autocompatible
L-3-42 5de6 12 de 12 17de 18 | 94 | Autocompatible
L-3-43 | 6de6 1de6 4de4d 7 de 11 18de 27 | 67 | Autocompatible
L-3-44 | 4deb 3deb 9de 12 7de8 23de 32 | 72 | Autocompatible
L-3-45 3de 12 1de4 4de16 | 25 Dudoso
L-3-46 | 5de 12 5de7 8de 10 18de29 | 62 | Autocompatible
L-3-47 2de10 | 0de12 2de 22 9 | Autoincompatible
L-3-48 | 8de 12 1de6 | 11de12 | 1deb 5de9 26de 45| 58 | Autocompatible
L-3-49 | 6deb 4de6 11de 12 21de24 | 88 | Autocompatible
L-3-50 | 7de12 | 3de6 6de6 | 9de10 25de34 | 74 | Autocompatible
L-3-51 | 5de6 7de7 | 12de12 24de25 ) 96 | Autocompatible
L-3-52 | 6de6 3de6 | 9de12 | 12de 12 30de 36 | 83 | Autocompatible
L-3-53 | 5de6 2de5 6de 6 7de9 20de 26 | 77 | Autocompatible
L-3-54 | 4deb 1de5 7de11 | 10de 10 22de 32 | 69 | Autocompatible
L-3-55| 6de6 10de 10 | 12 de 12 28de 28 | 100 | Autocompatible
L-3-56 | 4de 12 1de6 1de11 | 3de11 0de9 8de43 | 19 | Autoincompatible
L-3-57 | 6de6 3de6 12de 12 | 10de 11 28de29 | 97 | Autocompatible
L-3-58 0de6 10 de 10 8de8 | 18de24 | 75 | Autocompatible
L-3-59 | 0de6 0de6 | 6de12 | 4de10 10de 34 | 29 Dudoso
L-360 | 6deb6 0de6 5de5 | 12de12 23de29 | 79 | Autocompatible
L-361| 5de6 1de6 | 12de12 | 12de 12 30de 36 | 83 | Autocompatible
L-3-62 | 6de6 3de6 11 de 12 20de24 | 83 | Autocompatible
L-3-63 | 6de 12 O0de3 | 12de12 | 12de 12 30de39 | 77 | Autocompatible

Fenotipo observado : Llegada de tubos polinicos a la base :

Muestra con llegada en menos del 50% de los pistilos.
Muestra con llegada en mas del 50% de los pistilos.
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La autopolinizacién manual en laboratorio y la observacién microscépica del crecimiento de
los tubos polinicos es un método preciso en la determinacion del fenotipo de la autocompatibilidad. A
pesar de ello, existen individuos en los que ha resultado imposible determinar su fenotipo de forma
segura, bien por producirse contradiccion entre las observaciones, siendo denominados "fenotipo

dudoso", o bien por no disponer de datos suficientes por falta de flores.

La autopolinizacion manual generalmente produjo el tapizado completo de la superficie
estigmatica por los granos de polen. Se observé ademas como los tubos polinicos penetraban en
general entre las papilas estigmaticas de forma masiva, atravesando el tejido estigmatico y la
primera parte del tejido transmisor del estilo (Fig. 3.5.A). Los tubos polinicos crecen de manera
intercelular a través del tejido transmisor, gracias a las reservas de la matriz extracelular. Se observo
como los tubos polinicos en el primer tercio del estilo produjeron grandes depdsitos de callosa y sus
paredes eran gruesas. En los individuos con fenotipo autoincompatible, los tubos polinicos solian
pararse en el tercio medio del estilo de forma progresiva, mostrando en muchos casos un
crecimiento final tortuoso y engrosado. En los individuos con fenotipo autocompatible, se observo
como la cantidad de tubos polinicos iba decreciendo, asi como el grosor y la cantidad de los
depositos de callosa a medida que disminuia la distancia al ovario (Fig. 3.5.B y C), llegando sélo una
fraccion de los tubos polinicos iniciales a la base del estilo (Fig. 3.5.D), penetrando desde alli en el

ovario.

En la Fig. 3.6 se representa gréficamente el resumen de los fenotipos obtenidos en las
distintas familias, mostrando la diferente distribucion en las descendencias de 'Ferragnes' respecto a
las de 'Ferralise'. En las descendencias en las que 'Tuono' se utilizd como parental femenino, se
esperaba que las proporciones fenotipicas fueran del 50%, pero en la descendencia 'Tuono' x
'Ferragnés' se observd mayor proporciéon de individuos autocompatibles y sin embargo, en la
descendencia de 'Tuono' x 'Ferralise’, predominaron de manera significativa los individuos

autoincompatibles.

En el andlisis conjunto de ambas descendencias (Cuadro 3.5), el rechazo de la hipétesis de
igualdad de proporciones fenotipicas en la descendencia supone un riesgo de error del 49,8%,

mientras que con los resultados de 'Tuono' x 'Ferralise' sélo supone un riesgo de error del 0,9%.

Cuadro 3.5 Prueba de Chi-cuadrado de las proporciones fenotipicas y nivel de significacion.

Familia Autocompatibles Autoincompatibles 42 a

‘Tuono' x 'Ferragnés’ 20 (60,6%) 13 (39,4%) 1,09 0,29
‘Tuono' x ' Ferralise' 4(19,1%) 17 (80,9%) 6,85 0,009
‘Tuono' 9 24 (44,4%) 30 (55,6%) 046 0,498

(2 =valor obtenido de chi-cuadrado, a= nivel de significacion.)
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Fig. 3.5 Crecimiento de los tubos polinicos en el estilo.

A) Crecimiento de los tubos polinicos en la zona del estigma y penetracion en el tejido transmisor.
B) Crecimiento de los tubos polinicos en el primer tercio del estilo.

C) Crecimiento de los tubos polinicos en el tercio medio del estilo.

D) Llegada de los tubos polinicos a la base del estilo.
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Fig. 3.6 Nimero y porcentaje de individuos autocompatibles (AC) y autoincompatibles (Al) en cada familia
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Fig. 3.7 Distribucion de los individuos en funcién de la porcién de pistilos con llegada de tubos polinicos a la base de los

esti

los.
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En las familias en las que 'Tuono' es el parental masculino no se esperaba encontrar
individuos autoincompatibles, tal como ocurrié en los descendientes de 'Ferragnés' x 'Tuono'
evaluados, pero el 11,5% de los descendientes de 'Ferralise’ x 'Tuono' mostrd una clara

autoincompatibilidad (Fig. 3.6).

Al computar la totalidad de pistilos observados en cada planta, se observd que en las
plantas que se habian considerado como autoincompatibles, se habia producido la llegada de los
tubos polinicos a la base en menos del 25% de los pistilos. Las plantas que se habian calificado
como dudosas, mostraban entre el 25 y 50% de pistilos con llegada de tubos polinicos a la base.
Lagicamente, debido al criterio de evaluacion, las plantas consideradas autocompatibles mostraron
mas del 50% de sus pistilos con llegada de tubos polinicos a la base. Asi pues, la porcion de pistilos
con llegada de tubos polinicos puede utilizarse como un indicador de la calidad de la
autoincompatibilidad y la autocompatibilidad (Fig. 3.7). Dentro de las plantas con fenotipo
autocompatible, se pueden denominar como altamente autocompatibles aquellos individuos en los
que se observa la llegada de tubos polinicos a la base del estilo en méas del 75% de los estilos,
considerando que tienen un valor agrondémico mayor ya que se les supone una posibilidad de

cuajado mas alto.

Se observé como en las familias en las que se utilizd "Tuono' como parental femenino, la
proporcion de individuos altamente autocompatibles es similar a la individuos autocompatibles,
mientras que en las familias en las que 'Tuono' fue el parental masculino, la proporcién de individuos

altamente autocompatibles fue netamente superior a la de autocompatibles (Fig. 3.7).

Las observaciones realizadas tienen su reflejo en el analisis de frecuencias mostrado en el
Cuadro 3.6. Se observd que la frecuencia de pistilos con llegada de tubos polinicos a la base del
estilo vario en funcion del fenotipo y direccion del cruzamiento, como es ldgico, ya que el fenotipo se
determind a partir de las proporciones de pistilos con llegada de tubos polinicos a la base
observadas en cada genotipo durante varios afios y la direccion del cruzamiento determina las
proporciones de individuos autoincompatibles en las familias. Dentro de la misma direccién de
cruzamiento, en el conjunto de todos los pistilos observados en los descendientes de 'Ferragnés' se
observo una mayor frecuencia de pistilos con llegada de tubos polinicos a la base del estilo respecto
a la de los pistilos de los descendientes de 'Ferralise'. También el factor afio tiene influencia en la
frecuencia de pistilos observados con llegada de tubos polinicos a la base de los estilos. Sin
embargo, estos datos son orientativos, ya que no todos los genotipos se testaron todos los afios, asi
como en este andlisis los individuos autoincompatibles y dudosos se testaron en mas ocasiones

para confirmar su fenotipo.
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Cuadro 3.6 Frecuencias de pistilos con llegada de tubos polinicos a la base de los estilos.

FENOTIPO Autocompatible Autoincompatible Dudoso Total

Conllegada 1387 pistilos (75,18 %) 53 pistilos (8,39 %) 60 pistilos (35,29 %) 1500 pistilos (56,67 %)
Sinllegada 458 pistilos (24,82 %) 579 pistilos (91,61%) 110 pistilos (64,71%) 1147 pistilos (43,33%)

Total 1845 pistilos (69,70 %) 632 pistilos (23,88 %) 170 pistilos (6,42 %) 2647 pistilos (100 %)

%2 = 888,992 > 20,05 29= 5,991 Prob.: <0,0001

DIRECCION DEL

CRUZAMIENTO "Tuono' "Tuono' & Total

Con llegada 315 pistilos (37,95 %) 1185 pistilos (65,22 %) 1500 pistilos (56,67 %)

Sin llegada 515 pistilos (62,05 %) 632 pistilos (34,78 %) 1147 pistilos (43,33%)

Total 830 pistilos (31,36 %) 1817 pistilos (68,64 %) 2647 pistilos (100 %)
x% = 172,489 > 20,05 19= 3,841 Prob.: <0,0001

DESCENDIENTES DE 'Ferragneés’ 'Ferralise’ Total

Con llegada 596 pistilos (62,80 %) 904 pistilos (53,24 %) 1500 pistilos (56,67 %)

Sin llegada 353 pistilos (37,20 %) 794 pistilos (46,76 %) 1147 pistilos (43,33%)

Total 949 pistilos (35,85 %) 1698 pistilos (64,15 %) 2647 pistilos (100 %)
x2=22,676 > y%,0515= 3,841 Prob.: <0,0001

"Tuono' ¢ 'Tuono' x 'Ferragnes’ '"Tuono' x 'Ferralise' Total

Con llegada 255 pistilos (49,04 %) 60 pistilos (19,35 %) 315 pistilos (37,95 %)

Sin llegada 265 pistilos (50,96 %) 250 pistilos (80,65%) 515 pistilos (62,05 %)

Total 520 pistilos (62,65 %) 310 pistilos (37,35 %) 830 pistilos (100 %)
%2 =72,6707 > %2,05/19= 3,841 Prob.: <0,0001

"Tuono' & 'Ferragnés' x ‘Tuono' 'Ferralise' x 'Tuono' Total

Con llegada 341 pistilos (79,49 %) 844 pistilos (60,81 %) 1185 pistilos (65,22 %)

Sin llegada 88 pistilos (20,51 %) 544 pistilos (39,19 %) 632 pistilos (34,78 %)

Total 429 pistilos (23,61 %) 1388 pistilos (76,39 %) 1817 pistilos (100 %)
x% = 50,4118 > 20,05 19= 3,841 Prob.: <0,0001

ANO 1999 2000 2001 2002 2003 Total

Conllegada 263 (389%) 410 (635%) 590 (63,0%) 150 (58,1%) 87 (66,9%) 1147 pistilos (43,3 %)
Sinllegada 414 (61,1%)  236(36,5%) 346 (37,0%) 108 (41,9%)  43(33,1%) 1500 pistilos (56,7%)

Total 667 (25,5%) 646 (244%) 936 (35,3%) 258 (9,7%) 130 (4,9%) 2647 pistilos (100 %)

%2 =90.347 > 2,05 29= 5,991 Prob.: <0,0001
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3.3.2 FENOTIPO EN FUNCION DE LA CANTIDAD DE TUBOS POLINICOS QUE LLEGAN A LA BASE
DEL ESTILO

En los Cuadros 3.7, 3.8, 3.9 y 3.10 figuran los resultados de la cantidad de tubos polinicos

que llegan a la base del estilo en las distintas familias para los afios de estudio.

Cuadro 3.7 Cantidad de tubos polinicos que llegan a la base del estilo en la familia "Tuono' x 'Ferragnés' .

N° 1999 2000 2001 2002 2003 | PROMEDIO
Planta B! 1T |/B | T |B|T1T]|BI|T
30 | 26

FENOTIPO

o o

w [N

| 20

=]
[o>]

=8

g |
il

Falta de datos

[ B_| Medias de tubos polinicos que llegan a la base del estilo en los pistilos con llegada.
Medias de tubos polinicos que llegan a la base del estilo en el conjunto de la muestra.

Muestra sin llegada de tubos polinicos. i Llegan de 1 a 3 tubos polinicos por pistilo.
|| Llegan 1 0 menos tubos polinicos por pistilo. Llegan més de 3 tubos polinicos por pistilo.
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Cuadro 3.8 Cantidad de tubos polinicos que llegan a la base del estilo en la familia 'Ferragnes' x "Tuono' .

N° 1999 2000
Planta | B T B T
1,7 | 11
18 [ 1,0

2001 2002

B T

2003 PROMEDIO

FENOTIPO

Falta de datos
|
Falta de datos

Falta de datos
Falta de datos

Dudoso
Sin datos

| sindatos |
Falta de datos
Falta de datos

25 | 25

N
[o2]
N
[o2]

[ B | Medias de tubos polinicos que llegan a la base del estilo en los pistilos con llegada.
Medias de tubos polinicos que llegan a la base del estilo en el conjunto de la muestra.

Muestra sin llegada de tubos polinicos. Llegan de 1 a 3 tubos polinicos por pistilo.
|| Llegan 1 0 menos tubos polinicos por pistilo. Llegan méas de 3 tubos polinicos por pistilo.
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Cuadro 3.9 Cantidad de tubos polinicos que llegan a la base del estilo en la familia ‘Tuono' x 'Ferralise’.

N° 1999 2000 2001 2002 2003 PROMEDIO

FENOTIPO
Panta| B | T | B |/ T/ B/ T B T !/BI|T

1,0 | 01

1,0 | 01

21

[ B | Medias de tubos polinicos que llegan a la base del estilo en los pistilos con llegada.
Medias de tubos polinicos que llegan a la base del estilo en el conjunto de la muestra.

Muestra sin llegada de tubos polinicos. Llegan de 1 a 3 tubos polinicos por pistilo.
|| Llegan 1 0 menos tubos polinicos por pistilo. Llegan mas de 3 tubos polinicos por pistilo.
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Cuadro 3.10 Cantidad de tubos polinicos que llegan a la base del estilo en la familia 'Ferralise' x 'Tuono'.

N° 1999 2000 2001 2002 2003 | PROMEDIO
Panta| B8 | 71 | B [T/ B/T1T[/B/lT /B 1T|B|T

[50 ] |
33 | 15| 22 | 15 30 | 20
[ 19

[ 53 | 66
L-2-75 | J26 (17| | | 0,1 10
\

FENOTIPO

| 20 10 | 26 | 04

27 18 | 14 21 | 14

| 00 1,0

0,8 ﬂ | 15| Dudoso |
|

18 |
| 24 |
|

1,8
2

Falta de datos
Falta de datos

Dudoso

|

|

|

|

\ Dudoso
1,1

24 |23
28 | 23

30 |

-
1,0 |
|

L-2-97 | 30 08
2,0
2,1

1,6 26 | 19
| 46 | 26
30 | 21
20 | 09
3,0 | 2,9
26 | 14
| 28

30 | 12 Dudoso
15 [ 03

18 [ 0,8 Dudoso

20 | 10 Dudoso
24 | 21
24 | 17
04

(Continua en pagina siguiente)

63



Caracterizacion fenotipica de la autocompatibilidad

Cuadro 3.10 (Continuacion).

NO

1999 2000

2002

2003 PROMEDIO FENOTIPO

Planta

L-3-31

T

B T

2,0

1,2

3,0

2,6

11

04

3,0

2,1

28

Sin datos

0,1

1,0
2,9
18

03

1,9

03

16 |

28

18 06| Dudoso |

|
| 20 | 1,0
|

13 lﬁi‘--

19

[ B | Medias de tubos polinicos que llegan a la base del estilo en los pistilos con llegada.

Medias de tubos polinicos que llegan a la base del estilo en el co

Muestra sin llegada de tubos polinicos.

|| Llegan 1 0 menos tubos polinicos por pistilo.
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En la Fig. 3.8 se presenta la distribucién de los individuos segun la cantidad de tubos
polinicos que presentan en la base del estilo. Al igual que ocurre con las proporciones fenotipicas
(Figs. 3.6y 3.7), en las familias en las que 'Tuono' fue parental femenino se observé una distribucion
diferente de la cantidad de tubos observados en la base del estilo. En familia "Tuono' x 'Ferragnés',
el 38,2% de los individuos mostraron menos de un tubo polinico por estilo en la base, mientras que
en la familia "Tuono' x 'Ferralise’ la proporcion fue del 85,8% de los individuos, debido al predominio

de los individuos autoincompatibles en esta familia.

En las familias en las que 'Tuono' fue el parental masculino se observé una diferencia
cualitativa segun la variedad autoincompatible utilizada. Asi, el 62,1% de los descendientes
autocompatibles de 'Ferragnes' x "Tuono' presentaron pistilos con més de 3 tubos polinicos en la
base del estilo, mientras que en los descendiente de 'Ferralise’ x 'Tuono' esta proporcién sélo fue
del 34,1%. Hay que destacar que la familia 'Ferralise’' x ‘Tuono' es la Unica en la que la proporcion
de individuos con 1 a 3 tubos polinicos en la base supera a la proporcién de individuos con mas de

3 tubos polinicos (Fig. 3.8).

"Tuono' x 'Ferragnés' ‘Tuono' x 'Ferralise’
y
100,0
80,0
8 ~ 8
3 6007 |
= P =
2 w0 E
£ ES
20,0
0,0 :
0 >0a1 >1a3 >3 0 >0a1 >1a3 >3
Tubos polinicos en base del estilo Tubos polinicos en base del estilo
‘Ferragnés' x 'Tuono' 'Ferralise' x "Tuono'
//" 0
100,0 100,0
3 8
E E
2 s
2 E
= =
0 >0a1 >1a3 >3 0 >0a1 >1a3 >3
Tubos polinicos en base del estilo Tubos polinicos en base del estilo

Fig. 3.8 Distribucion de los individuos en funcién de la cantidad media de tubos polinicos con llegada a base de los
estilos.
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La mayor cantidad de tubos polinicos en la base del estilo parece estar influida por el
parental autoincompatible del que procede el pistilo. En general, los pistilos pertenecientes a
individuos autocompatibles de descendientes de 'Ferragnes' presentaron una mayor cantidad de
tubos polinicos en la base del estilo que los pistilos de los descendientes de 'Ferralise’ (Cuadro
3.11), y lo mismo se observo con los pistilos pertenecientes a los individuos autocompatibles de la
familia "Tuono' x 'Ferragnés' respecto a los de "Tuono' x 'Ferralise’. Este comportamiento, puede
tener una base genética relacionada con estos parentales ya que este mismo comportamiento se ha

observado en polinizaciones realizadas en estos parentales (SOCIAS | COMPANY Y ALONSO, 2004).

Cuadro 3.11 Estadistica descriptiva sobre la cantidad media de tubos polinicos en la base de los estilos de los
individuos autocompatibles y autoincompatibles.

INDIVIDUOS AUTOCOMPATIBLES INDIVIDUOS AUTOINCOMPATIBLES

DESCENDIENTES DE Pistilos Media Desv. tipica Pistilos Media Desv. tipica
'Ferragnés’ 736 347a 2,84 183 0,07b 0,35
'Ferralise’ 1109 2,86b 2,56 449 0,18a 0,66
"Tuono' @ Pistilos Media Desv. tipica Pistilos Media Desv. tipica
'Tuono' x 'Ferragnes’ 411 363a 2,84 183 0,07 0,35
'Tuono' x 'Ferralise’ 1050 2,85b 2,57 251 0,08 0,37
"Tuono' & Pistilos Media Desv. tipica Pistilos Media Desv. tipica
“Ferragnes' x "Tuono' 325 3,27 2,83 0 - -
‘Ferralise' x 'Tuono' 59 3,11 2,23 198 0,30 0,89

3.4 DiscusION

Después de analizar el crecimiento de los tubos polinicos durante varios afios, no se ha
podido determinar un fenotipo fiable en algunos individuos, de manera que se consideraron dudosos.
Este comportamiento aparece en todos los casos en los que se ha estudiado el crecimiento de los
tubos polinicos (SociAs | COMPANY, 1990), por lo que la expresion fenotipica de cada genotipo esta
condicionada por diversos factores. En los genotipos dudosos se produjo un comportamiento
heterogéneo, contradictorio de unos afios a otros, o con pocos pistilos con llegada de un nimero
reducido de tubos polinicos a su base. Es posible que en estos individuos el estrés causado a la flor
por la emasculacién y manipulacién, unido al cambio producido en su entorno (nutricién, humedad,
temperatura, etc), podria afectar a su biologia reproductiva. En este aspecto se puede indicar que el
contacto directo de la flor con el agua la mantiene perfectamente hidratada, mientras que en la
espuma de florista, el contacto entre el extremo del pedinculo con el agua es menos directo,

produciéndose en algunos casos un pequefio marchitamiento de las flores.
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Por otra parte, se ha observado variabilidad en la tincién de los tubos polinicos entre los
individuos, de manera que en algunos resulta dificil la observacion, pudiendo no apreciarse con

claridad la llegada de los tubos polinicos a la base del estilo.

Pese a estos pequefios inconvenientes que son reflejo de una reaccién bioldgica, por lo
general variable, y no fisica, que por lo contrario seria constante, la determinaciéon de la
autocompatibilidad a través de microscopia ultravioleta del crecimiento de los tubos polinicos resulta
un método fiable, sencillo y barato, ya que en los casos claros de autocompatibilidad o

autoincompatibilidad hay una reaccion constante en la respuesta de los tubos polinicos.

3.4.1 PROPORCIONES FENOTIPICAS

Las proporciones fenotipicas observadas en la descendencia de 'Tuono' x 'Ferragnes' sufren
una desviacion a favor de los individuos autocompatibles, de acuerdo con lo ya observado por
Socias | CoMPANY (1988) y DICENTA Y GARCIA (1993), quienes también realizaron sus
determinaciones mediante el estudio microscopico del crecimiento de los tubos polinicos tras la
autopolinizacion de flores en bandeja (Cuadro 3.12). A pesar de que la proporcién esperada seria de
1:1, en el conjunto de las tres poblaciones "Tuono' x 'Ferragnés' estudiadas, el riesgo de rechazar
esta hipotesis sdlo representa un error del 4% («=0,004) y con este origen las proporciones

fenotipicas obtenidas se aproximan mas a la proporcion 2:1.

Cuadro 3.12 Proporciones fenotipicas observadas en las descendencias y computo de las mismas.

. o L, Individuos %

Tuono' x 'Ferragnés AC Al Total AC Al x2 o
S0CIAS | COMPANY, 1988 * 11 7 18 61,1 38,8 0,50 0,479
DICENTA Y GARCIA, 1993 * 36 17 53 67,9 32,0 6,11 0,013
Poblacion estudiada * 20 13 33 60,6 39,4 1,09 0,296
Computo total 67 37 104 64,4 35,6 8,08 0,004

'Ferragnes' x ‘Tuono' gk os % %2 a

AC Al Total AC Al
GRASSELLY, 1985 * 142 12 154 92,2 78 - -
DICENTA Y GARCIA, 1993 * 50 0 50 100,0 0,0 - -
PALASCIANO ETAL., 1998 * 29 20 49 59,2 40,8 - -
BALLESTER ETAL., 1998 * 58 0 58 100,0 0,0 - -
Poblacién estudiada * 28 0 28 100,0 0,0 - -
Computo total 307 32 339 90,2 9,8 - -

. o ., Individuos %

Tuono' x 'Ferralise' AC Al Total AC Al x2 a
Poblacion estudiada * 4 17 21 19,1 80,9 6,85 0,009
'Ferralise' x 'Tuono' Ul dlres % %2 o
AC Al Total AC Al
GRASSELLY, 1985 * 21 15 36 68,3 41,7 - -
Poblacién estudiada * 69 9 78 88,5 11,5 - -
Computo total 90 24 114 78,9 211 - -

AC: autocompatibles; Al: autoincompatibles; * procedentes de embolsado; + procedentes de microscopia.
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La autocompatibilidad de "Tuono' se transmiti6 a todos los descendientes de la familia
'Ferragnes' x 'Tuono', tal como sugirieron DICENTA Y GARCIA (1993) para los cruzamientos en los que
la variedad autocompatible utilizada pomo parental masculino comparte un alelo de incompatibilidad
con el parental femenino. Los resultados obtenidos en esta poblacién coinciden con las
determinaciones fenotipicas realizadas en otras poblaciones 'Ferragnés' x Tuono' mediante la
observacién microscépica de la llegada de tubos polinicos a la base del estilo, mientras que en las
determinaciones fenotipicas a partir de los cuajados de frutos producidos en ramas embolsadas,
aparecen individuos calificados como autoincompatibles. En la progenie descrita por GRASSELLY Y
OLIVIER (1984) y GRASSELLY (1985) se muestra el comportamiento de 12 individuos considerados
dudosos por no superar un cuajado del 5%, aunque no se concretd el nimero de observaciones
realizadas, ni si se sefialaron variaciones en el caso de ser mas de una. Es muy improbable que el
bajo cuajado producido en estos individuos se haya debido a la presencia de autoincompatibilidad,
teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las observaciones microscépicas, sino al efecto
negativo del embolsado de las ramas en el cuajado, o a la morfologia inadecuada de la flor, que

pudiera impedir la autogamia de la planta.

Los resultados de PALASCIANO ET AL. (1998) para su familia de 'Ferragnés' x "'Tuono' (Cuadro
3.12), obtenidos también tras la evaluacién de cuajados producidos en ramas embolsadas, resultan
sorprendentes, ya que muestran un buen ajuste a la proporcién 1:1, que seria la esperada en un
cruzamiento en el que los parentales no compartiesen ningln alelo de autoincompatibilidad o en el
cruzamiento reciproco. Sin embargo, el estudio del cuajado se realizd en una fraccion de la
poblacién inicial, en la que se supone que no hay problemas de consanguinidad, porque una
seleccién previa eliming los individuos que mostraron retraso o parada en su crecimiento o un
retraso en la entrada en produccién, lo que indica un largo periodo juvenil, probablemente
correlacionado con la presencia de endogamia, ademas de eliminar los individuos con un elevado
porcentaje en semillas dobles. Debido al desconocimiento de la metodologia y, sobre todo, del
numero de afios en los que se realiz6 el embolsado para llegar a estas conclusiones, no se pueden
analizar con criterio estos datos, si bien el resultado obtenido no seria extrafio si la determinacion
fuera de un sélo afio, ya que como indican SOCIAS | COMPANY ET AL. (2002), el cuajado producido en
ramas embolsadas de almendros autocompatibles, esta muy influido por las condiciones
ambientales, produciéndose cuajados erraticos con frecuencia, de manera que las determinaciones

de un solo afio no pueden ser concluyentes.

No se tienen referencias de la transmisién fenotipica de la autocompatibilidad en

poblaciones de 'Tuono' x 'Ferralise’. En la poblacién estudiada, las proporciones fenotipicas
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observadas se desvian de las esperadas (1:1), en este caso a favor de los individuos
autoincompatibles, opuestamente a lo observado en las poblaciones de Tuono' x 'Ferragnés', donde
se producia el predominio de los individuos autocompatibles. Con los resultados obtenidos, rechazar
la hipétesis de igualdad de las proporciones fenotipicas supondria un riesgo de error de sélo el 9%
(2=0,009).

Tedricamente, la descendencia del cruzamiento 'Ferralise' x 'Tuono' deberia ser totalmente
autocompatible, pero el estudio del crecimiento de los tubos polinicos en los individuos de esta
familia indicd la presencia de 9 individuos autoincompatibles y otros 10 individuos con
comportamiento dudoso. En la familia 'Ferralise’ x 'Tuono' estudiada por GRASSELLY (1985), también
se detectd la presencia de individuos autoincompatibles, en una proporcién aun mayor, si bien como
se ha indicado anteriormente, estos resultados fueron obtenidos por anélisis de cuajados en ramas
embolsadas. Estos resultados contrastan con las determinaciones fenotipicas realizadas mediante la
observaciéon microscopica de los tubos polinicos en las descendencias de 'Ferragnés' x Tuono'
(Cuadro 3.12), en las que no se observd ningun individuo autoincompatible y la estudiada por
GRASSELLY (1985), que mostrd una proporcion de individuos autoincompatibles mucho mayor

mediante cuajados en las familias de 'Ferragnes' x 'Tuono'.

Por consiguiente, existe un comportamiento diferencial de la transmision de la
autocompatibilidad de 'Tuono' a las descendencias segun que el parental autoincompatible sea
'Ferragnes' o 'Ferralise'. Las familias procedentes de 'Ferralise’ muestran una proporciéon de
individuos autoincompatibles mayor que las procedentes de 'Ferragnés', a pesar de tener el mismo

genotipo de autoincompatibilidad.

Socias | Company Y FELIPE (1988) indicaron que la mayor proporcion de individuos
autocompatibles en la familia "Tuono' x 'Ferragnés' podia ser debida a la fijacion de genes letales o
deletéreos ligados en repulsion con la autocompatibilidad. Esta hipotesis se basa en el posible
parentesco de 'Cristomorto’, parental femenino de 'Ferragnés', con 'Tuono', al proceder ambas de la

region italiana de la Apulia y poseer las dos el alelo S1 de autoincompatibilidad.

Sin embargo, la unica variedad de almendro de la que existen referencias sobre la
presencia de endogamia es 'Ferralise', ya que procede del cruzamiento de dos variedades
hermanas completas (Fig. 2.1), 'Ferraduel' y 'Ferragnes', lo que implica que posee un coeficiente de
endogamia (F) igual a 0,250 (LANSARI ET AL., 1994). Por lo tanto, si la hipétesis de Soclas | COMPANY
Y FELIPE (1988) se cumpliese en la descendencia de 'Tuono' x 'Ferralise’, deberia también haber una
mayor proporcién de individuos autocompatibles. Sin embargo ocurre precisamente lo opuesto, con

un 80% de individuos autoincompatibles.
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Por otra parte, en las familias en las que 'Tuono' es el parental masculino, se observaron
individuos autoincompatibles en la familia 'Ferralise' x 'Tuono', mientras que ello no ocurre en la
familia 'Ferragnés' x Tuono'. Es posible que en las descendencias de 'Ferralise’, debido a una
mayor presencia de endogamia, una parte de los individuos calificados como autoincompatibles en
realidad no lo sean genéticamente, y la incapacidad de los tubos polinicos propios en llegar a la
base del estilo se deba a factores fisiologicos relacionados con la consanguinidad y que afectan a la

biologia reproductiva.

En la relacion polen-estilo, la presencia de consanguinidad podria afectar a la capacidad
germinativa del polen. Sin embargo, los pistilos con una pequefia cantidad de polen germinado y con
pocos tubos polinicos penetrando en el tejido transmisor fueron eliminados del andlisis. La
consanguinidad también podria afectar a la expresion de los genes que regulan las rutas
metabolicas implicadas en la elongacion y el crecimiento de los tubos polinicos, provocando una tasa
de crecimiento baja 0 incluso su parada. Esta parada también podria deberse a una insuficiente
acumulacién de reservas en el tejido transmisor, de manera que los tubos polinicos se detendrian
una vez que las hubieran consumido, como la reduccién o parada de tubos polinicos por la
competencia en espacio y reservas en el tejido transmisor (HERRERO Y HORMAZA, 1996). Otra posible
causa de la parada de los tubos polinicos en el estilo podria deberse a deficiencias en la captacion y
aprovechamiento de las reservas estilares por los tubos polinicos, como consecuencia de la
endogamia.

3.4.2 INFORMACION AGRONOMICA DE LA OBSERVACION DE LOS TUBOS POLINICOS

La proporcion de pistilos con tubos polinicos propios en la base del estilo aporta una
informacién agrénomica sobre la autocompatibilidad o autoincompatibilidad que muestra la planta.
Es de suponer que cuanto mayor sea la proporcion de pistilos con llegada de tubos polinicos, se
producira un mayor cuajado inicial de frutos, lo que se traducird en una mayor cosecha. Asi, las
plantas autocompatibles que muestran una proporcién superior al 75% de pistilos con tubos en su
base resultan a priori de mayor interés agronémico que las que presentan una proporcién del 50 al
75%. Se ha observado (Fig. 3.7) que las familias en las que Tuono' es el parental femenino, los
individuos autocompatibles se distribuyen similarmente en los dos rangos de compatibilidad. Sin
embargo, cuando 'Tuono' es el parental masculino, se observé un predominio de individuos con

llegada de tubos polinicos en la base en mas del 75% de los pistilos observados.
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Aunque tedricamente la fecundacion del dvulo se puede producir con la presencia de un solo
tubo polinico en la base del estilo (PIMIENTA Y PoLITo, 1983), en algunos casos el crecimiento del
tubo polinico puede resultar caético antes o después del obturador, fracasando en la fecundacion del
Ovulo primario (CousIN Y EL MaaTAoul, 1998). La probabilidad de éxito en la fecundacidon aumenta,
por lo tanto, con el nimero de tubos polinicos que alcanzan la base del estilo. Por consiguiente, la
cantidad media de tubos polinicos en la base del estilo puede ser utilizada como criterio de seleccién

del nuevo material autocompatible generado en los programas de mejora.

En las familias estudiadas se observa que en general los descendientes de 'Ferragnés'
muestran mas tubos polinicos en la base del estilo que los descendientes de 'Ferralise', debido
principalmente a la mayor proporcién de individuos autocompatibles que superan los 3 tubos
polinicos en la base por pistilo en las familias de 'Ferragnés' en relacion a las familias de 'Ferralise’,
en las que la fraccién de individuos que presentan de 1 a 3 tubos polinicos en la base del estilo es
superior a la de los que superan los 3 tubos polinicos. Esta diferencia entre las poblaciones puede

ser una consecuencia de la consanguinidad presente en 'Ferralise’.

De esta manera, la observacién del crecimiento de los tubos polinicos muestra una
informacion agrondmica importante sobre el comportamiento de la autocompatibilidad o
autoincompatibilidad de los individuos, en cuanto a su capacidad de cuajado en condiciones de
campo. Permite, ademéas de determinar que el individuo es autocompatible, determinar la cantidad
de pistilos que presentan tubos polinicos en la base del estilo y en qué cantidad lo hacen, pudiendo
utilizarse esta informacién como criterio de seleccién hacia la busqueda de mayores producciones en

el material vegetal autocompatible.

3.5. CONCLUSIONES

Las proporciones fenotipicas observadas indican que la transmision de la autocompatibilidad
de "Tuono' a las diferentes descendencias con 'Ferragnés' y 'Ferralise’, depende del parental

autoincompatible.

En la descendencia de 'Tuono' x 'Ferragnés' se ha constatado el predominio de los
individuos autocompatibles sobre los autoincompatibles, mientras que en la descendencia de "Tuono'
x 'Ferralise’ se ha observado el predominio de los individuos autoincompatibles sobre los

autocompatibles.
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Se ha confirmado que la autocompatibilidad de 'Tuono' se transmite a todos los
descendientes de 'Ferragnés' x Tuono', mientras que en la descendencia de 'Ferralise' x "'Tuono' se

ha observado la presencia de varios individuos autoincompatibles.

La presencia de individuos autoincompatibles en la familia 'Ferralise' x 'Tuono', indica que
éstos pueden presentar una autocompatibilidad genética, pero no fisiolégica, debido a la
consanguinidad de 'Ferralise', pudiendo existir también plantas autoincompatibles fisiolégicas en la
familia "Tuono' x 'Ferralise’, lo que explicaria la gran proporcion observada de fenotipos

autoincompatibles.

En las familias estudiadas, la consanguinidad de 'Ferralise' afecta no sélo al numero de
pistilos con tubos polinicos en su base, sino también a la cantidad de tubos en la base, respecto a

los resultados obtenidos con 'Ferragnés'.

La proporcion de pistilos que presentan tubos polinicos en su base, asi como el nimero de
tubos, pueden utilizarse como criterio de seleccion para la autocompatibilidad, hacia la busqueda de
un mayor cuajado de frutos.
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4, DETERMINACI()N GENOTIPICA DEL LOCUS S MEDIANTE LA
IDENTIFICACION DE LAS S-RNASAS ESTILARES

4.1 INTRODUCCION

4.1.1 DESCUBRIMIENTO DE LAS S-RNASAS

El locus S se ha descrito clasicamente como un locus complejo que contiene al menos dos
genes estrechamente ligados y que codifican para la expresion de los componentes de la reaccion
de autoincompatibilidad en el polen y en el pistilo. Debido a la presencia de al menos dos genes
multi-alélicos, el término "haplotipo” se ha usado para describir a las variantes del locus S, mientras
que el término "alelo" se ha reservado para las variantes de un gen polimérfico dado en este locus S
(McCusBIN Y KO, 2000).

En la solanacea Nicotiana alata se descubrié que cada locus S codifica en el estilo una
glicoproteina bésica especifica, con actividad ribonucleasa, llamada S-RNasa (MCCLURE ET AL.,
1989), comprobandose mas tarde que estas glicoproteinas eran las responsables del rechazo del
polen por el estilo en las polinizaciones incompatibles (HUANG ET AL., 1994; MURFETT ET AL., 1994;
LEEETAL.,, 1994).

Estudios posteriores mostraron también la presencia de S-RNasas asociadas a las
reacciones de incompatibilidad en la familias Scrophulariaceae (XUE ET AL., 1996) y Rosaceae, en
particular en los géneros Malus (BROOTHAERTS ET AL., 1995; SASSA ET AL., 1996) y Pyrus (SASSA ET
AL 1992, 1993; NORIOKA ET AL, 1996; ISHMIZU ET AL., 1998; ZUCCHERELLI ET AL, 2002).
Recientemente se ha profundizado en el estudio de las ribonucleasas estilares del género Prunus,
en concreto en el almendro (BoSKovIC ET AL., 1997, 2003, TAO ET AL., 1997; USHIJIMA ET AL., 1998,
CERTAL ET AL, 2002), el albaricoquero europeo (P. armeniaca) (BURGOS ET AL.,1998), el
albaricoquero japonés (Prunus mume) (YAEGAKI ET AL., 2001, TAO ET AL., 2002), el guindo (P.
cerasus) (YAMANE ET AL., 2001) y el cerezo (P. avium) (BoSKovIC Y TOBUTT, 1996; TAO ET AL., 1999a,
1999b, 1999c¢, HAUCK ET AL,. 2001; SONNEVEID ET AL., 2001; WIERSMA ET AL., 2001).

Las S-RNasas son unas glicoproteinas de tamafio comprendido entre 30 y 40 KDa (Al ET
AL., 1990, TAO ET AL., 1997; CERTAL ET AL., 2002), que se encuentran en una distribucién homogénea
a lo largo de todo el estilo (CERTAL ET AL, 1999, 2002), representando del 1 al 10% de la
composicién del mismo (McCUBBIN Y DICKINSON, 1997) y entre el 40 y el 80% de la actividad RNasa

total de los extractos estilares (HARING ET AL., 1990).
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4.1.2 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LAS S-RNASAS

La secuenciacion del cDNA que codifica para algunas S-RNasas en Nicotiana alata
(ANDERSON ET AL., 1986,1989), permiti¢ el clonado de los alelos S en varias especies pertenecientes
a las solanaceas Nicotiana alata (KHEYR-POUR ET AL., 1990), Petunia hibrida (CLARK ET AL., 1990), P.
inflata (Al ET AL., 1990), Solanum Chacoense (XU ET AL., 1990a,1990b), S. tuberosum (KAUFMANN ET
AL., 1991) y Lycopersicum peruvianum (TSAl ET AL., 1992; RIVERS ET AL., 1993; ROYO ET AL., 1994)

durante los primeros afios 90.

Mediante el alineamiento de las secuencias de amino&cidos de parte de estas S-RNasas de
las solanaceas, se delimitaron cinco regiones conservadas, denominadas de C71 a C5, y dos
regiones hipervariables, denominadas HVa y HVb (IOERGER ET AL.,1991). Las regiones C2 y C3
presentan cada una histidina, esenciales para la actividad RNasa, como ocurre con las
ribonucleasas de los hongos de tipo T2 y Rh, con las que muestran un alto grado de similitud, asi
como con un gran nimero de otras ribonucleasas presentes en otros organismos (MCCLURE ET AL.,
1989; SINGH Y Kao, 1992; GREEN 1994). Las regiones C1, C4 y C5 contienen mayoritariamente
aminoécidos hidréfobos, lo que sugiere que estas regiones pueden formar el corazén estructural de
la S-RNasas. El caracter hidréfilo de las regiones con gran variabilidad de aminoacidos, HVa y HVb,
sugiere la configuracion superficial de estas regiones en las S-RNasas. Se cree que las regiones
HVa y HVb estan implicadas en la especificidad de la reaccion de autoincompatibilidad, siendo

responsables del reconocimiento del polen (MATTON ET AL., 1997).

Tras la alineacion de los aminoacidos de las S-RNasas presentes en las rosaceas, se
observd bastante homologia respecto a las presentes en las solanaceas. La posicion
correspondiente a la region C4 de las solanéceas esta bastante conservada dentro de las rosaceas,
pero no mantiene la homologia con la region C4 de las solanaceas, denominandose en las rosaceas
RC4 (Rosaceae C4) (SASSA ET AL., 1996). Ademas, en las rosaceas sdlo se encontré una region con
gran variabilidad de aminoacidos, denominada RHV, correspondiente a la situaciéon de HVa de las
solanaceas. Los aminoacidos situados en la posicién de la HVb de las solanaceas, no mostraron
tanta variabilidad en las rosaceas, siendo una regién bastante conservada en el género Prunus

(USHIJIMA ET AL., 1998).

El andlisis evolutivo molecular reveldé que las S-RNasas de las solandceas y
escrofularidceas comparten un antecesor comdn; sin embargo, las S-RNasas de las rosaceas tienen
una relacion distante con ellas (RICHMAN ET AL., 1997; USHIJIMA ET AL., 1998). En el arbol filogenético
de cada uno de los tres tipos de RNasas (RNasas tipoT2/S), las S-RNasas de las rosaceas se

colocan dentro de dos grupos especificos: Amygdaloideae (almendro y cerezo) y Maloideae
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(manzano y peral) (MA Y OLIVEIRA, 2001). Ademas, dentro de las rosaceas, las estructuras de los
genes de las S-RNasas también difieren, de manera que los Prunus de los que hay referencia
presentan dos intrones, mientras que en los Malus s6lo hay un intrén (IGIC Y KoHN, 2001),
observandose que las S-RNasas de Prunus presentan sélo un 30% de similitud con respecto a las
de Malus.

Hasta el momento se ha obtenido la estructura cristalina de algunas S-RNasas de Pyrus
pyrifolia y Nicotiana alata (MATSUURA ET AL., 2001; IDA ET AL, 2001). Las S-RNasas tienen una
estructura del tipo a+p, consistente en seis hélices o (al, a2, a4, a6, a7 y a8), dos hélices 31
(a3 y a5) y siete cadenas B (de B1 a B7), mostrando un tipo de plegado tipico de las RNasas de la
familia T2. La zona correspondiente a la region RHV en Pyrus pyrifolia comprende un gran bucle y
una hélice a. corta con carga positiva en la superficie de la molécula y junto con otras cuatro
regiones seleccionadas, llamadas PS (positively selected), son los sitios candidatos para localizar la
interaccién con elllos producto/os de expresion del locus S del polen. A medida de que avance el
conocimiento de la estructura tridimensional de las S-RNasas, progresara la comprension del
funcionamiento de las S-RNasas durante la reaccion de auto-incompatibilidad.

S-RNasas de las solanaceas
His His

{ |
NH: I N 7 I I B cooH
SP C1 C2 HVaHb € C4 C5

S-RNasas de las rosaceas
His His

' |
NH I B 7/ I N I COoH
SP C1 C2 RHV  C3 RC4  C5

Fig. 4.1 Representacion esquematica de las regiones conservadas en las S-RNasas estilares.

Fig. 4.2 Representacion de la estructura cristalina de la S; RNasa de Pyrus pyrifolia (MATSUURA ET AL., 2001).
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4.1.3 CORRELACION DE LAS S-RNASAS CON LOS GENOTIPOS DE INCOMPATIBILIDAD

En una primera aproximacion, YAMASHITA ET AL. (1987) caracterizaron la fraccién proteica de
los extractos estilares y del polen en almendro, mediante IEF (Isoelectric Focusing) y SDS-PAGE
(Sodium Dodecyl Sulphate Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis), y encontraron similitudes entre los
patrones de bandas proteicas de P. webbii y la variedad autocompatible "Tuono', lo que podria
indicar la transferencia del alelo S; de P. webbii a Tuono'. También encontraron bandas de

proteinas que podrian estar relacionadas con los alelos Sy, Sz y Sa.

El enfoque isoeléctrico (IEF) es un tipo de electroforesis que se basa en el desplazamiento
de las proteinas en un gradiente de pH hasta alcanzar su punto isoeléctrico. Los aminoacidos son
moléculas amfotéricas que se cargan eléctricamente dependiendo del pH en el que se encuentren,
de manera que el conjunto de la proteina varia su carga eléctrica en funcion del pH del medio. En el
IEF, las proteinas migran hacia la regién del gel cuyo pH hace que su carga eléctrica neta sea nula,
es decir, hasta su punto isoeléctrico. En el gel de electroforesis se debe crear un gradiente de pH,
de tal manera que las proteinas a separar tengan sus puntos isoeléctricos dentro del rango
establecido. Las S-RNasas que se encuentren inicialmente cargadas positivamente por estar
situadas en un pH inferior a su punto isoeléctrico (anodo en solucion &cida), migraran en direccion
del catodo (solucion alcalina), hasta encontrar la zona del gel con un pH igual a su pl. De esta forma

las proteinas se sitan en estrechas bandas donde su pl coincide con el pH.

La SDS-PAGE es una electroforesis en geles de poliacrilamida que se realiza en presencia
de SDS, un detergente de accion desnaturalizante que se une a las cadenas polipeptidicas. Esta
union bloquea la carga propia de la proteina y confiere al complejo una carga neta negativa
proporcional a su masa, migrando hacia el anodo en la electroforesis. La separacion es proporcional
s6lo a la masa de la proteina siendo posible determinar el peso molecular aparente de cualquier

proteina por comparacion con un patron de proteinas de pesos moleculares conocidos.

La aplicacion de la tincion de geles de electroforesis para la actividad ribonucleasa
desarrollada por WILLSON (1971) permiti6 la diferenciacion de las S-RNasas del resto del extracto
proteico estilar. Asi, SASSA ET AL. (1992) e HIRATSUKA ET AL. (1995), tras el enfoque isoeléctrico (IEF)
de extractos estilares purificados, detectaron bandas con actividad RNasa asociadas con los alelos
de incompatibilidad en peral japonés (Pyrus serotina). Inspirandose en estos trabajos, BoSkoviC Y
TOBUTT (1996), correlacionaron las bandas obtenidas con los genotipos de incompatibilidad en
cerezo (Prunus avium), indicando la idoneidad de la técnica para detectar nuevos alelos de
autoincompatibilidad y completar los grupos de interincompatibilidad en el cerezo. Sin embargo, se

observo que muchas S-RNasas muestran un pl y una masa molecular parecidos, por lo que resulta
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dificil diferenciarlas mediante la técnica de IEF. Por ello fue necesario emplear ofras técnicas
electroforéticas en la separacion de las mismas, como la compleja electroforesis en dos
dimensiones en geles de poliacrilamida (2D-PAGE), seguida por la separacion de las S-RNasas con

técnicas inmunoldgicas, aplicada por SASSA ET AL. (1994) en manzano (Malus x domestica).

La electroforesis bidimensional (2D-PAGE) se basa en la separacion de las proteinas segin
sus dos propiedades moleculares, de manera que en una primera dimensién se realiza la
separacion mediante isoelectroenfoque y en una segunda dimensién ortogonal a la primera, tiene

lugar la separacién segun el peso molecular mediante la electroforesis en poliacrilamida-SDS.

En 1997, TAO ET AL., utilizaron las dos técnicas, IEF y 2D-PAGE, en la identificacion de las
S-RNasas asociadas a los alelos de auto-incompatibilidad presentes en las variedades californianas

de almendro, obteniendo buenas separaciones entre las S, S, S¢y S?-RNasas.

En el mismo afio, BoSkoviC ET AL (1997) correlacionaron las S-RNasas presentes en 29
variedades de almendro con los genotipos S de las mismas, indicando la correspondencia entre las
denominaciones alélicas americana y europea (S?/Sy, S&/Ss, S¢/S7y S9Ss), detectando la presencia
de dos nuevos alelos y la ausencia de una banda con actividad RNasa correlacionada con el alelo
de autocompatibilidad (Sy). Para ello aplicaron la técnica NEpHGE (Non-equilibrium pH gradient
electrofocusing), una modificacion de la IEF desarrollada por O'FARRELL ET AL. (1977). La NEpHGE
se caracteriza por la disminucién del tiempo de electroforesis con respecto a la IEF y por un
progresivo aumento del potencial eléctrico al que se somete el gel. Estas variaciones permiten el
agrupamiento de las S-RNasas anterior a su llegada al pl, y la separacion de las S-RNasas con pl

similares mediante variaciones en las condiciones de migracion.

Esta técnica ha sido utilizada recientemente en la determinacién de los genotipos y la
identificacion de los individuos autocompatibles en progenies de mejora de almendro (BOSkoviC ET
AL., 1998, DUVAL ET AL., 1998, BoSkovIC ET AL., 1999) y albaricoquero (BURGOS ET AL., 1998), asi
como para localizar el gen de la autoincompatibilidad en el mapa de ligamiento del almendro

(BALLESTER ET AL., 1998).

Recientemente, BoSkoviC ET AL. (2003), han indicado la posibilidad de prediccion de los
genotipos de incompatibilidad a partir de la identificacion de las S-RNasas estilares. En su trabajo
realizado con 35 variedades de almendro, detectaron 13 nuevas S-RNasas y predijeron el genotipo

S en 19 variedades, datos validados posteriormente mediante cruzamientos en campo.

El conocimiento de los genotipos S mediante la identificacion de las S-RNasas permite

completar los grupos de interincompatibilidad del almendro, informacién que ayuda a disefiar los
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cruzamientos en los programas de mejora y la eleccion de variedades polinizadoras en las nuevas

plantaciones (BATLLE ET AL., 1999).

Ademas, la utilizacién de la técnica electroforética NEpHGE para la identificacion de los
genotipos S en progenies segregantes para la autocompatibilidad, permite la seleccion de los

individuos auto-compatibles una vez que éstos produzcan las primeras flores.

El objetivo de este apartado es el conocimiento de los genotipos S en los individuos de las
familias estudiadas mediante la identificacién de las S-RNasas estilares con la técnica NEpHGE.
Para ello se va a comparar el patrén de bandas propias de los parentales, correspondientes a Si-
RNasa y S3-RNasa presentes en 'Ferragnés' y 'Ferralise', y la S+-RNasa presente en ‘Tuono’ con los
patrones de bandas correspondientes a los tres genotipos posibles segun los disefios de los
cruzamientos, S:Szy S1S3 en las familias en las que ‘Tuono’ es el parental femenino y S1Sry S3Sren

las familias en las que ‘Tuono’ es el parental masculino.

4.2 MATERIAL Y METODOS

4.2.1 PROPORCIONES GENOTIPICAS ESPERADAS EN EL MATERIAL VEGETAL

En la Fig. 4.3 se muestran las proporciones de genotipos S esperadas segun la direccion de
los cruzamientos estudiados. Asi, en las descendencias en las que Tuono' es el parental femenino,
las proporciones esperadas son 1 SiSz : 1 SiS; Debido a que los cruzamientos son
semicompatibles, tedricamente solo los tubos polinicos con el genotipo haploide Ss de 'Ferragnés'y
'Ferralise' podrian atravesar el tejido estilar S1Srde "Tuono' y producir la fecundacidn de sus 6vulos,
mientras que los tubos polinicos con genotipo Sy, deberian haber detenido su crecimiento al recibir
la actuacién de la S1-RNasa presente en los estilos de 'Tuono', sin la posibilidad de producir la

fecundacion de sus dvulos.

Proporciones genotipicas esperadas
@ ‘Tuono’ x ‘Ferragnés’ & | @ ‘Tuono’ x ‘Ferralise’ &

S l 55, 55 ] 5,8,
50 % S,S, 50 % S,S,
50% S;S, 50 % S;S,
¢ ‘Ferragnes’ x ‘Tuono’ & ¢ ‘Ferralise’ x ‘Tuono’ &
$,S; l 8,5 $:8; I 8,8
50 % S, S 50 % S, S
50 % S,S; 50 % S,

Fig. 4.3 Proporciones genotipicas esperadas en las descendencias.
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En el caso de las descendencia procedentes de los cruzamientos en los que 'Tuono' se
utilizé6 como parental masculino, las proporciones serian 1 S1Sy: 1 S3Sr. Al igual que en el caso
anterior, los cruzamientos son semicompatibles, de manera que sélo los tubos polinicos de 'Tuono'
con el genotipo haploide Sy podrian atravesar los estilos S1S3 de 'Ferragnes' y 'Ferralise’, mientras

que los tubos Sy deberian sufrir la actuacion de las S1-RNasas y detener su crecimiento.

4.2.2 |DENTIFICACION DE LAS S-RNASAS MEDIANTE LA NEPHGE

La determinacion genotipica de los alelos de autoincompatibilidad en los individuos de
distintas descendencias, se ha realizado mediante la separacion de las S-RNasas estilares con la
técnica electroforética NEpHGE. Esta técnica se puede dividir en tres fases, que a continuacion se

explican.

4.2.2.1 EXTRACCION DE LAS PROTEINAS ESTILARES

Durante las floraciones de 2000 y 2001, se recogieron 30 yemas florales de cada individuo
en estado D (FELIPE, 1977). Una vez en el laboratorio se separaron los estilos y se colocaron 15
pistilos por tubo eppendorff de 1,5 ml, de manera se guardaron dos muestras por planta en un

ultracongelador (-80°C) hasta la extraccién de las proteinas estilares.

Para la extraccion de las proteinas estilares las muestras se ultracongelaron con nitrégeno
liquido y se pulverizaron utilizando como mortero el tubo eppendorff de 1,5 ml con la muestra y
como maza una barrita de plastico acoplada a un taladro. Una vez pulverizada la muestra se
afiadieron 500ul de tampon de extraccion (Anejo I). La muestra se homogeneiz6 agitando el tubo
hasta que la muestra se descongela y adquiere un aspecto uniforme. Seguidamente las muestras se
centrifugaron a 14.500 rpm a una temperatura de -4° C durante 1 hora. Después de la centrifugacion
se vertio el sobrenadante en tubos eppendorff estériles de 1,5 ml, y los extractos proteicos se

guardaron en el congelador (-80° C) hasta su utilizacion en la siguiente fase.

4.2.2.2 SEPARACION ELECTROFORETICA DE LAS PROTEINAS ESTILARES

La separacion electroforética de las proteinas estilares se puede dividir en tres procesos: la
preparacion de los geles de poliacrilamida, la preparacién de las soluciones tampdn de los

electrodos v la electroforesis.

Preparacion del gel. EI volumen de gel a preparar depende del tipo de cubeta que se

dispone. En nuestro caso, se utilizé la cubeta vertical PROTEAN® Il xi Cell de la firma BIO-RAD, con

capacidad para dos geles de dimensiones de 160 x 160 x 1 mm y 15 muestras por gel (Anejo I).
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Se montan las piezas que forman el molde de los geles de acrilamida, con una separacion
de 1 mm. Se preparan 50 ml de solucién de geles de poliacrilamida y de forma inmediata se vierte la
solucién entre los cristales, con maximo cuidado para que no se formen burbujas. Una vez llenos, se
introducen los peines que definen los espacios de colocacién de las muestras. Se deja solidificar la

solucién aproximadamente una hora en el frigorifico.

Preparacion de las soluciones tampén de los electrodos. Mientras se solidificaban los geles,

se prepararon las soluciones tampén de los electrodos (Anejo I) y se conservaron en frio hasta su
utilizacion.
Una vez solidificado el gel, se retiraron con cuidado los peines, y se marcaron el fondo de

los pocillos en los cristales y se numeraron con un rotulador indeleble, para facilitar la visidn de los

pocillos durante la carga de las muestras en el gel.

Se montaron los geles en el cuerpo central de la cubeta y se afiadieron las soluciones
tampon de los electrodos, la solucion del anodo se colocé en el depdsito superior, y la del catodo en

el depdsito inferior.

La electroforesis. Esta etapa se puede dividir también en tres fases, que se pueden definir

como un pre-enfocado, la carga de las muestras y la migracion.

Después de llenar los depositos con los tampones de los electrodos, se coloca la cubeta en
la nevera a una temperatura de 4°C. Es necesario que la electroforesis se realice a una temperatura

no superior a los 10°C para que la circulacién eléctrica por el gel sea homogénea.

El pre-enfocado se realiza con el fin de crear el gradiente de pH estable en el gel. Para ello,
se conecta la cubeta con polaridad invertida manteniendo una diferencia de potencial constante de
100 V durante 30 minutos. Durante el pre-enfocado, las particulas anfoliticas que componen parte
del gel, van migrando y se ordenan, creando un gradiente de pH en el gel. Este gradiente va de un
pH bajo en la parte superior a un pH alto en la parte inferior. Cinco minutos antes de finalizar el pre-
enfocado, se sacan las muestras del congelador. En cada electroforesis se pueden analizar 30
muestras, 15 por gel, de las cuales 2 corresponderan a los parentales y 13 a individuos de la

poblacién.

Cuando acaba el pre-enfocado, se procede a la carga de las muestras en los geles. En
cada pocillo se introducen 50 ul de extracto proteico estilar, con ayuda de una micropipeta de
volumen variable de hasta 100 pl con puntas especiales para cargado de geles verticales, ya que
conviene que la muestras se depositen directamente en el fondo de los pocillos, para un buena

migracion y resolucion.
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Seguidamente, se conecta el programa de migracion deseado. Dadas las caracteristicas de
los equipos utilizados (dimensiones de los geles) y de los puntos isoeléctricos de las S-RNasas que
se analizaban, se utilizé el programa de migracion NEpHGE Il (Anejo 1) (BoSkoviC ET AL., 1997)

obteniendo una buena separacion de las S-RNasas correspondientes a los alelos S1y Sa.

4.2.2.3 REVELADO ESPECIFICO DE LAS RNASAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Una vez finalizada la migracion, se realizé el revelado especifico para detectar la actividad
RNasa entre las proteinas separadas por la electroforesis detallado en el Anejo . Para ello, se retira
el gel de la cubeta marcando una esquina, para conocer el orden de las muestras. Los geles se
colocan en una incubadora a temperatura de 37°C, en agitacién, con diferentes soluciones. En
primer lugar 20 minutos con 400 ml de tampén de pH 5,8 para renaturalizar las RNAsas y recuperar
su actividad. Después, 30 minutos con 200 ml de solucién de RNA para impregnar todo el gel de
RNA. De nuevo 20 minutos en 400 ml de tampdn de pH 5,8 para la degradacion del RNA afiadido
en los puntos del gel a los que han migrado las RNAsas estilares. Después de la actuacion de las
RNasas en sobre el RNA, se retiran los geles de la incubadora, se escurren y se afiade a cada gel
100 ml de &cido acético al 7% durante 3 minutos, para fijar el RNA al gel. Transcurrido el tiempo de
fijacion, se tifien con 200 ml de solucién de azul de toluidina durante 90 segundos. Se vierte la
tincion y se llenan las bandejas con agua para destefiir toda la noche. El azul de toluidina se adhiere
al RNA, de manera que en los puntos donde el RNA esta degradado (lugar donde migraron las
RNasas), se produce el lavado del tinte, tomando una pigmentacién blanca, mientras que el resto

del gel queda tefiido de color azul.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 PUESTA A PUNTO DE LA NEPHGE

La técnica NEpHGE es complicada de poner a punto debido a que existen muchos factores
que intervienen en la obtencion de buenos resultados. La actividad enzimatica del extracto estilar es
un punto primordial. Los extractos estilares procedentes de yemas de flor en estado fenoldgico E
(FELIPE, 1977), muestran una mayor actividad RNasa que los procedentes del estado D, aunque con
estos Ultimos también se obtiene una buena expresion de las S-RNasas. BoSkoviC ET AL. (1998),
aconsejan recoger las yemas florales en estado D, colocarlas en bandeja con agua hasta la antesis,
que es el momento dptimo para retirar los estilos y realizar la extraccidn proteica. Para mantener la
actividad enzimatica, los extractos estilares deben mantenerse en hielo, evitando las congelaciones

y descongelaciones innecesarias, ya que éstas afectan a la actividad enzimatica de las RNasas.
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Otro factor es el rango de los puntos isoeléctricos (pl) de las S-RNasas que se quieran
diferenciar. Si éstos estdn muy proximos, se deben variar los regimenes de potencial eléctrico
suministrados durante la electroforesis y la proporcién de la mezcla de los amfolitos en el gel para
obtener un gradiente de pH mas especifico, tal como observaron BoSkoviC ET AL. (1997 y 2003). En
las condiciones de este trabajo, para la separacion correcta de la Si-RNasa y la S3-RNasa, que
muestran unos puntos isoeléctricos de 8,9 y 9,2 (BoSkoviC ET AL., 2003), la mejor separacion se
obtuvo con el régimen de potencial eléctrico de la NEpHGE Il (BoSkoviC ET AL., 1997) y con geles

compuestos con el 5,6% de anfolitos pH 3-10 y el 1,7% de anfolitos pH 6,7-7,7.

También se ha comprobado que la nitidez de las bandas depende de la longitud y el
espesor del gel. El disefio de la cubeta influye en la homogeneidad de la circulacién eléctrica a
través del gel. También influye la marca comercial de los reactivos utilizados, sobre todo de los

anfolitos y del RNA. En el Anejo | se incluye la lista de reactivos que mejores resultados han dado.

Otro problema apareci6 en la fase de tincién para la actividad RNasa. Se observé que con
un aumento de los tiempos de incubacién en el tampén de pH 5,8 y con la solucién de RNA con
respecto a los indicados por BOSKOVIC ET AL. (1996), se obtuvo una mayor revelacion de expresion
de RNasa. Durante este proceso, conviene arrugar lo menos posible los geles al verter las
soluciones, obteniéndose una mejor vision de las bandas con actividad RNasa si los geles

permanecen totalmente sumergidos, asi como con agitacién durante la noche de lavado.

Por consiguiente, se trata de una técnica dificil de poner a punto, que necesita
modificaciones en el protocolo dependiendo del material vegetal a evaluar, con muchos puntos
criticos a tener en cuenta, con los inconvenientes de trabajar con reactivos peligrosos, pero que una

vez ajustada es de aplicacién muy mecanica y de facil reproduccion.

4.3.2 INTERPRETACION DE LOS ZIMOGRAMAS

En la figura 4.4 se puede observar la interpretacion de los zimogramas obtenidos tras
realizar la electroforesis NEpHGE |l de los extractos estilares de algunos individuos de la familias
"Tuono' x 'Ferragnés' y 'Ferralise' x "Tuono'. Como se puede observar, ‘Tuono' (S1Sy) sélo mostré una
banda con actividad RNasa, correspondiente a la Sy-RNasa, mientras que 'Ferragnés' y 'Ferralise'

mostraron dos bandas con actividad RNasa, correspondientes a las Sy-RNasa y la S3-RNasa.

Todos los individuos de las familias en las que 'Tuono' era el parental femenino mostraron la
S3-RNasa heredada del parental masculino. Los individuos en los que sdlo se detecté esta banda,

tedricamente poseen el alelo Sy, con lo que se les supone un fenotipo autocompatible y un genotipo
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S:Ss. Los individuos que ademas expresaron la S;-RNasa heredada de 'Tuono' presentan el

genotipo S1S3, suponiéndoseles un fenotipo autoincompatible.

‘Tuono’ x ‘Ferragnés’

Ferragnes
Ferralise

Si% S5 S35 3535 S5 555 55 58 555 555 5,5, 5,5; 55 555 55,

‘Ferralise’ x ‘Tuono’

Fig.4.4 Ejemplo de la interpretacion de los zimogramas.
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Todos los individuos de las familias en las que "Tuono' era el parental masculino mostraron
una sola banda de S-RNasa, correspondiente o bien a la S-RNasa o0 a la S-RNasa heredadas del
parental femenino, debido a que los Unicos genotipos posibles son S1Sry S3Sr. En el individuo 'L-3-
13", incluido en la familia 'Ferralise' x 'Tuono', se observo la presencia de dos bandas con actividad
S-RNasa, una correspondiente a la S3-RNasa de 'Ferralise' y la otra, distinta de la S1-RNasa de
"Tuono', deduciéndose que este individuo no pertenecia a esta familia, y se debi6 incluir por error,
en alglin momento anterior a su plantacién en parcela. EI genotipo S3S: atribuido en este individuo

explicaria su calificacion como autoincompatible en el capitulo anterior.

Asi se han obtenido los genotipos S mediante la relacion de las S-RNasas expresadas en
los estilos de los diferentes individuos que componen las distintas familias estudiadas, mostrados en
los Cuadros 4.1,4.2,43y4.4.

Cuadro 4.1 Interpretacion de los zimogramas para la progenie de 'Tuono' (S1Sy) x 'Ferragnes' (S1Ss)

Individuo | M-1-78 | M-1-79 | M-1-80 | M-1-81 | M-1-82 | M-1-83 | M-1-84 | M-1-85 | M-1-86 | M-1-87

S1 - -

S3

Genotipo | S¢Sz St S3 S1S3 S¢Sz | Sindatos | §1S3 S1S3 | Sindatos | §7S3 St S3

Individuvo | M-1-88 | M-1-89 | M-1-90 | M-1-91 | M-1-92 | M-1-93 | M-1-94 | M-1-95 | M-1-96 | M-1-97

S1 .
S3

Genotipo | 8183 S1S3 St S3 St S3 St S3 StS3 | Sindatos | S¢Sz St S3 St S3

Individuvo | M-1-98 | M-1-99 | M-2-1 M-2-2 M-2-3 M-2-4 | M-2-5 M-2-6 | M-2-7 M-2-8

S1
S3

Genotipo S:S; | Sindatos | S¢Sz S¢Sz S$1S3 S1S3 S183 8183 | S183 | S183

Individuo | M-2-9 | M-2-10 | M-2-11 | M-2-12 | M-2-13 | M-2-14 | M-2-15

S1 -

S3

Genotipo | SrSs | S¢S: | S¢S; | SiS; [Sindatos | $:85 | 818

Cuadro 4.2 Interpretacion de los zimogramas para la progenie de 'Ferragnés' (S1S3) x 'Tuono' (S1Sy)

Individuo | M-2-16 | M-2-17 | M-2-18 | M-2-19 | M-2-20 | M-2-21 | M-2-22 | M-2-23 | M-2-24 | M-2-25

S1 - - -

S3

Genotipo | S Sf S1 S¢ S3 S¢ S1 8¢ S1 S¢ S1 8¢ S3 S¢ S1 8¢ S3 Sr S1 S¢

Individuo | M-2-26 | M-2-27 | M-2-28 | M-2-29 | M-2-30 | M-2-31 | M-2-32 | M-2-33 | M-2-34 | M-2-35

S1 - - -

S3

Genotipo | S7 Sf S3 St S3 Sf S3 St S1Sr | Sindatos |  S1 ¢ S3 St S3 S | Sin datos

Individuo | M-2-36 | M-2-37 | M-2-38 | M-2-39 | M-2-40 | M-2-41 | M-2-42 | M-2-43 | M-2-44 | M-2-45

S1 -
S3

Genotipo | S7 Sf S1 8¢ S3Sf | Sindatos | S38¢ | Sindatos [ 83 S S3 Sf S3 St S1.8¢

Individuo | M-2-46 | M-2-47 | M-2-48 | M-2-49 | M-2-50 | M-2-51 | M-2-52 | M-2-53 | M-2-54

S1 - _

S3

Genotipo | Sindatos | S/ S¢ | S/ St [Sindatos | $:8 | $1S | S/S [Sindatos| §/ S
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Cuadro 4.3 Interpretacion de los zimogramas para la progenie de 'Tuono' (S1S) x 'Ferralise' (S1S3)

individuo | M-2-55 | M-2-56 | M-2-57 | M-258 | M-=259 | M-2:60 | M-=2:61 | M-2-62 | M-2-63 | M-2-64

S1 - - - _

S3

Genotipo |  S1S3 S1S3 St S3 S1S3 S1S3 St S3 S1S3 | Sindatos | 8¢ S3 S1S3

Individuo M-2-65 M-2-66 M-2-67 M-2-68 M-2-69 M-2-70 M-2-71 M-2-72 M-2-73 M-2-74

S1
S3

Genotipo | §¢S3 S1S3 S1Ss | S1S: | SiS: | SiSs | SiSs | SiS: | SiS: | SiSs

Individuo M-2-75 M-2-76

S1 _
S3

Genotipo Si S3 | S183

Cuadro 4.4 Interpretacion de los zimogramas para la progenie de 'Ferralise' (S1S3) x 'Tuono' (S1Sy)

Individuo | L-2-72 | L-2-73 | L-2-74 | L-2-75 | L-2-76 | L-2-77 | L-2-78 | L-2-79 | L-2-80 | L-2-81

S1 - - - -
S3

Genotipo | S1 ¢ S3 Sf S1 8¢ S1Sr | Sindatos | S1 8¢ S3 St S3 St S1.S¢ S3 St

Individuo | L-2-82 | L-2-83 | L-2-84 | L-2-85 | L-2-86 | L-2-87 | L-2-88 | L-2-89 | L-2-90 | L-2-91

S1 - - -
S3

Genotipo | S1 ¢ S1 8¢ S3S¢ | Sindatos | Sy Sf S3 St S3 St S3 St S1.S¢ S3 St

Individuo | L-2-92 | L-2-93 | L-2-94 | L-2-95 | L-2-96 | L-2-97 | L-2-98 | L-2-99 | L-3- L-3-2

S1 - - -
S3

Genotipo | S1 ¢ S3 St S1.S¢ S1.8¢ S3 Sf S3 St S3 St S3 St S1 8¢ S1 .St

Individuo | L-3-3 L-3-4 L-3-5 L-3-6 L-3-7 L-3-8 L-3-9 L-3-10 | L-3-11 | L-3-12

S1 - -
S3

Genotipo | S7S¢ S1 ¢ S1 ¢ S3 S¢ S1 8¢ S1 St S3 Sf S1 ¢ S1 8¢ S3 St

Individwo | L-3-13 | L-3-14 | L-3-15 | L-3-16 | L-3-17 | L-3-18 | L-3-19 | L-3-20 | L-3-21 | L-3-22

S1 - _ _ _
S3

Genotipo | 8387 S1 8¢ S1.S¢ S3 St S1 8¢ S3 St S1 St S3Sf | Sindatos | S Sf

Individuo | L-3-23 | L-3-24 | L-3-25 | L-3-26 | L-3-27 | L-3-28 | L-3-29 | L-3-30 | L-3-31 | L-3-32

S1 - -
S3

Genotipo | 83 Sf S1 8¢ S3 St S1.8¢ S1 8¢ S1.8¢ S3 St S1 8¢ S1.S¢ S3 St

Individuo | L-3-33 | L-3-34 | L-3-35 | L-3-36 | L-3-37 | L-3-38 | L-3-39 | L-3-40 | L-3-41 | L-3-42

S1 _ -
S3

Genotipo | S1 ¢ S3 S¢ S3 St S1.S¢ S1 .St S3 St S3 St S3 St S3 S¢ S3 St

Individuo | L-3-43 | L-3-44 | L-3-45 | L-3-46 | L-3-47 | L-3-48 | L-3-49 | L-3-50 | L-3-51 | L-3-52

S1 -
S3

Genotipo | S1 ¢ S1 8¢ S1.S¢ S1.8¢ S1 8¢ S3 St S3 St S1.S¢ S1 8¢ S3 St

Individuo | L-3-53 | L-3-54 | L-3-55 | L-3-56 | L-3-57 | L-3-58 | L-3-59 | L-3-60 | L-3-61 | L-3-62

S1 -
S3

Genotipo | S/ S; | S1Sr | S1Sr | S3S | SsS | SiSr | S:Sr | 838 | S:Si | S3iS¢

Individuo | L-3-63

S1
S3

Genotipo S3 8¢

87



Identificacion de las S-RNasas estilares

4.4 DISCUSION

La correlacién de los alelos de incompatibilidad conocidos en el almendro con sus bandas
de ribonucleasas estilares, ha permitido predecir genotipos del locus S en variedades en las que se
desconocia, asi como descubrir nuevos alelos de autoincompatibilidad (BoSkoviC ET AL., 1997) y
progresar en la formacién de los grupos de interincompatibilidad polinizadora en el almendro

(BoSKoVIC ET AL., 1998).

Debido a que el producto de expresién del alelo de auto-compatibilidad (Sy) en almendro no
muestra actividad RNasa (BoSKovIC ET AL., 1998), las variedades autocompatibles heterocigéticas
en el locus S solo presentan una banda con actividad RNasa, expresada por el alelo de
incompatibilidad que poseen. Esta caracteristica resulta a priori ventajosa para una répida deteccién
de los individuos autocompatibles en progenies de mejora segregantes para la autocompatibilidad
(BoSKovIC ET AL., 1998). Sin embargo, la no deteccidn del alelo Sy mediante la técnica NEpHGE y su
tincion para la actividad RNasa, también acarrea un inconveniente. En las familias de este estudio
se supone la presencia del alelo Sy, ya que se conocen los parentales, su patron de bandas con
actividad RNasa vy la direccién de los cruzamientos. En ellas se ha observado variabilidad en
expresion de la actividad S-RNasa, dependiendo de las muestras y los individuos, reflejandose en la
nitidez de la banda, hasta el punto que en algunos individuos no fue posible detectar actividad
RNasa en sus extractos estilares, pese a repetir varias veces su extraccion y electroforesis. La
infinidad de factores que pueden hacer disminuir 0 en casos extremos anular la expresion y
focalizacion de las S-RNasas mediante la técnica NEpHGE, impide determinar si estas variaciones

de expresion o no expresion pueden deberse a causas genéticas.

Recientemente, ORTEGA Y DICENTA (2003) indicaron la distribucién genotipica en
descendencias procedentes de cruzamientos de selecciones autocompatibles heterocigdticas,
asignando el genotipo SiSr a individuos cuyos extractos estilares no mostraron actividad RNasa. En
este trabajo, la asignacién del genotipo SSr a los individuos en los que no se ha obtenido expresion
RNasa en sus extractos, es imposible en las familias en las que ‘Ferragnés’ y ‘Ferralise’ son los
parentales femeninos, y muy arriesgado en las que ‘Tuono’ es el parental femenino, ya que se
asumiria que estos individuos serian fruto de su autopolinizacién casual, con lo que también podrian

aparecer genotipos S1Sy, caso no producido.

La tarea de caracterizacion del genotipo S mediante esta técnica en material vegetal cuya
procedencia genealdgica sea totalmente desconocida puede resultar muy complicada. Boskovi¢ ET
AL. (2003) indicaron como las S-RNasas correspondientes a 23 alelos diferentes de

autoincompatibilidad en el almendro tienen unos puntos isoeléctricos (pl) de 8,30 a 9,30, y ORTEGA
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(2002) indico la localizacién de 33 RNasas distintas con puntos isoeléctricos de 8,05 a 9,80, de
manera que bastantes alelos S codifican RNasas de igual o parecido punto isoeléctrico, siendo
dificilmente distinguibles mediante su electroforesis en una dimensién, por lo que requieren una
comprobacion de la prediccion del genotipo de autoincompatibilidad mediante la realizaciéon de

cruzamientos testigo.

Indiscutiblemente esta técnica ha resultado de una gran utilidad en el avance del
conocimiento de los genotipos S en el germoplasma de almendro y cerezo, pero no cabe duda que
conforme avanza el numero de alelos S identificados va a resultar mas dificil su aplicacion en la
identificacion de nuevos genotipos debido al estrecho rango de pH en que muchas S-RNasas

muestran su punto isoeléctrico.

Una gran ventaja de la identificacion de las S-RNasas estilares frente a la observacion
microscopica de los tubos polinicos es la posibilidad de determinar el genotipo S de la planta en su
primera floracién. De esta manera, en las progenies segregantes para la autocompatibilidad, se
podrian eliminar precozmente los individuos autoincompatibles, aquellos que mostrasen dos bandas
con actividad S-RNasa, ahorrandonos las evaluaciones agrondémicas que se realizarian con este
material, que seria descartado posteriormente, cuando las determinaciones del crecimiento de los
tubos polinicos indicasen su autoincompatibilidad. Ademas, el aclareo que se produciria en la
parcela de mejora permitiria un mejor desarrollo de los arboles restantes facilitando su posterior

caracterizacion y evaluacion agrondmica.

En el apartado siguiente se va a determinar el genotipo S mediante marcadores
moleculares basados en la técnica PCR (Polymerase Chain Reaction), con el fin de confirmar los
genotipos predichos mediante la expresién de las S-RNasas estilares y la presencia del alelo Sren
los individuos que sélo han mostrado una banda con actividad S-RNasa. Serd en el siguiente
apartado donde se realizara el andlisis de las proporciones genotipicas obtenidas en las familias

estudiadas.

4.5 CONCLUSIONES

La técnica de identificacion de alelos S mediante la separacion de las S-RNasas estilares
(NEpHGE) es apropiada para identificar los individuos autoincompatibles en poblaciones
segregantes de los programas de mejora. De esta manera se podrian eliminar precozmente los
individuos autoincompatibles, dejando para un estudio mas detallado los individuos considerados

como autocompatibles, mediante la evaluacion microscopica del crecimiento de los tubos polinicos,
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lo que suministra una informacion mas agronémica de la autocompatibilidad y de la capacidad de

autofecundacion de los individuos seleccionados.

La determinacion de las S-RNasas mediante la técnica NEpHGE permite identificar
individuos introducidos en progenies de mejora por error, asi como descartar individuos calificados

como autocompatibles mediante el crecimiento de los tubos polinicos.
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5. IDENTIFICACION DEL GENOTIPO S MEDIANTE MARCADORES DE PCR

5.1 INTRODUCCION

A mediados de los afios 70 se produjeron varios descubrimientos esenciales para el
desarrollo de la biologia molecular, como las enzimas de restriccion, el desarrollo de vectores de
clonacion y la introduccion del técnica "Southern blot". Un segundo salto tecnoldgico ocurrio a partir
de 1985, con la introduccion de la reaccién en cadena de la polimerasa (SAIKI £T AL., 1985; MULLIS Y
FALCONA, 1987), mas conocida por sus siglas en inglés, PCR ("Polymerase Chain Reaction"),
inventada y desarrollada por el quimico Kary B. Mullis, ganador del Premio Nébel de Quimica de

1993 por sus trabajos.

Las bases tedricas de la reaccion de PCR son simples. En la reaccion intervienen tres
segmentos de DNA: el segmento de doble cadena que se quiere amplificar que se encuentra en el
DNA genomico, y dos pequefios fragmentos de cadena sencilla, los oligonucledtidos o cebadores,
que tienen la misma secuencia que los extremos que flanquean el DNA molde. Ademas, participan
en la reaccion la enzima Thermus aquaticus polimerasa (Taq), desoxinucleotidos-trifosfato (ANTPs),

sales y un tampén.

Los cebadores se afiaden a la reaccion en exceso con respecto al DNA que desea
amplificar, por lo que hibridaran con las regiones complementarias del DNA, quedando orientados
con sus extremos 3" enfrentados, de modo que la sintesis mediante la DNA polimerasa (que cataliza
el crecimiento de nuevas cadenas 5'— 3°) se extiende a lo largo del segmento de DNA que queda

entre ellas.

El primer ciclo de sintesis producira nuevas cadenas, de longitud indeterminada, las cuales,
a su vez, son capaces de hibridarse con los cebadores. Durante el segundo ciclo de sintesis, estas
cadenas hijas serviran a su vez como moldes, generandose en este caso fragmentos cuyo tamafio
sera el del fragmento que engloba los extremos de ambos cebadores. Estas nuevas cadenas hijas
serviran de molde a su vez para sucesivos ciclos de sintesis. La cantidad de estos productos se
duplica con cada ciclo, por lo que se van acumulado de forma exponencial. Al cabo de 30 ciclos,

habran aparecido 270 millones de estas moléculas, por cada una de DNA original que hubiese.

El primer paso necesario en este proceso de sintesis es la desnaturalizaciéon del DNA.
Puesto que el molde es una molécula de DNA de doble cadena, sera necesaria su separacion para
que los cebadores puedan acceder a sus secuencias complementarias y unirse a ellas en el
siguiente paso, llamado de templado ("annealing"). Una vez que los cebadores se han unido a las

cadenas, alimentan la accion de la DNA polimerasa, la cual comienza a crear a partir de ellos
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nuevas cadenas de DNA complementarias, en el proceso de elongacion (Fig. 5.1). Estos tres pasos

consecutivos (desnaturalizacién, alineamiento y elongacion) constituyen un ciclo de sintesis.

La PCR es una técnica que permite, a partir de una pequefia cantidad de DNA, la obtencion
de millones de copias de uno o varios fragmentos de DNA presentes en las diferentes muestras
biolégicas, permitiendo que el nimero de aplicaciones de esta técnica en la mejora de los arboles

frutales sean infinitas (ARUS ET AL., 1993; HORMAZA ,1996).
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{ L ] dGTP
— drTP
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i -
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4 1L

estable al calor @ Q—f— Cebador 2

El nimero de copias del fragmento
a amplificar se duplica cada ciclo.

35 ciclos implica que por cada
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Enfriamianto hasta 37°C Calentamiento hasta 72°C

Fig. 5.1 Diagrama esquematico de la reaccién PCR.

En base en las estructuras conservadas en las S-RNasas de distintas especies, se
disefiaron cebadores de PCR degenerados para poder clonar los genes S. Una vez secuenciados
estos genes S, se disefiaron cebadores mas especificos a partir de las regiones conservadas en las
S-RNasas en cada especie para poder aplicarse en la identificacion de los genotipos S. Debido a
que los fragmentos de DNA procedentes de la amplificacion de los alelos S presentaban tamafios
parecidos en muchos casos, los productos de la PCR se sometieron a la digestion por enzimas de
restriccion con el fin de obtener polimorfismo entre los distintos genes S. Esta técnica se utilizé para
la identificacién de los genotipos S en manzano (JANSSENS ET AL., 1995; MATSUMOTO ET AL., 1999;
MATSUMOTO Y KITAHARA, 2000), en peral japonés (ISHIMIZU ET AL., 1999), en cerezo (TAO ET AL., 1999)
y en Brassica oleracea (BRACE ET AL., 1993; 1994), pero esta estrategia no funciond adecuadamente
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en el aimendro (BALLESTER, 1998).

En el almendro, la clonacién y el secuenciado de los alelos de incompatibilidad mas
comunes en las variedades californianas represento un gran progreso para la aplicacion de la PCR
en la identificacion de los genotipos S. Asi, se clonaron los alelos Sb/S1, S¢/S7 y S9Sg (USHIIMA ET
AL., 1998) y el alelo S&/Ss(TAMURA ET AL., 2000). Con el alineamiento de sus secuencias, se observo
que las secuencias codificadoras para las regiones C1y C5 estaban altamente conservadas, lo que
permitio el disefio de cebadores PCR para su aplicacién en la identificacion de los genotipos S de
las variedades californianas, observandose que los productos de la amplificacion se podian
diferenciar facilmente por su tamafio. Al comparar las secuencias de los cDNA y del DNA genomico,
se realiz6 una aproximacion a la estructura de estos genes, descubriendo que los alelos S&/Ss y
Sb/Sy presentaban un intron de diferente tamafio, mientras que en los genes correspondientes a los
alelos S¢/S7y S Ss, no se pudo caracterizar la estructura debido a que el cebador generado a partir
de la regién C1 no funciond con estos alelos, por lo que se utilizaron cebadores disefiados a partir

de regiones mas cercanas a la region C5.

Los cebadores AS1ll y AmyC5R, desarrollados por TAMURA ET AL. (2000), se utilizaron mas
adelante en la determinacion de los genotipos S en otras variedades de almendro, observandose
que también se amplificaban los alelos Ss, So, S10 y Sis, asi como varios alelos S de algunas
especies silvestres relacionadas con el almendro (MARTINEZ-GOMEZ ET AL., 2002). ORTEGA Y DICENTA
(2003) indicaron también la idoneidad de estos cebadores para amplificar los alelos S11 y S12

procedentes de 'Marcona'.

CHANNUNTAPIPAT ET AL. (2001) disefiaron ofros cebadores a partir de las regiones
conservadas de los alelos Sb/Sy, S¢/S7 y S9Ss (USHUIMA ET AL., 1998) y Sr. En su aplicacion,
definieron las caracteristicas estructurales de los genes de estas S-RNasas, indicando la presencia

de un intrén de diferente tamario en todos ellos.

Paralelamente, MA Y OLIVEIRA (2001) clonaron los alelos Sy Sz procedentes de 'Ferragnés'
y disefiaron varios cebadores, para su amplificacion mediante la PCR. Observaron que la region
codificante de la RNasa en el gen Sy es la misma que en el gen S? clonado de las variedades
americanas. Sin embargo, su intron diferia ligeramente en su secuencia. Por otra parte la clonacion
total del gen S3 permitié descubrir la presencia de dos regiones no codificantes o intrones en este

alelo, a diferencia de los clonados anteriormente.

Debido a que en algunos genotipos que poseen los alelos S1 0 S7 (CHANNUNTAPIPAT ET AL.,

2001) no se producia la amplificacién en la PCR de los otros alelos S presentes con cebadores
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obtenidos a partir de regiones conservadas, CHANNUNTAPIPAT ET AL. (2003) propusieron el uso de
cebadores especificos para cada alelo, disefiados a partir de las secuencias presentes en los
intrones de los alelos Sy, Sz, Ss, S7, Ss, So, S0, Sz3 y Sr. Seguin estos autores, la utilizacion de
cebadores procedentes de regiones conservadas resulta inapropiada para el almendro, y
propusieron el uso de cebadores especificos disefiados a partir de las secuencias de los intrones en

otras especies, con el objetivo de evitar la utilizacion de enzimas de restriccion tras la PCR.

Como se ha indicado en el capitulo anterior, en el andlisis de las S-RNasas estilares en los
individuos de las familias estudiadas, no es posible detectar el producto de expresién del alelo de
autocompatibilidad (Sy), por no presentar actividad ribonucleasa. El objetivo de este apartado es
confirmar los genotipos S deducidos de la expresion de las RNasas estilares mediante marcadores
de PCR vy la identificacién del alelo de autocompatibilidad (Sy). De esta forma se evaluara la
incipiente aplicacion de la técnica PCR a la identificacion de los alelos S, y su viabilidad en un
programa de mejora, para realizar una seleccion precoz en la deteccién de la presencia del alelo Sy

como causante de la autocompatibilidad.

5.2 MATERIAL Y METODOS

5.2.1 MATERIAL VEGETAL Y EXTRACCION DEL DNA GENOMICO

El material vegetal analizado incluye los individuos de las familias estudiadas (Fig. 2.1) y
sus parentales. De cada genotipo vegetando en la parcela se obtuvieron tres discos de hoja jovenes
sin nervaduras (aproximadamente 40 mg), cortados al cerrar los tubos de 1,5 ml con la hoja tapando
la boca del tubo. Los tubos con los discos de hojas se mantuvieron a una temperatura de —20°C

hasta la realizacion de la extraccion del DNA gendmico.

Esta extraccion se realizd usando el protocolo descrito en el Anejo Il, basado en el
procedimiento utilizado por GEPTS Y CLEGG (1989). La muestra fue ultra congelada con nitrégeno
liquido dentro del tubo de 1,5 ml y pulverizada con la ayuda de un taladro con una broca de plastico.
Antes de la descongelacion se afiadieron 0,4 ml de tampén de extraccion (50mM Tris-HCI, 0,7 M
NaCl, 10 mM EDTA, 1% SDS, 5% PVPP, 2% B-mercaptoetanol) a temperatura de 65°C. Las
muestras se incubaron a 65°C durante 20 minutos, tras los cuales, se afiadieron 0,4 ml de 24:1
cloroformo-isoamil alcohol. Tras un mezclado perfecto por sucesivas inversiones de los tubos, se
centrifugaron a 14.000 rpm durante 20 minutos. La fase superior se transfirio a tubos estériles,
volviéndose a afiadir 0,4 ml de cloroformo-isoamil alcohol y la centrifugacién. Una vez separada de

nuevo la fase superior, se precipitd el DNA mediante la adicién de 0,4 ml de isopropanol a —20°C. El
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precipitado se lavé con 0,4 ml de solucién con 10 mM NHsAc en etanol al 76%, se seco tras dos
horas y se resuspendié en 0,2 ml de TE (10 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 8.0).

5.2.2 CUANTIFICACION DEL DNA

Mediante este proceso se cuantificd la concentracién de DNA obtenido y su calidad. La
cuantificacion se realiz6 mediante el espectrofotémetro de rango ultravioleta Gene Quant Il de
Pharmacia Biotech (Anejo Il). Las muestras que a 260 nm mostraron absorbancias menores de 0,1
y mayores de 2,5 se rechazaron, al igual que las que no presentaron un rango entre 1,6 y 2 en la
relacion de absorbancias 260/280 nm, procediéndose en éstas a repetir su extraccion en tubos de
45 ml, que permiten una mayor cantidad y calidad de la extraccidn, aunque resulta més costosa en

tiempo y reactivos (Detallada en el Anejo II).

5.2.3 APLICACION DE LA TECNICA PCR

La identificacidn de los genotipos S en los individuos que componen las familias estudiadas
se llevd a cabo utilizando diversos cebadores, tanto desarrollados a partir de las regiones
conservadas de las S-RNasas del almendro (TAMURA ET AL, 2000; MA Y OLIVEIRA, 2001 y
CHANNUNTAPIPAT ET AL., 2001) (Cuadro 5.1), asi como cebadores especificos desarrollados a partir
de las regiones intrén del gen Si (CHANNUNTAPIPAT ET AL, 2003) y del gen S; disefiado

especificamente para la aplicacion en estas familias.

Las reacciones de PCR se realizaron en volimenes de 25 pl (Anejo Il), conteniendo la
mezcla 10 mM de Tris-Cl (pH 8,2), 50 mM de KCI, 100 uM de cada uno de los dNTPs, 1,9 nM de
MgClo, 0,125 uM de cada cebador, una unidad de Taq DNA polimerasa y 50 ng de la muestra de
DNA genomico. Los pardmetros de las temperaturas durante la reaccidén fueron: una
desnaturalizacion inicial de 4 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de amplificacion constantes de
un minuto a 94°C, un minuto a 57°C y dos minutos a 72°C. Después de ello se produce la

renaturalizacion final de los fragmentos de DNA amplificados durante diez minutos a 72°C.

Los productos de la amplificacion se separaron en electroforesis a 150 V durante 2 horas en
geles con un 2% de agarosa en tampon con 40 mM de Tris Base, 40 mM de acido acético, 1mM de
NaEDTA. Una vez finalizada la electroforesis, los geles se tifieron con una solucién de 1ugr
bromuro de etidio/ml. Las bandas obtenidas correspondientes a los fragmentos de DNA

amplificados se digitalizaron mediante el transiluminador ultravioleta Gel Doc 2000 de Bio-Rad, para
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su posterior andlisis. Los resultados se tomaron como vélidos cuando tras una nueva reaccién PCR

de comprobacién se obtuvo el mismo patrén de bandas.

Cuadro 5.1 Listado de los cebadores obtenidos de las regiones conservadas de las S-RNasas del almendro.

Tamaiio

Secuencia Combinacién Gen
Cebador 553 de cebadores pr((:(il:)t;to objetivo Autores
ASTII 0,6 S¥/Ss
ASHIl | TATTTTCAATTTGTGCAACAATGG |  AmyC5R 1,1 SHISs
A1Sc CAGACACTTAATCAATTCCAG A1Sc )
A1Sd2 | CCACATGGCGTGGGATACCTCG | AmyC5R 02 | SIS | TAMURAETAL, 2000
AmyC5R | CAAAATACCACTTCATGTAACAAC [ A1Sd2
03 SIS
AmyC5R
Cebador 1 | CARTTYGTBCARCARTGGCC 1y2 11
Cebador2 | TACCACTTCATGTAACAACTG 1y3 07 Si
Cebador 3 | GACATCCAAGCAATATAGAGAC !
Cebador4 | TCTAAGTATGGSKATKTTGAA 4y5 16
Cebador5 | AATTTTAYKGAAACRAGATG 6y7 12 S5 | MAY OLVERA, 2001
Cebador6 | ACCAACTGCAGAGTTCGAACG
Cebador 7 | TACCACTTCATGTAACAACTGAG 8y2 12 s
Cebador8 | ACCACCTGCAGATTTAGCGGC
11 SIS
ConF 2,0 SIS
ConF GTGCAACAATGGCCACCGAC ConR 27 SSe
ConR | TACCACTTCATGTAACAACTGAG 12 St
SAF AGCAGCAAACCTTCCAACC SAF1 ] C”AN/TL”N;’(‘)%'?AT Er
SdF1 | ATTATGAGCACTGGATCTTACGTG|  SdRf 28 SSe v
SdR1 | AAACAAGATGTCAATATGATTTCG
SdF
CoR S

5.3 RESULTADOS
5.3.1 ESTRATEGIA SEGUIDA PARA EL CONOCIMIENTO DE LOS CEBADORES A UTILIZAR

El avance en la creacién de los marcadores de PCR para la identificacion de los genotipos
S en el almendro (TAMURA ET AL., 2000; CHANNUNTAPIPAT ET AL, 2001; MA Y OLIVEIRA, 2001;
CHANNUNTAPIPAT ET AL, 2003) ha sido paralelo a su aplicacién en los individuos de las

descendencias estudiadas en este trabajo.

Teoricamente, los cebadores propuestos por MA Y OLIVEIRA (2001) amplifican los alelos de
autoincompatiblidad Sy y Ss, asi como el alelo de autocompatibilidad Sy, involucrados en estas
familias estudiadas, mediante tres combinaciones de cebadores (Cuadro 5.1), lo que disminuye la
rentabilidad de su aplicacién, ya que se necesitan tres reacciones PCR para cada genotipo a
determinar. Sin embargo, en pruebas realizadas con los parentales y diversos descendientes de
estas familias, se observd que solo los cebadores que amplificaban el alelo Sy funcionaban

correctamente en las condiciones del laboratorio de este trabajo.
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Debido a ello, se decidio probar los cebadores ConF y ConR de CHANNUNTAPIPAT ET AL.
(2001), mediante los cuales, segun los autores, es posible amplificar con una sola reaccién los
alelos Sy y Sy, aunque no indican si es posible también la amplificacion del alelo Ss. Por ello se
realizo el alineamiento de la secuencia obtenida tras la clonacion del alelo Sz (Accesion NCBI
AF157008 de MA Y OLIVEIRA,1999) y los cebadores ConF y ConR en formato BLAST (ALTSCHUL ET
AL., 1997), con el programa informatico Clustal X 1.8.1 (THOMPSON ET AL., 1997), con el fin de
determinar, a priori, si estos cebadores eran capaces de amplificar también el alelo S3. Segun el
alineamiento, ConF y ConR no eran capaces de amplificar este alelo (Fig. 5.2), pero, tedricamente,
cambiando una sola base del cebador ConF (Cebador ConFSs) y afiadiendo a la reaccion de PCR
los tres cebadores ConF, ConFS3 y ConR en las proporciones 1:1:2, seria posible amplificar los tres
alelos en cada reaccién, de forma similar a la que TAMURA ET AL. (2000) propusieron con la
combinacion de los cebadores A1Sc1, A1Sd2 y AmyC5R para la identificacion conjunta de los alelos
S¢/Sz7y S4/Ss.

En las pruebas previas realizadas con estos cebadores se observd que los productos de
amplificacién producidos por las combinaciones de los cebadores ConF-ConR y ConFS3-ConR eran
iguales (Fig.5.3), lo que implicaba que la modificacién realizada al cebador ConF para la
amplificacién del alelo Sz (cebador ConFS3) no aportaba la especificidad esperada, comportandose
de forma similar al cebador original. Ademas, se observé que ambas combinaciones amplificaban
también el alelo S3 de 'Ferragnés' y 'Ferralise', fendmeno no mencionado anteriormente, a pesar de
que CHANNUNTAPIPAT ET AL. (2001) utilizaron 'Ferragnés' en su trabajo ya que centraron sus estudios
solamente en el estudio del alelo S2/Sy. Efectivamente, nuevos alineamientos posteriores de los
cebadores ConF y ConR con otras secuencias mas recientes del gen S; de 'Ferragnés' y 'Al'
(accesiones NCBI AF510417 y AF490505 de CHANNUNTAPIPAT ET AL., 2002), mostraron también un
perfecto acoplamiento del cebador ConF con estas secuencias, indicando la presencia de pequefas
diferencias con la primera secuencia del alelo Ss realizada (accesion NCBI AF157008 de Ma Y
OLIVEIRA,1999). Por lo tanto, ConF-ConR también amplifican el alelo S3, aunque con un gran
inconveniente, ya que el producto amplificado de Sz se diferencia sélo en 9 pares de bases del
producto amplificado de Sy lo que complica la diferenciacion de los mismos. Al no existir
polimorfismo en el patrén de bandas de los genotipos S1Sry S1S3 (Fig. 5.3), no se puede realizar la
aplicacion Unica de estos cebadores en la identificacion de los genotipos S en los individuos de las

familias estudiadas.
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Fig.5.3 Pruebas con cebadores ConF/ConR, ConFS3/ConR y 8/2 para la amplificacion de los alelos presentes en los
individuos de las poblaciones.

En la Fig. 5.3 también se puede observar que, aunque los cebadores ConF y ConR
producen una buena amplificacion del alelo Syen "Tuono', provocan el silenciamiento del alelo Sy o
una débil amplificacion del mismo. CHANNUNTAPIPAT ET AL. (2001) indicaron el enmascaramiento del
segundo alelo en la amplificacion PCR en los genotipos con alelos Sy o S7. Sin embargo, en la

variedad 'Genco', de igual genotipo S que Tuono', los dos alelos se amplificaron adecuadamente
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para su identificacion. Tampoco en 'Ferragnés' y ' Ferralise', poseedoras del alelo Sy, se produce el

silenciamiento del alelo Ss.

El producto de amplificacion del alelo St en 'Genco' mediante los cebadores ConF y ConR
es de tamario parecido al producido por los cebadores 8 y 2 (MA y OLIVEIRA, 2001), sin embargo,
estos Ultimos cebadores no mostraron una buena amplificacion en 'Tuono' ni en diversos
descendientes autocompatibles ensayados, lo que desaconsejo su uso para la identificacion de los

genotipos S las poblaciones del presente trabajo.

Debido a los inconvenientes comentados, se decidié la busqueda de cebadores especificos
para la identificacién del alelo Sz a partir de la secuencia AF157008 (accesién NCBI obtenida de la
S3-RNasa por MA Y OLIVEIRA, 1999), mostrandose en el Cuadro 5.2 los cebadores disefiados, asi
como las combinaciones probadas y los tamafios de los fragmentos tedricos a obtener para la

correspondiente identificacion del alelo Ss.

Cuadro 5.2 Combinaciones de los cebadores para la identificacion especifica de los alelos Sz y St

Tamaiio Gen
producto | objetivo

(pb)

Secuencia Combinacion
553 de cebadores

S3F CTTCTGCGCTTACGAGAGGTT S3F / S3R1 611
ESTE TRABAJO S3R1 AAAACGTAAGGGATAGTTTCT S3F / S3R? 790
S3R2 TGTGATTTCCACATGTCT S

CHANNUNTAPIPAT|  ConF |  GTGCAACAATGGCCACCGAC gggggggg 1803326
ETAL,2001 | ConR | TACCACTTCATGTAACAACTGAG

S3F/ConR | 950
CHANNUNTAPPAT | SF | GTGCCCTATCTAATTTGTGAC
ETAL,2003 | SR | GACATTTTTTTAGAMAGAGTG | St 'SR 449 St

Autores Cebador

En la Fig. 5.4 se muestra una de las pruebas realizadas a los cebadores disefiados y las
combinaciones posibles realizadas con éstos y con ConF y ConR. Se observé que algunas
combinaciones de cebadores, como S3F/S3R2 y SsF/ConR, amplificaban correctamente el alelo Ss,
siendo el tamafio de los fragmentos adecuado para una répida identificacion. Los cebadores
disefiados para la identificacion especifica del alelo Sz (Cuadro 5.2), probablemente completan el
trabajo de CHANNUNTAPIPAT ET AL. (2003), que omite el estudio de este alelo fundamental en muchos
programas de mejora europeos, en los que se han empleado a menudo como parentales algunos

descendientes de la variedad 'Ai", como 'Ferragnés'y 'Ferralise', asi como descendientes de éstas.

De igual manera, el funcionamiento de los cebadores 4 y 5 de MA Y OLIVEIRA (2001) no fue
adecuado para la identificacion del alelo S, tal como habia ocurrido con los cebadores 8 y 2 para la
amplificacién del alelo St Por otro lado, no hubo ninglin problema con los cebadores 1y 3 para la

amplificacion del alelo S1(Cuadro 5.1).
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Fig.5.5 Esquema de las estructuras de los alelos Sr, S1y Ss.

Posteriormente, CHANNUNTAPIPAT ET AL. (2003) publicaron la secuencia de los cebadores
especificos S y SR para el alelo Sr. Tras comprobar su buen funcionamiento, se utilizaron para
identificar el alelo Sy en los individuos de las familias estudiadas, asi como para ensayar estos
cebadores para su utilizacion como marcador precoz de la autocompatibilidad en descendencias

autocompatibles.
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Por consiguiente, la estrategia seguida para identificar los genotipos S en los individuos de
estas familias se inici6 con el conocimiento previo de la estructura de los alelos de
autoincompatibilidad involucrados en estas poblaciones asi como del alelo de autocompatibilidad,
siguié con el conocimiento de los fragmentos tedricos amplificados en la reaccién PCR con los
cebadores existentes (Fig. 5.5) y finalizd con su ensayo en el material vegetal y las condiciones de
trabajo propias. Si no se obtuvieran resultados satisfactorios, se disefiarian nuevos cebadores a
partir de las secuencias publicadas (Cuadro 5.3) o se clonarian los alelos y se secuenciarian si no lo

estaban.

Cuadro 5.3 Accesiones de las secuencias en base de datos GenBank de NCBI de los alelos S del almendro.

Material v | L
Alelo d:t:roie ngnitiz Accesion NBCI Fuente en NCBI:
Mission' AB011469 USHIJIMA Y SASSA (1998)
S, SSlo AF148466 TAMURA ET AL, (1999)
; - AF149039 MAY OLIVEIRA (1999)
Femragnés AY061960 CHANNUNTAPIPAT ET AL. (2001)
'Ne Plus Ultra' AF510421 :
S 'Cristomorto’ AF510416
2 'Anxaneta’ AF454000 CHANNUNTAPIPAT ET AL. (2001 y 2002)
AF510417
S; Ferragnes 22 gggg M OLIVEIRA (1999)
AT AF490505
S AF490506 CHANNUNTAPIPAT ET AL. (2002)
4 'Ferraduel'' AF510418
s AB026836 USHIJIMA Y SASSA (1999)
S5 Mission AF148465 TAMURA ET AL (1999)
'Ramillete' AF51041
Se S;n:;!let? AF45183912 CHANNUNTAPIPAT ET AL.(2002)
ertina
'Ne Plus Ultra' AF510420 CHANNUNTAPIPAT ET AL. (2001)
S AB011470 USHIJIMA Y SASSA (1998)
7 AF148467 TAMURA ET AL. (1999)
, o AY291118 CHANNUNTAPIPAT ET AL. (2001)
Nonpareil ABO11471 USHLIMA Y SASSA (1998)
Ss AF148468 TAMURA ET AL.(1999)
AF444788 CHANNUNTAPIPAT ET AL. (2001)
S ¢ 'Ferraduel'? AF250864 MA Y OLIVEIRA (1999)
o 'Primorsky' AF454001
S10 'Gabaix' AF454003 CHANNUNTAPIPAT ET AL. (2001 y 2002)
S '‘Rumbeta’ AF510415
" 'Bertina’ AF487915
S13 "Verdeal AF267513
\ \ AF177924 MA Y OLIVEIRA (1999 y 2000)
Sa1 Boa Casta AFT57010
Sa ‘Ramillete’ AF454002 CHANNUNTAPIPAT ET AL.(2002)
"Tuono' AF157009 MA Y OLIVEIRA (1999)
St 'Lauranne’ AF510414
CHANNUNTAPIPAT ET AL. (2001 y 2002
RTA 12-2 AY291117 (2001y2002)
Si . . AF267512
Pestaneta
Sk AF267511 MA Y OLIVEIRA (2000)
Sh "Maurisca' AF267510
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5.3.2 OBTENCION DE LOS GENOTIPOS S MEDIANTE LA APLICACION DE LA PCR EN LAS
FAMILIAS ESTUDIADAS

Como se ha indicado anteriormente, para obtener los genotipos S en los individuos de las
familias estudiadas se han realizado tres reacciones para cada individuo, una para identificar los
alelos Syy S3 (ConF/ConR), y dos reacciones alelo-especificas para confirmar la presencia del alelo
S3 (S3F/ConR) y la presencia del alelo de autocompatibilidad Sy (S{F/SR).

Se observé que en las reacciones PCR realizadas con el cebador ConF/ConR en los
plantas con genotipo S1S3, los dos productos PCR correspondientes a cada alelo S7y Sz se
amplificaron adecuadamente. Sin embargo, en la mayoria de los genotipos S1Sy, al igual que ocurria
en 'Tuono', la amplificacion del producto PCR correspondiente al alelo S provocaba el
silenciamiento de la amplificacion PCR del alelo Sr. Los individuos que presentan cierta
amplificacion del fragmento correspondiente al alelo S se podrian confundir con los de genotipo
S1S3, ya que ambos genotipos en teoria no presentan polimorfismo con la utilizacién de esta pareja
de cebadores. Debido a ello, se realizaron las PCR S3 y St alelo-especificas, con el fin de confirmar
los dos genotipos posibles. En los individuos con genotipo S3S;, el producto de amplificacion PCR
correspondiente al alelo S; enmascara al producto de amplificacion PCR del alelo Sy, observandose

en algunos casos dos bandas pegadas, debido a su parecido tamafio molecular (Fig.5.6 y 5.7).

En las reacciones S; alelo-especificas, realizadas con los cebadores S3F/ConR, se observo
una adecuada amplificacién del producto PCR del alelo S3, con un tamafio de 950 pb, tal como se
puede observar en la Fig. 5.8, de manera que se puede confirmar la posesion de este alelo en los

individuos con la presencia o ausencia de esta banda.

De igual forma, en las reacciones Sy alelo-especificas realizadas con los cebadores SF/SR
de CHANNUNTAPIPAT ET AL. (2003), se observd una correcta amplificacion del producto PCR del alelo
de autocompatibilidad Sy, con un tamafio de 450 pb. (Fig. 5.9). Tras comprobar esta eficacia, se
deduce que la presencia o ausencia de esta banda puede ser utilizada como criterio de una primera
seleccién precoz a favor de la autocompatibilidad del material vegetal en estado de plantula, antes
de ser plantado en parcela, permitiendo un ahorro de recursos, tanto financieros como humanos,

necesarios para la evaluacion del nuevo material vegetal.

En los Cuadros 5.4, 5.5, 5.6 y 5.7 se muestran los resultados obtenidos en la identificacion
de los genotipos S tras la aplicacion de los cebadores ConF/ConR, S3F/ConR y SfF/SfR en los
individuos que componen las distintas familias estudiadas, mostrandose resumidos en el Cuadro
5.8.
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518s 518s 5:5f 8:8: §48:

NO NO SI Sl SI Sl Sl

Fig.5.8 Identificacion de la presencia del alelo S3 mediante los cebadores S3F-ConR.

'Tuono' x 'Ferragnés’ 'Ferragnés’ x 'Tuono'

Fig.5.9 Identificacién de la presencia del alelo Srmediante los cebadores SiF-SR.
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Cuadro 5.4 Resultados obtenidos de las PCR realizadas en la progenie de ‘Tuono' (S1Sy) x 'Ferragnés' (S1Ss).

Individuo M-1-78 | M-1-79 | M-1-80 | M-1-81 | M-1-82 | M-1-83 | M-1-84 | M-1-85 | M-1-86 | M-1-87
S3
ConF/ConR St
S1
S3F/ConR S3
SfF/SfR St
Genotipo S St S3 St S3 S1S3 St S3 S183 S183 S183 S183 St S3 St S3
Individuo M-1-88 | M-1-89 | M-1-90 | M-1-91 | M-1-92 | M-1-93 | M-1-94 | M-1-95 | M-1-96 | M-1-97
S3
ConF/ConR St
S1
S3F/ConR S3
SfF/SfR St
Genotipo S S183 S183 St S3 St S3 St S3 St S3 St S3 St S3 St S3 St S3
Individuo M-1-98 | M-1-99 | M-2-1 | M-22 | M-2-3 | M24 | M25 | M26 | M-27 | M28
S3
ConF/ConR St
S1
S3F/ConR S3
SfF/SfR St
Genotipo S St S3 St S3 St S3 S S3 S183 S183 S183 S1Ss | S1Ss | S1Ss
Individuo M-29 | M-2110 | M-2-11 | M-2-12 | M-2-13 | M-2-14 | M-2-15
S3 R
ConF/ConR St
S1
S3F/ConR S3
SfF/SfR St
Genotipo S SsSt | SsS¢ | SsSr | SiSt | [ 885 | S1Ss

Cuadro 5.5 Resultados obtenidos de las PCR realizadas en la progenie de 'Ferragnés' (S1S3) x 'Tuono' (S1Sy).

Individuo M-2-16 | M-2-17 | M-2-18 | M-2-19 | M-2-20 | M-2-21 | M-2-22 | M-2-23 | M-2-24 | M-2-25
S3 _
ConF/ConR St
S1
S3F/ConR S3 -
SfFISR St
Genotipo S S1S¢ S18¢ S3S¢ S18¢ S18¢ S18¢ S3S¢ S18¢ S3S¢ S18¢
Individuo M-2-26 | M-2-27 | M-2-28 | M-2-29 | M-2-30 | M-2-31 | M-2-32 | M-2-33 | M-2-34 | M-2-35
S3 -
ConF/ConR St
S1
S3F/ConR S3
SfFISR St
Genotipo S S1S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S18¢ S18¢ S1S¢ S3S¢ S3S¢ S18¢
Individuo M-2-36 | M-2-37 | M-2-38 | M-2-39 | M-2-40 | M-2-41 | M-2-42 | M-2-43 | M-2-44 | M-2-45
S3
ConF/ConR S
S1
S3F/ConR S3
SfFISR St
Genotipo S S1S¢ S18¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S18¢
Individuo M-2-46 | M-2-47 | M-2-48 | M-2-49 | M-2-50 | M-2-51 | M-2-52 | M-2-53 | M-2-54
S3
ConF/ConR S
S1
S3F/ConR S3
SfFISR St
Genotipo S SsSt | SiSr | SiSr | SsSt | SiSt | SiSr | SiSr | SiSr | SiSt
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Cuadro 5.6 Resultados obtenidos de las PCR realizadas en la progenie de 'Tuono' (S1Sy) x 'Ferralise' (S1S3).

Individuo M-2-55 | M-2-56 | M-2-57 | M-2-58 | M-2-59 | M-2-60 | M-2-61 | M-2-62 | M-2-63 | M-2-64
S3 -
ConF/ConR St
S1
S3F/ConR S3
STFISfR St
Genotipo S S183 S183 S3S¢ S183 S183 S3S¢ S183 S3S¢ S183
Individuo M-2-65 | M-2-66 | M-2-67 | M-2-68 | M-2-69 | M-2-70 | M-2-71 | M-2-72 | M-2-73 | M-2-74
S3
ConF/ConR St
S1
S3F/ConR S3
STFISfR St
Genotipo S S3S¢ S183 S1S: | S1Ss | 1S | Ss§ | | S1Ss | S1S3 | 1S3
Individuo M-2-75 | M-2-76
S3
ConF/ConR St
S1
S3F/IConR S3
SfFISfR St
Genotipo S SsSr |

Cuadro 5.7 Resultados obtenidos de las PCR realizadas en la progenie de 'Ferralise’ (S1Ss) x "Tuono' (S+Sy).

Individuo L-2-72 | L-2-73 | L-2-74 | L2275 | L-2-76 | L-2-77 | L-2-78 | L-2-79 | L-2-80 | L-2-81
S3
ConF/ConR S
S1
S3F/ConR S3
SfF/STR St
Genotipo S S3S¢ S15¢ S3S¢ S18¢ S3S¢ S3S¢ S18¢ S3S¢
Individuo L-2-82 | L-2-83 | L-2-84 | L-2-85 | L-2-86 | L-2-87 | L-2-88 | L-2-89 | L-2-90 | L-2-91
S3
ConF/ConR St
S1
S3F/ConR S3
SfF/STR St
Genotipo S S18¢ S1S¢ S3S¢ S1S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S18¢ S3S¢
Individuo L-2-92 | L-2-93 | L-2-94 | L-2-95 | L-2-96 | L-2-97 | L-2-98 | L-2-99 | L-3-1 L-3-2
S3 _
ConF/ConR St
S1
S3F/ConR S3
SfF/STR St
Genotipo S S18¢ S3S¢ S15¢ S1S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S18¢ S1S¢
Individuo L-3-3 L-3-4 L-3-5 L-3-6 L-3-7 L-3-8 L-3-9 | L-310 | L-3-11 | L-3-12
S3
ConF/ConR St
S1
S3F/ConR S3
SfF/STR St
Genotipo S S1S¢ S1S¢ S18¢ S3S¢ S18¢ S18¢ S3S¢ S18¢ S18¢ S3S¢
Individuo L-313 | L-3-14 | L-3-15 | L-3-16 | L-3-17 | L-3-18 | L-3-19 | L-3-20 | L-3-21 | L-3-22
S3 S JR—
ConF/ConR  S¢
S1
S3F/ConR S3
SfFISTR St
Genotipo S Ss | SiSr | SiSr | SsS¢ | SiS | S8k | SiSr | S:S | | 815
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Cuadro 5.7 (Continuacion)

Individuo L-3-23 | L-3-24 | L-3-25 | L-3-26 | L-3-27 | L-3-28 | L-3-20 | L-3-30 | L-3-31 | L-3-32
S3
ConF/ConR  Sf
S1
S3F/ConR S3
SfFISR St
Genotipo S S3S¢ S18¢ S3S¢ S18¢ S18¢ S18¢ S3S¢ S18¢ S18¢ S3S¢
Individuo L-3-33 | L-3-3¢ | L-3-35 | L-3-36 | L-3-37 | L-3-38 | L-3-39 | L-3-40 | L-3-41 | L-3-42
S3 -
ConF/ConR  Sf
S1
S3F/ConR S3
SfFISR St
Genotipo S S18¢ S3S¢ S3S¢ S18¢ S18¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢
Individuo L-3-43 | L-3-44 | L-3-45 | L-3-46 | L-3-47 | L-3-48 | L-3-49 | L-3-50 | L-3-51 | L-3-52
S3 -
ConF/ConR S
S1
S3F/ConR S3
SfFISR St
Genotipo S S18¢ S18¢ S18¢ S18¢ S18¢ S3S¢ S3S¢ S18¢ S18¢ S38¢
Individuo L-3-53 | L-3-54 | L-3-55 | L-3-56 | L-3-57 | L-3-58 | L-3-59 | L-3-60 | L-3-61 | L-3-62
S3 S —
ConF/ConR S
S1
S3F/ConR S3
SfFISfR St
Genotipo S S18¢ SiSr | SiSr | SsSr | SsSr | S«Sr | SsSr | SsSr | SsSr | SsS¢
Individuo L-3-63
S3
ConF/ConR S
S1
S3F/ConR S3
SfFISR St
Genotipo S S3S¢

La determinacién de los genotipos S mediante la amplificacién parcial de los genes Sen la
PCR, ha sido similar a la que obtenida mediante el analisis de las S-RNasas (Apartado 4). Mediante
esta técnica se ha podido confirmar la presencia del alelo St en los individuos en los que se habia
supuesto su presencia, por mostrar sélo una banda con actividad S-RNasa tras la electroforesis
NEpHGE. La aplicacion de la PCR ha permitido también determinar el genotipo S en 11 individuos
en los que no fue posible mediante la técnica NEpHGE, por no presentar una buena actividad

RNasa sus extractos estilares.

9.3.3 PROPORCIONES GENOTIPICAS EN LAS DIFERENTES FAMILIAS

En la Fig. 5.10 se puede observar la distribucion de los genotipos S obtenidos mediante la

deteccién de las S-RNasas estilares y la utilizacion de los marcadores de PCR.

Se observé una distribucion dispar de los genotipos S en las familias segregantes para la

autocompatibilidad cuyo parental femenino fue 'Tuono'. Mientras que en la familia "Tuono' x
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'Ferragnes' la proporcién de individuos con genotipo autoincompatible fue cercana a la mitad, con un
42% de fenotipos S1S3, en la familia '"Tuono' x 'Ferralise’ la proporcién de individuos
autoincompatibles con genotipo S1Szfue del 71% (Fig. 5.10). Estas son las Unicas familias ‘Tuono' x
'Ferragnés' y 'Tuono' x 'Ferralise' en las que se ha determinado el genotipo S de sus individuos, ya
que en las otras familias con estos parentales el sentido del cruzamiento era el opuesto. Los ajustes
x2 (YATES, 1934) a la proporcion esperada 1 SrS3 : 1 S1Ss (Cuadro 5.8) fueron significativos, en
ambas familias, aunque la probabilidad en la familia "Tuono' x 'Ferragneés' es cinco veces mayor que
en la familia 'Tuono' x 'Ferralise'. A pesar de ello, en el andlisis conjunto de las dos familias en las

que ‘Tuono' fue el parental femenino, se observé una probabilidad de casi el 80%.

‘Tuono' x 'Ferragnes’ ‘Tuono' x ' Ferralise'
StS3 StS3
. ~ 21(58,3%) e B(se%)
_ Evaluados \ Evaluados
36 (97,3%) 21 (95%)
Sin datos . <
1(2,7% T Sin datos _ARSEES e e s S
) 15@7%  10%) 15;119:0”
'Ferragnés’ x "‘Tuono' 'Ferralise’ x "Tuono'
SaSt SaSt
e 17(406%) Sindatos  42(48,9%)

2 (2,2%)

[ Evaluados 5 \

39(100%) ) 88(96,7%) — |
. \ 4
Sin datos - o esperado g5
0 (0%) 1 1(1,1%)
22 (59,4%) ' 46 (51,1%)

Fig. 5.10 Distribucion de los genotipos S en las familias.

En las dos familias en las que 'Tuono' se utilizdé como parental masculino y que
tedricamente no son segregantes para la autocompatibilidad, se observé un ligero predominio de los
genotipos S1S¢ sobre genotipos S3Sy;, aunque no significativo (Fig. 5.9). En la familia "Tuono' x
'Ferragnes' se obtiene una probabilidad para la proporcién 1 S1S¢: 1 S3Srde 52% vy en la familia
‘Tuono' x 'Ferralise' del 75% (Cuadro 5.8). Al realizar el computo de estos resultados con los
obtenidos en otras familias de Tuono' x 'Ferragnes' (BALLESTER ET AL., 1998) y de Tuono' x
'Ferralise' (DUVAL ET AL.,2001) mediante la identificacion de las S-RNasas, se observod que los

genotipos se distribuyen en torno al 50%, los cémputos por familias y el computo general de las
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familias con "Tuono' como parental masculino, son significativos. La proporcion 1 S:Sr: 1 S3S¢
mostrd una probabilidad del 84% para las familias "Tuono' x 'Ferragnés', mientras que solo fue del
31% para la familia "Tuono' x 'Ferralise'. La probabilidad de la proporcién 1:1, tras el analisis

conjunto de las poblaciones en las que 'Tuono' fue utilizada como parental masculino fue del 59%.

Cuadro 5.8 Resumen de la determinacion del genotipo S en las distintas familias.

Familias 1S3 $1S3 Total [ a
'Tuono' x 'Ferragnés’ 21(58,3%)  15(41,7%) 36 0,69 0,40
'Tuono' x ' Ferralise' 6(28,6%) 15(71,4%) 21 3,04 0,08
Suma 'Tuono' x $183 27 (47,4%) 30 (52,6%) 57 0,07 0,79
Familias S1S¢ SsS¢ Total 1 o
'Ferragnés' x "Tuono’ 22 (56,4%) 17 (43,6%) 39 0,41 0,52
'Ferragnés' x ‘Tuono' a 0

BALLESTER ETAL. 1998 28 (48,2%) 30 (51,7%) 58 0,01 0,89
Suma 'Ferragnés' x 'Tuono' 50 (51,5%) 47 (48,5%) 97 0,04 0,84
'Ferralise’ x 'Tuono' 46 (52,3%) 42 (47,7%) 88 0,10 0,75
'Ferralise' x "Tuono' 2 0

DUVAL ETAL, 2001 19(63,3%)  11(36,7%) 30 1,63 0,20
Suma 'Ferralise’ x 'Tuono' 65 (55,1%) 53 (44,9%) 118 1,02 0,31
S1SI3.x ‘Tuono' (Nuestras 68 (535%) 59 (46,5%) 127 0,50 0,48
familias)

Suma 8183 x 'Tuono' 115 (52,0%) 106 (48,0%) 221 0,28 0,59

5.3.4 PRESENCIA DE INDIVIDUOS AUTOINCOMPATIBLES EN LOS QUE SE HA DETECTADO EL
ALELO Sf

En el Anejo lIl se muestra el resumen de los resultados de la determinacion del genotipo S
en los individuos de las distintas familias mediante las dos técnicas utilizadas, la expresion de las S-
RNasas estilares y la amplificacion parcial de fragmentos de DNA que codifican para las S-RNasas
estilares mediante la técnica PCR, asi como el fenotipo determinado tras el analisis del crecimiento

de los tubos polinicos propios en los distintos individuos.

Como se ha indicado anteriormente, se observo una total concordancia entre los genotipos
S deducidos de la expresion de las S-RNasas y los genotipos S obtenidos mediante el uso de
cebadores disefiados para la amplificacion parcial del gen codificante para las S-RNasas en la PCR.
Sin embargo, algunos individuos que poseen el alelo Sf y, por lo tanto, de supuesta
autocompatibilidad, mostraron la incapacidad de sus tubos polinicos de llegar a la base del estilo y
penetrar en el ovario. Estos individuos autoincompatibles fisiolégicos y autocompatibles genéticos

son todos descendientes de 'Ferralise’, mientras que en los descendientes de 'Ferragnés' el fenotipo
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observado concuerda con su genotipo, de manera que los individuos que poseen el alelo St

muestran un fenotipo autocompatible.
Los individuos que mostraron un comportamiento no acorde a su genotipo S fueron:

- Enla familia "Tuono' x 'Ferralise', a pasar de tener el genotipo S¢S, 'M-2-57', 'M-2-60" y 'M-2-

70" mostraron un fenotipo autoincompatible.

- En la familia 'Ferralise’ x Tuono', los individuos 'L-2-77', 'L-3-26' y 'L-3-47'con genotipo SrS1
y los individuos 'L-2-79', 'L-3-18', 'L-3-32', 'L-3-40", 'L-3-56" con genotipo S:S3, mostraron una

clara autoincompatibilidad.

- Ademés, en la familia 'Ferralise' x Tuono', los individuos 'L-2-75', 'L-2-80", 'L-3-14', L-3-15" y
'L-3-45', con genotipo SiSy, y los individuos 'L-2-88', 'L-2-89', 'L-2-97', 'L-3-12"y 'L-3-59' con
genotipo SySz mostraron un fenotipo dudoso, en los cuales, entre el 25 y el 50% de sus

pistilos mostraron la llegada de al menos un tubo polinico a su base.

5.4. DISCUSION

5.4.1 VARIACION DE LAS FRECUENCIAS GENOTIPICAS DEPENDIENDO DEL PARENTAL
MASCULINO AUTOINCOMPATIBLE

Las familias estudiadas proceden de cruzamientos semicompatibles, lo que implica que las
proporciones genotipicas dependeran de la distribucion de los genotipos haploides de los dvulos en
el parental femenino y de la supervivencia de los individuos generados en los cruzamientos hasta
su evaluacion. En las familias en las que "Tuono' fue el parental femenino, sus évulos con genotipo
St 0 Sy, solo pudieron ser fecundados con tubos polinicos de genotipo Ss de 'Ferragnés' y de
'Ferralise’. Los genotipos S en los individuos de estas familias se han determinado por la
identificacion de la expresion de la Si-RNasa y S3-RNasa en el estilo, y la amplificacion de
fragmentos de DNA que codifican para estas RNasas y del producto del alelo Sy en el estilo por la
PCR.

La distribucion de los genotipos S en las progenies de "Tuono' como parental femenino
parece estar influida por el parental masculino. Asi, en la familia Tuono' x 'Ferragnés' ha
predominado ligeramente el genotipo SiSz sobre el genotipo S1S3, siendo facilmente asumible la
proporcién esperada 1:1. Sin embargo, en la familia 'Tuono' x 'Ferralise’, la porcién de individuos

S1S3, es mayor del 70%. No existen referencias bibliograficas de la identificacion genotipica del
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locus S en otras familias "Tuono' x 'Ferragnés' y Tuono' x 'Ferralise', pero si determinaciones
fenotipicas en otras familias de 'Tuono' x 'Ferragnés', en las que también se observé un predominio
de los fenotipos autocompatibles, que necesariamente deberian ser SiS; sobre los
autoincompatibles, que deberian ser S;S; (Tabla 3.11), lo que avalaria la mayor proporcion de
genotipos SrS3 sobre los genotipos S1S3 en el conjunto de las familias 'Tuono' x 'Ferragnes'. Es
posible que la consanguinidad presente en 'Ferralise’ favorezca la supervivencia de embriones y
plantas con genotipo S1S3, y por tanto hacia la autoincompatibilidad, como un mecanismo evolutivo
que fuerce mayoritariamente al cruzamiento en su descendencia, y asi recuperar la heterosis hibrida

perdida por la consanguinidad presente en ‘Ferralise’.

En las familias en las que "Tuono' fue utilizada como parental masculino, los évulos de
'Ferragnés' y 'Ferralise' con genotipos Sy 0 Sz sélo pudieron fecundarse con los tubos polinicos de
genotipo Sr de 'Tuono'. Por lo tanto, en la separacion proteica de las RNasas estilares de los
individuos de estas familias, se identificaron la S1-RNasa y S;-RNasa heredadas de 'Ferragnés 'y
de 'Ferralise'. En estas dos familias se ha observado una ligera mayor cantidad de individuos con
genotipo S1Sf que de individuos S3S:. Para estas familias existen otras referencias sobre la
distribucién de genotipos en las descendencias, determinados también mediante la identificacién de
las RNasas, corroborando el ajuste a las proporciones genotipicas esperadas 1S1Sr: 1 S3Sr. Asi
BALLESTER ET AL. (1998), en una poblacién 'Ferragnés' x ‘Tuono' obtuvieron 28 genotipos S1S; frente
a 30 genotipos S3Sry DUVAL ET AL. (2001) encontraron en una poblacion 'Ferralise' x 'Tuono' 19
genotipos S1Sr frente a 11 genotipos S3S; Tomando en conjunto estos resultados con los de este
trabajo, se obtiene un ajuste aceptable a la proporcion 1S:Sf : 1S3S: en la descendencia, de
acuerdo con la hipbtesis propuesta por CROSSA-RAYNAUD Y GRASSELLY (1985).

5.4.2 LA PRESENCIA DEL ALELO SF NO SIEMPRE IMPLICA UN FENOTIPO AUTOCOMPATIBLE

Como se ha indicado anteriormente, en la deduccién del genotipo S mediante la
identificacion de las RNAsas estilares, la presencia de las dos bandas, correspondientes a la Si-
RNasa y a la S>-RNasa, implica un genotipo autoincompatible, mientras que la ausencia de una de
las dos indica la posesion del alelo Sy, y por lo tanto un fenotipo autocompatible. La buena
correlacion entre los individuos que mostraron la expresion de una sola de estas S-RNasas y los
individuos que amplificaron el fragmento de DNA del gen Sf mediante los cebadores SfF/SfR de
CHANNUNTAPIPAT ET AL. (2003), confirma la validez de estas técnicas para determinar la presencia

del alelo de la autocompatibilidad.
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Sin embargo, en las familias en las que 'Ferralise' fue el parental autoincompatible, se ha
observado que la posesion del alelo Sy no siempre se traduce en un comportamiento autocompatible

del individuo (Anexo ll).

No existen referencias anteriores sobre la presencia de individuos autocompatibles con
autoincompatibilidad fisioldgica entre los descendientes de 'Ferragneés' y 'Ferralise’ en los dos
sentidos de su cruzamiento con 'Tuono'. BALLESTER ET AL. (1998) observaron concordancia entre los
genotipos obtenidos por la expresion de las S-RNasas estilares y el comportamiento autocompatible
de todos los individuos estudiados en su poblacion de 'Ferragnés' x "Tuono', mientras que DUVAL ET
AL. (2001), en su poblacion de 'Ferralise’ x "Tuono', se limitaron a la obtencién de los genotipos S
con la misma técnica sin determinar el comportamiento fisiolégico de los tubos polinicos tras la

autopolinizacién.

Boskovic  ET AL. (1998) en un principio pensaron que individuos calificados como
autocompatibles en base a las ribonucleasas estilares procedentes de un cruzamiento de ‘Lauranne’
x 'Marcona' podian ser autoincompatibles al observar que tenian unos cuajados bajos, pero
descartaron esta posibilidad, indicando que la prueba del embolsado de ramas en muchos casos no

era concluyente, ya que se producen unas grandes variaciones de un afio a otro.

En nuestro caso la comprobacion agronoémica de la autocompatibilidad se ha realizado con
el crecimiento de los tubos polinicos tras autopolinizacion, con varias repeticiones en distintos afios,

lo que indica una elevada solidez de los resultados obtenidos.

La presencia de individuos autoincompatibles fisiologicos, aunque no genéticos, en los
descendientes de 'Ferralise', y no en descendientes de 'Ferragnés', a pesar de compartir el mismo
genotipo de autoincompatibilidad, indica que 'Ferralise' transmite a la descendencia caracteres
negativos para la biologia reproductiva que se manifiestan en la autoincompatibilidad de individuos
genéticamente autocompatibles, no relacionados con el genotipo S, sino posiblemente debidos a la

consanguinidad presente en esta variedad.

Hay que indicar que también se produce el caso opuesto en el individuo 'M-2-73',
perteneciente a la familia "'Tuono' x 'Ferralise’, que muestra en los zimogramas la presencia de dos
ribonucleasas, por lo que se le atribuyé el genotipo S1S3, y se considerd autoincompatible, aunque
se califico como autocompatible segun el crecimiento de sus tubos polinicos (Cuadro 3.3). Este
genotipo quizas debié calificarse como fenotipo dudoso ya que durante los tres primeros afios de su
evaluacion llegaron tubos polinicos a la base en menos del 50% de los pistilos, e incluso el segundo
afio no llegaron en ningln pistilo. Sélo en el cuarto afio se produjo una plena llegada de tubos

polinicos a la base, por lo que este dato puede resultar sospechoso y proceder de una
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contaminacién durante la polinizacién de manera que no se fratase realmente de una

autopolinizacion.

La presencia de individuos autoincompatibles fisioldgicos y no genéticos observados en las
descendencias de 'Ferralise’ es un claro ejemplo de la necesidad de una evaluacion agronémica de
la autocompatibilidad en los individuos previamente calificados como autocompatibles mediante
técnicas moleculares, ya sea por la identificacién de las S-RNasas estilares mediante NEpHGE o
por la utilizacion de cebadores especificos en la PCR. La observacién del crecimiento de los tubos
polinicos, como se ha mostrado en el Apartado 3, es la mejor fuente agronémica para determinar la

calidad de la autocompatibilidad genética.

5.4.3 APLICACION DE CEBADORES ESPECIFICOS EN LA PCR PARA LA IDENTIFICACION DE LOS
ALELOS DE AUTOINCOMPATIBILIDAD

Para una eficaz aplicacion de los cebadores PCR propuestos en la bibliografia en la
identificacién de los alelos S en poblaciones segregantes, debe seguirse una estrategia que permita

obtener los fines buscados con el menor coste econémico posible.

Hasta ahora se han obtenido cebadores obtenidos de las regiones conservadas en las S-
RNasas clonadas en el almendro (TAMURA ET AL., 2000; MA Y OLIVEIRA, 2001; CHANNUNTAPIPAT ET
AL., 2001), asi como cebadores alelo-especificos para Sy, Sz, Ss, S7, Ss, So, S10, S23y St., obtenidos
a partir de la secuencia de sus intrones (CHANNUNTAPIPAT ET AL., 2003). Un problema para su
aplicacion en los programas de mejora es que los cebadores disefiados han sido ensayados en muy

pocas variedades y por lo tanto en pocas combinaciones de genes S.

Los cebadores obtenidos a partir de las regiones conservadas permiten la amplificacion de
gran cantidad de alelos S pero, como se ha podido comprobar, muestran varios inconvenientes. Uno
de ellos es el desconocimiento de la cantidad de alelos S que amplifican asi como del tamario del
producto amplificado. Recientemente se ha descubierto que los cebadores As1Il/AmyC5R (TAMURA
ET AL., 2000), ademas de amplificar los alelos S&/Ss Sb/Sy, S¢/S7 y S9Sg para los que fueron
disefiados, también amplifican los alelos Ss, So, S10y S18 (MARTINEZ-GOMEZ ET AL., 2002), asi como
fragmentos de lo que podrian ser alelos de autoincompatibilidad en diversas especies silvestres
relacionadas con el almendro. Usando los mismos cebadores, ORTEGA Y DICENTA (2003) han
indicado posteriormente su buen funcionamiento en la amplificacion de los alelos Sy, S12'y St para
determinar los genotipos S en los individuos del cruzamiento entre la seleccion 'A2 198' (SrSy) x

'Marcona' (S11S12).
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Ademas, la amplificacion de un alelo puede verse disminuida o anulada por la amplificacion
de otro alelo S (CHANNUNTAPIPAT ET AL., 2001), siendo necesario el ensayo de los cebadores con el
maximo de combinaciones alélicas posibles para determinar los cebadores mas indicados para su

amplificacién en la PCR.

Otro inconveniente observado en la utilizacién de los cebadores procedentes de las
regiones conservadas de las S-RNasas es que los productos de la amplificaciéon en la PCR
correspondientes a distintos alelos de incompatibilidad, en muchos casos corresponden a
fragmentos de DNA de un tamafio similar, por lo que se necesita una digestion con enzimas
especificas de restriccion posterior para obtener polimorfismo en los patrones de bandas obtenidos
(JANSSENS ET AL., 1995; MATSUMOTO ET AL., 1999; MATSUMOTO Y KITAHARA, 2000; ISHIMIZU ET AL.,
1999; TAO ETAL., 1999; BRACE ET AL., 1993; 1994).

Durante la aplicacion de los cebadores ConF / ConR (CHANNUNTAPIPAT ET AL., 2001) en las
familias de este trabajo se han encontrado todos los inconvenientes descritos anteriormente. En
primer lugar se descubri6 que estos cebadores amplificaban el alelo Sz de 'Ferragnes' y 'Ferralise’
(Figura 5.3), lo que en un primer momento proporciond esperanzas de que con una sola reaccion
PCR se pudieran identificar los tres alelos implicados en estas familias, a pesar de que los tamafios
de los fragmentos de DNA amplificados correspondientes a los alelos Sz y St eran muy parecidos.
Sin embargo, en los individuos autocompatibles, la amplificacién del alelo St en la mayoria de los
casos se vio silenciada por la amplificacion de los alelos Sy y S3, lo que obligd al disefio de
cebadores especificos para el alelo S a partir de la secuencia del segundo intrén Sz (SsF y S3R1) y
del exdn final (S3R2) que permitiesen una buena amplificacion y un tamafio diferenciable de los
otros fragmentos, asi como la utilizacién de los cebadores SfF y SfR (CHANNUNTAPIPAT ET AL., 2003)

para la comprobacion de la posesion del alelo Sy

Por consiguiente, a la hora de identificar los genotipos S en familias para las que no existan
referencias sobre el uso de los cebadores ya existentes, es recomendable ensayar en primer lugar
los cebadores generados a partir de regiones conservadas con el propio material vegetal y en las
condiciones de trabajo propias, debido a que estos cebadores amplifican una gran cantidad de
alelos S'y, si su funcionamiento es adecuado, puede proporcionar un gran ahorro econédmico. En
segundo lugar, habria que utilizar, si existen, los cebadores especificos publicados para el alelo o

los alelos que no amplifican los cebadores procedentes de regiones conservadas.

Para finalizar, en el caso de estudiar poblaciones de mejora de los que sélo se quieren
conservar los individuos con el alelo Sy, el adecuado funcionamiento de los cebadores SfF / SfR en

las familias estudiadas en este trabajo recomienda su uso.
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5.5 CONCLUSIONES

Las proporciones genotipicas obtenidas en las progenies de ‘Tuono' como parental
femenino varian segun que el parental masculino utilizado sea 'Ferragnés' o 'Ferralise', ajustdndose
mas a la proporcion 1 S1Sr: 1 S3Sf en la familia 'Ferragnés' x 'Tuono' que en la 'Ferralise' x 'Tuono',
en la que el efecto de la consanguinidad presente en 'Ferralise' parece favorecer la supervivencia de
los individuos autoincompatibles S1S3 sobre los autocompatibles SrSs3, quizas como mecanismo de

huida de la endogamia, forzando al cruzamiento a la descendencia obtenida.

Las proporciones genotipicas obtenidas en las progenies de 'Ferragnes' y 'Ferralise' como
parental femenino con "Tuono' como parental masculino se ajustan a las esperadas para los

cruzamientos semicompatibles, 1 S1Sr: 1 S3Sr.

Se ha observado una concordancia perfecta entre los genotipos asignados mediante la
expresion de las S-RNasas estilares y los genotipos obtenidos en el andlisis de la PCR alelo-

especifica.

Las observaciones fenotipicas en los descendientes de 'Ferragnés' concuerdan con los
genotipos asignados, pero entre los descendientes de 'Ferralise’ existen individuos genéticamente
autocompatibles que muestran una autoincompatibilidad fisiolégica, por lo que cabria pensar que la
consanguinidad presente en 'Ferralise' forzaria a la polinizacién cruzada a algunos individuos

genéticamente autocompatibles.

Resulta imprescindible el conocimiento del comportamiento de los cebadores alelo-

especificos existentes para tener éxito en su utilizacion para la obtencion de los genotipos S.

Se han disefiado y probado distintos cebadores especificos para el alelo Ss, recomendando
la combinacion S3F/ConR que proporciona un fragmento de DNA amplificado de 950 pb en los
genotipos que poseen este alelo. Estos cebadores pueden ser utilizados con éxito en los programas
de mejora europeos, en los que el alelo Szes importante por la utilizacion de 'Ferragnés' y 'Ferralise'

como genitores de floracion tardia, en la busqueda de nuevas variedades autocompatibles.

Se ha comprobado la especificidad de los cebadores SfF/SfR disefiados para la
identificacion del gen de autocompatibilidad (Sy) en las familias estudiadas, con lo que es
tedricamente posible seleccionar los individuos que poseen este gen cuando la plantula comienza a

tener hojas, con el consiguiente ahorro de espacio en las parcelas de mejora.
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6. ESTUDIO DE LOS INDIVIDUOS CON FENOTIPO NO CONCORDANTE A SU
GENOTIPO S

6.1 INTRODUCCION

Como se ha indicado en el apartado anterior, algunos descendientes de 'Ferralise' con
genotipo autocompatible mostraron un comportamiento fenotipico distinto por la incapacidad de los
tubos polinicos propios de atravesar la totalidad del estilo y penetrar en el ovario. El comportamiento
autoincompatible observado en estos genotipos ha sido consistente a lo largo del periodo en el que
se realizd la observacion del crecimiento de los tubos polinicos, clasificandose como
autoincompatibles porque mostraron llegada de tubos polinicos a la base de sus estilos en menos

del 25% de los pistilos, y con una frecuencia inferior a 0,4 tubos en la base por pistilo.

En la primavera de 2003, se desarrolld un ensayo de polinizaciones controladas para
dilucidar la razén de esta incapacidad, estudiando la interaccion conjunta de la parte femenina y
masculina mediante autopolinizaciones en laboratorio y en campo, asi como el comportamiento

separado de la parte femenina (los pistilos) y la parte masculina (el polen).

El ensayo consistio en la realizacién de nuevas autopolinizaciones, tanto en el laboratorio
como en la parcela de mejora, de los genotipos en los que no se produce concordancia entre el
fenotipo mostrado y el genotipo obtenido mediante los marcadores bioquimicos (S-RNasas) y de
DNA (PCR alelo especificas). También se evalud la capacidad de los estilos para sostener el
crecimiento de los tubos polinicos mediante cruzamientos testigo, con las variedades 'Marcona' o
‘Titan', y con plantas de igual genotipo de las mismas poblaciones, que habian mostrado un
crecimiento vigoroso de sus tubos polinicos y elevado niimero de tubos polinicos en la base de sus
estilos. De esta manera se determinaria si en los pistilos de estos individuos se produce una buena
liberacion de las reservas del tejido transmisor para ser utilizadas en la nutricién heterétrofa de los
tubos polinicos, en condiciones en las que no existen relaciones de parentesco entre la parte
femenina y masculina, y al menos en el caso de la polinizacion con 'Marcona' (genotipo S11S12) no
se producirian reacciones de incompatibilidad en los pistilos. La Ultima evaluacion realizada fue la
capacidad del polen de estos genotipos para fecundar flores de la variedad 'Titan', asi como flores
de plantas de igual genotipo de estas mismas poblaciones. De esta manera se determinaria la
capacidad de los tubos polinicos procedentes de estos genotipos andmalos en captar los nutrientes
aportados por los estilos de individuos no emparentados ('Titan') y su comportamiento en estilos en
los que las relaciones de parentesco son elevadas (cruzamiento con flores de hermanos con

idéntico genotipo).
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Mediante la comparaciéon de los resultados en las polinizaciones controladas también
podremos determinar si las flores de estos individuos muestran una mayor sensibilidad al estrés
producido por el cambio de las condiciones ambientales del campo al laboratorio, pudiendo influir en
el crecimiento de los tubos polinicos, o si la incapacidad del polen propio de penetrar en el ovario en

estos individuos se debe a factores genéticos debidos a los efectos de la consanguinidad.

6.2 MATERIAL Y METODOS

La metodologia utilizada para la realizacion de estas polinizaciones fue la descrita
anteriormente (Apartado 3.2.1), al igual que la preparacion del material obtenido mediante su
recogida y paso por el autoclave. La Unica salvedad fue que para las autopolinizaciones realizadas
en campo (Fig. 6.1), las emasculaciones se realizaron en ramas etiquetadas y los pistilos se
recogieron al dia 12° (aprox. 288 horas) desde la autopolinizacion manual en campo y al 5° dia (120
horas) en laboratorio, en lugar del 4° dia (96 horas), como se hizo para la determinacion del fenotipo
con el fin de alargar el tiempo para el posible crecimiento de los tubos polinicos.

La preparacion de las muestras y la observacién de la llegada de los tubos polinicos a la

base del estilo se realizé de acuerdo a la metodologia descrita anteriormente (Apartado 3.2.2).
- .

Fig. 6.1 Porcion de una rama emasculada para realizar la autopolinizacion en campo.

6.3 RESULTADOS

En los Cuadros 6.1 y 6.2 se muestran los resultados obtenidos tras la observacion
microscopica de los pistilos de las distintas polinizaciones dirigidas realizadas, y en la Fig. 6.2 se
representa las frecuencias medias de pistilos con llegada de tubos polinicos a la base del estilo por
tratamiento, asi como la cantidad media de tubos polinicos en la base.
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Cuadro 6.1 Autopolinizaciones realizadas a los individuos con genotipo autocompatible y fenotipo autoincompatible.

Individuos pertenecientes a la familia "Tuono' x 'Ferralise’

®

® laboratorio

® laboratorio

Individuo . campo 2003
anterior 2003 ® P Total

M-2-57 4 de 36 (11%) 13 de 13 (100%) 0 de 14 (0%) 17 de 49 (35%)
0,4 tubos/pistilo 1 tubo/pistilo 0 tubos/pistilo 0,5 tubos/pistilo

(S3Sy)
M-2-60 3de 28 (11%) 12 de 12 (100%) 1 de 12 (8%) 15 de 40 (37%)
(333,) 0,2 tubos/pistilo 1,2 tubos/pistilo 0,1 tubos/pistilo 0,5 tubos/pistilo
M-2-70 2 de 30 (7%) 8 de 12 (67%) 0 de 12 (0%) 10 de 42 (24%)
0,1 tubos/pistilo 0,7 tubos/pistilo 0 tubos/pistilo 0,3 tubos/pistilo

(S3Sy)

Individuos pertenecientes a la familia 'Ferralise' x 'Tuono'
. ® ® laboratorio ® laboratorio
Individuo .
anterior 2003 ® campo 2003 Total

L-2-77 7 de 56 (12%) 9 de 19 (47%) 0 de 12 (0%) 16 de 75 (21%)
(s,s,) 0,4 tubos/pistilo 0,6 tubos/pistilo 0 tubos/pistilo 0,5 tubos/pistilo
L-2-79 1 de 48 (2%) 10 de 20 (50%) 1de 20 (5%) 11 de 68 (16%)
0 tubos/pistilo 0,5 tubos/pistilo 0,1 tubos/pistilo 0,2 tubos/pistilo

(S3S1)
L-2-88 6 de 23 (26%) 3 de 12 (25%) 1de 14 (7%) 9 de 35 (26%)
0,2 tubos/pistilo 0,3 tubos/pistilo 0,1 tubos/pistilo 0,3 tubos/pistilo

(SsS1)
L-3-18 11 de 51 (20%) 8 de 12 (67%) 0de 10 (0%) 19 de 63 (30%)
(sss,) 0,4 tubos/pistilo 0,8 tubos/pistilo 0 tubos/pistilo 0,5 tubos/pistilo

L-3-32 2 de 62 (3%) 2de 12 (17%) 0de 6 (0%) 4 de 74 (5%)
0 tubos/pistilo 0,2 tubos/pistilo 0 tubos/pistilo 0,05 tubos/pistilo

(S3S1)
L-3-40 3 de 24 (12%) 10 de 19 (53%) 3 de 6 (50%) 13 de 43 (30%)
0,3 tubos/pistilo 0,5 tubos/pistilo 0,5 tubos/pistilo 0,4 tubos/pistilo

(SsS1)
L-3-47 2 de 22 (9%) 8 de 12 (67%) 4 de 10 (40%) 10 de 34 (29%)
(s,s,) 0,3 tubos/pistilo 0,8 tubos/pistilo 0,4 tubos/pistilo 0,5 tubos/pistilo

® = autopolinizacion;

tubos/pistilo = media de tubos en la base del estilo por pistilo observado.

Cuadro 6.2 Comportamiento de la parte femenina y masculina de los individuos con autoincompatibilidad fisiologica.

Individuos pertenecientes a la familia "Tuono' x 'Ferralise'

Testado de sus pistilos

Testado del polen

Individuo - v
J 'Marcona' 4 'Titan' 3 'M-2-75' (S3S4) Q 'Titan Q 'M-2-75' (S3S1)
M-2-57 14 de 14 (100%) 12 de 12 (100%) 4 de 15 (26%) 7de 15 (47%) 11.de 12 (92%)
(333,) 5,6 tubos/pistilo 9 tubos/pistilo 0,5 tubos/pistilo 0,7 tubos/pistilo 8 tubos/pistilo
M-2-60 11 de 14 (78%) 11 de 12 (92%) 1de 5 (20%) 7 de 17 (41%) 12 de 12 (100%)
(333,9 4 tubos/pistilo 7,7 tubos/pistilo 0,6 tubos/pistilo 1,9 tubos/pistilo 8,6 tubos/pistilo
M-2-70 11 de 12 (89%) 11 de 12 (92%) 0 de 12 (0%) 5 de 10 (50%) 11 de 11 (100%)
(sasf) 6,5 tubos/pistilo 7,7 tubos/pistilo 0 tubos/pistilo 1,3 tubos/pistilo 7,6 tubos/pistilo
Individuos pertenecientes a la familia 'Ferralise' x "Tuono'
Individuo Testado de sus pistilos Testado del polen
4 'Marcona' 4 'Titan' 4= Genotipo § Q 'Titan' Q= Genotipo S

L-2-77 15 de 16 (94%) 12 de 12 (100%) 0de 15 (0%) ™ 8 de 15 (53%) 12 de 12 (100%) ™
(S1Sf) 4,1 tubos/pistilo 8,8 tubos/pistilo 0 tubos/pistilo 1 tubo/pistilo 6,6 tubos/pistilo
L-2-79 11 de 12 (92%) 10 de 10 (100%) 6 de 28 (21%) @ 16 de 22 (73%) 9.de 9(100%) @
(333,) 3,3 tubos/pistilo +10 tubos/pistilo 1,4 tubos/pistilo 1,6 tubos/pistilo +10 tubos/pistilo
L-2-88 10 de 12 (83%) 11 de 12 (92%) 0de9(0%) @ 16 de 20 (80%) 11.de 12 (92%) @
(333,) 2,5 tubos/pistilo 7,2 tubos/pistilo 0 tubos/pistilo 1,8 tubos/pistilo 8,5 tubos/pistilo
L-3-18 9 de 10 (90%) 12 de 12 (100%) 10 de12 (100%) @ 11 de 15 (80%) 12 de 12 (100%) @
(SsSf) 3,5 tubos/pistilo 9,8 tubos/pistilo 3,7 tubos/pistilo 1,6 tubos/pistilo 4.4 tubos/pistilo
L-3-32 15 de 15 (100%) 12 de 12 (100%) 0de 12(0 %)@ 9de 11 (82%) 12 de 12 (100%) @
(SsSf) 9,3 tubos/pistilo 7,8 tubos/pistilo 0 tubos/pistilo 3 tubos/pistilo 9,2 tubos/pistilo
L-3-40 12 de 12 (100%) 10 de 14 (71%) 8 de 22 (36%) @ 21 de 26 (81%) 21 de 21(100%) @
(SsSf) 7,7 tubos/pistilo 2,2 tubos/pistilo 0,6 tubos/pistilo 5 tubos/pistilo + 10 tubos/pistilo
L-3-47 6 de 6 (100%) 9.de 9(100%) 3de8(37%) ™ 11 de 14 (79%) 12 de 12 (100%) ™
(S1Sf) 9 tubos/pistilo 8,2 tubos/pistilo 0,7 tubos/pistilo 2,5 tubos/pistilo 7 tubos/pistilo

(1) Cruzamientos con L-3-37 (S1Sy)

(2) Cruzamientos con L-3-63 (S3Sy)
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Comportamiento conjunto de los genotipos estudiados

Comportamiento de la parte femenina (pistilos) Comportamiento de la parte masculina (polen)
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Fig. 6.2 Comportamiento conjunto de los genotipos autoincompatibles fisiologicos.

6.4 DiscusION

Las polinizaciones dirigidas realizadas en la primavera de 2003 en los individuos en los que
se determind un fenotipo autoincompatible, aunque en la identificacion de su genotipo se detecto la
presencia del alelo S; muestran unos resultados dispares. En algunos individuos, las
autopolinizaciones realizadas en laboratorio parecen indicar una tendencia hacia la expresion de la
autocompatibilidad ('M-2-57', 'M-2-60', 'M-2-70, 'L-2-79, 'L-3-18', 'L-3-40' y 'L-3-47"), ya que se ha
observado la llegada de tubos polinicos a la base del estilo en mas del 50% de los pistilos
observados (Cuadros 6.1). Ello puede ser debido a que la evaluacion de la llegada de tubos
polinicos en este ensayo se realizé a las 120 horas desde la autopolinizacién, en lugar de 96 como
en la determinacion fenotipica de la autocompatibilidad. A pesar de que se produjo una mayor
proporcion de pistilos con llegada de tubos polinicos a la base del estilo, la cantidad maxima de
tubos polinicos en estos individuos no superd los 1,2 tubos/pistilo (0,66 tubos/pistilo en el conjunto
de estos individuos; Fig. 6.2), quedando este valor muy lejano al considerado conveniente como
indicador de una elevada autocompatibilidad en el Apartado 3 de este trabajo (>3 tubos/pistilo). Sin
embargo, si se afiaden estos resultados a los que se utilizaron para la determinacion del fenotipo

(Apartado 3), el fenotipo de algunos de estos individuos pasaria a considerarse dudoso (‘M-2-57',
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'M-2-60", 'L-3-18', 'L-3-40" y 'L-3-47") ya que superaria ligeramente el 25% de pistilos con llegada de

tubos polinicos a su base (Cuadro 6.1).

Las autopolinizaciones realizadas en campo mostraron proporciones muy bajas de pistilos
con llegada de tubos polinicos en su base. Probablemente la helada producida el 18 de marzo de
2003 (- 3 °C durante 5 horas) afect6d negativamente al crecimiento de los tubos polinicos, a pesar de
que sblo se evalu6 el crecimiento en los pistilos en los que no se observd necrosis de sus tejidos al
recogerlos en la parcela. Se descartaron muchos pistilos por su total o parcial necrosis causada por
la congelacién sufrida, aunque las heladas no parecen afectar de la misma manera la parte
femenina que la masculina, ya que a pesar de las heladas los tubos polinicos siguen creciendo,

aunque a un ritmo menor debido a las bajas temperaturas (SOCIAS | COMPANY, 1982).

El alejamiento de los criterios de autocompatibilidad de estos individuos (proporcién de
pistilos con llegada de tubos polinicos a la base del estilo y nimero de tubos polinicos en la base
por pistilo observado), parece no deberse a una incapacidad de los pistilos para sustentar y nutrir a
los tubos polinicos que atraviesan su tejido transmisor, ya que se observé un buen crecimiento de
los tubos polinicos tanto de 'Marcona' como de 'Titan', que llegan a la base del estilo en la mayoria

de los pistilos observados y en una cantidad mucho mayor que en las autopolinizaciones (Fig. 6.2).

Tampoco parece deberse a una falta de vigor de los tubos polinicos o de su deficiencia en
el mecanismo de captacién de nutrientes del tejido transmisor, ya que, de manera general, los tubos
polinicos procedentes de estos individuos crecen adecuadamente en los pistilos de la variedad
‘Titan' (Fig. 6.2), llegando a la base del estilo en una elevada proporcion de los pistilos observados,

asi como en unos nimeros superiores a los observados en las autopolinizaciones.

Por consiguiente, la causa del fracaso en la capacidad de fecundacion presente en estos
individuos es la interaccion del pistilo con su propio polen. La presencia de consanguinidad en estos
individuos puede provocar la expresion de genes en el pistilo negativos para el crecimiento de los
tubos polinicos. Ello también explicaria el mal crecimiento general observado en los pistilos de estos
individuos de los tubos polinicos procedentes de hermanos completos con idéntico genotipo S,
hermanos que sin embargo mostraron un fenotipo altamente autocompatible (Fig. 6.2), pero no en el

cruzamiento reciproco ensayado en dos de estos genotipos.

La disminucion de la velocidad de crecimiento de los tubos polinicos propios o
emparentados en estos individuos, que necesitan mas tiempo para llegar a penetrar el ovario que
los tubos polinicos sin parentesco genético, podria ser una expresién de la consanguinidad. Esta

hipétesis explicaria que a las 96 horas desde la autopolinizacion en laboratorio, momento adecuado
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para la determinacion fenotipica de la autocompatibilidad a esta temperatura (SOCIAS | COMPANY ET
AL., 1976), en estos individuos no se produjo practicamente la llegada de tubos polinicos a la base
del estilo. Los tubos polinicos mas avanzados en su recorrido en estos genotipos habian alcanzado
aproximadamente las 4 / 5 partes del estilo, mostrando una gran reduccién en su nimero en el
tercio medio del estilo como en las otras polinizaciones semicompatibles realizadas. Sin embargo, a
diferencia de las polinizaciones semicompatibles, los tubos polinicos eran mas delgados y
mostraban menos fluorescencia, dando sensacion de falta de vigor. En este ensayo, la fijacion de
los pistilos tras la autopolinizacion en laboratorio se realizé a las 120 horas. Los datos obtenidos
parecen indicar que las 24 horas de diferencia permitieron llegar a la base del estilo uno o dos tubos
polinicos en una mayor cantidad de pistilos. Esta menor velocidad del polen propio o emparentado,
en estos individuos consanguineos, seria una autocompatibilidad silenciada o encriptada, que
promoveria el cruzamiento con genotipos no emparentados, que por su mayor velocidad de
crecimiento de los tubos polinicos estarian en una situacion de ventaja para llevar a cabo la
fecundacién, ampliando de esta manera la base genética de su descendencia e incrementando su

vigor por el efecto de la heterosis hibrida.

6.5 CONCLUSIONES

En los individuos que poseen el alelo de autocompatibilidad Sf con fenotipo
agronémicamente autoincompatible se ha observado que a las 120 horas desde la autopolinizacion,
en algunos pistilos se produce la llegada de uno o dos tubos polinicos a la base del estilo, lo que
implica una menor velocidad de crecimiento de sus tubos polinicos en relacién a la mostrada por los

individuos autocompatibles de las mismas familias.

El buen comportamiento de los tubos polinicos no emparentados en los pistilos de estos
genotipos, evidenciado por la elevada proporcion de pistilos con un gran nimero de tubos polinicos
en la base de los estilos, en contraste con el comportamiento observado tras las autopolinizaciones
o las polinizaciones con hermanos completos con el mismo genotipo S, indican que la causa

principal de este comportamiento diferencial es la expresion de la consanguinidad.

La baja velocidad de crecimiento observada en los tubos polinicos propios de estos
individuos, puede ser una herramienta para fomentar el cruzamiento, de manera que los tubos
polinicos no emparentados llegarian antes y en mayor numero a la base del estilo en estos

individuos pseudo-autocompatibles consanguineos.
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Estos resultados ponen de manifiesto la necesidad de evitar la consaguinidad en los
programas de mejora genética del almendro, peligro evidente por la utilizacion de un nimero

reducido de parentales en muchos de estos programas.
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7. EVALUACION DE LOS CUAJADOS DE RAMAS EMBOLSADAS EN
INDIVIDUOS AUTO-COMPATIBLES Y SU RELACION CON LA MORFOLOGIA
FLORAL

7.1 INTRODUCCION

La autogamia es la capacidad que tiene una planta para desarrollar frutos viables
procedentes de su autopolinizacién natural, sin la intervencidn de ningln vector polinizador, que en
el caso del almendro serian las abejas. Para ello es indispensable que la planta sea genéticamente
autocompatible y presente una autocompatibilidad de buena calidad, puesta de manifiesto por un

elevado nimero de tubos polinicos propios en la base del estilo tras su autopolinizacién natural.

La autogamia que pueda presentar una variedad o seleccién es una caracteristica dificil de
evaluar. Tradicionalmente, esta caracteristica se ha medido mediante la cuantificacion de los
cuajados obtenidos en ramas embolsadas para evitar su polinizacién por insectos (GRASSELLY ET
AL., 1981; STYLIANIDIS ET AL., 1990; ROVIRA ET AL., 1997; VARGAS ET AL., 1997; PALASCIANO ET AL.,
1998). La clasificacién, generalmente aceptada, de la autocompatibilidad en funcién de los cuajados
obtenidos en estas ramas (GRASSELLY ET AL., 1981), diferencia los siguientes grupos: los cuajados
inferiores a 0,5% de las yemas iniciales corresponden a individuos autoincompatibles; los cuajados
entre 1 y 5% corresponden a individuos con una débil autocompatibilidad; los individuos con
cuajados superiores al 6% serian autocompatibles, y entre ellos, los que tienen cuajados superiores
al 10% mostrarian una elevada autocompatibilidad. Sin embargo, como se ha descrito anteriormente
(Apartado 3.1), existen numerosos factores que pueden influir negativamente en los cuajados
obtenidos, como es el dafio sufrido en las yemas por el embolsado (GRASSELLY Y OLIVIER, 1976), por

lo que la evaluacion del material vegetal por este método puede no ser acorde con la realidad.

Segun algunos autores (VASILAKAKIS Y PORLINGIS, 1984; WEINBAUM, 1985; WEINBAUM ET AL.,
1986), la morfologia de la flor puede favorecer o impedir una buena autogamia, ya que ésta define la
intimidad del contacto entre la superficie estigmatica y las anteras. Una posicion del estigma
demasiado alejada del plano superior de las anteras puede impedir la autopolinizacién natural en
ausencia de insectos polinizadores, como en el caso de las plantas que presentan flores
epiestigmaticas de forma acusada. Por el contrario, un contacto intimo entre la superficie
estigmatica y las anteras, como en flores con el estigma inmerso en el espacio abarcado por las
anteras, favoreceria la autopolinizacion natural y, por lo tanto, unido a la autocompatibilidad, podria
resultar en una buena autogamia, como en el caso de flores con morfologia mesoestigmatica o

hipoestigmatica. A priori, la morfologia de la flor, y en especial la posicion relativa del estigma en
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relacion al plano superior de las anteras, podria jugar un papel importante en la calidad de las flores
de las nuevas selecciones autocompatibles de almendro, ya que se convierte en un caracter
relacionado con la biologia floral de las mismas, tal como ocurre en el peral, en el que se observo
una mayor cantidad de frutos cuajados cuando existia un contacto intimo entre las anteras y la

superficie estigmatica (WESTWOOD ET AL., 1966).

Sin embargo, GODINI £T AL. (1992), observaron en ocho variedades autocompatibles de
almendro aisladas de los insectos polinizadores mediante cabinas, la presencia de una amplia
variabilidad entre los cuajados obtenidos en ramas con autopolinizacion natural respecto a los
cuajados obtenidos en ramas con autopolinizacion manual, aunque no pudieron explicar estas

diferencias por la morfologia floral de cada una de estas variedades.

WEINBAUM ET AL. (1986) indicaron la posibilidad de que la falta de contacto en las flores
entre la superficie estigmatica y las anteras pueda estar relacionada con la autoincompatibilidad. En
el almendro, DE PALMA Y GODINI (1994) compararon las caracteristicas morfoldgicas de las flores de
distintas variedades autocompatibles de la regién italiana de la Apulia con distintas variedades
autoincompatibles, e indicaron que la mayoria de las variedades autocompatibles de esta region se
caracterizan por presentar flores epiestigmaticas con grandes separaciones entre sus estigmas y el
plano superior de las anteras, mientras que la mayoria de las variedades autoincompatibles se
caracterizaban por presentar flores mesoestigmaticas o hipoestigmaticas. La independencia de la
estructura de la flor de su autocompatibilidad o autoincompatibilidad en el almendro se confirmé
también con la comparacién de genotipos autocompatibles y autoincompatibles autéctonos de la
India por KUMAR Y KUMAR (2000).

En este apartado, se va a discutir la idoneidad del embolsado de ramas para la evaluacién
de la capacidad de autogamia de los individuos autocompatibles en las condiciones ambientales de
Zaragoza. También se va a caracterizar la morfologia de sus flores y discutir si la posicion relativa
del estigma en relacion con el plano superior de las anteras influye sobre los cuajados observados.
En definitiva, se pretende comprobar si la morfologia de la flor capacita al individuo a autopolinizarse
con mayor facilidad, lo que teéricamente repercutiria en unos cuajados mayores, o si por el contrario
la posicion relativa de las anteras no influye en la biologia reproductiva del almendro y por lo tanto
debe considerarse sélo como un caracter interesante en la caracterizacion morfologica de los

distintos genotipos.
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7.2 MATERIAL Y METODOS

7.2.1 OBTENCION DE CUAJADOS EN RAMAS EMBOLSADAS

Durante las primaveras de 2002 y 2003 se realizd el embolsado de ramas en algunos
individuos con genotipo autocompatible. Para ello en enero se seleccionaron y etiquetaron ramas

que presentaban mas de 100 yemas de flor.

Cuando las yemas se encontraban en los estados B-C (Fig. 7.1.A) de FELIPE (1977), se
contabilizé el nimero total de yemas con la ayuda de un contador mecanico de presion. Se
determiné el nimero de yemas de cada rama por la media aritmética de dos conteos en los que la

diferencia entre las medidas fuera inferior al 10%.

Una vez realizado el conteo se procedié al embolsado de las ramas (Fig. 7.1.B) mediante
sacos realizados de malla mosquitera de plastico verde de 120 x 80 cm, lo que permite el paso de la

luz y el aire, pero no de las abejas (Fig. 7.1.C).

Debido a la densidad de plantacion elevada de esta parcela de mejora (un arbol cada 10
cm), las plantas se ven obligadas a adoptar un porte con muy poca ramificacién tendiendo a crecer
en altura (Fig. 7.2.D). Este porte es muy inadecuado para realizar el embolsado, ya que obliga en
muchos casos a embolsar gran parte de su copa en la zona superior del arbol, con lo que los dias
de fuerte cierzo se produce un balanceo que mueve violentamente las ramas, golpeandose unas
contra otras, hasta tal punto que en algiin caso se produjo la rotura de mallas e incluso de las
propias ramas. Con el fin de disminuir estos efectos negativos provocados por los fuertes vientos, se

ataron las ramas con cintas elasticas a los troncos de los &rboles contiguos (Fig. 7.2.E).

Después de la caida de los pétalos se retiraron las bolsas de los arboles. Las operaciones
de colocacion de las bolsas y de su retirada deben realizarse con el méaximo cuidado, ya que se
puede provocar la caida de yemas, con lo que se desvirtla el cuajado final. La cantidad de frutos
cuajados se obtuvo a principios de mayo, después de la caida fisiologica de los frutos (KESTER Y

GRIGGS, 1959). El cuajado se calculd como:

Frutos cuajados en la rama
Cuajado = x 100

Yemas en estado C de la rama
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Embolsado de ramas en individuos con fenotipo autocompatible.

A) Yemas de flor en los estados B-C de FELIPE (1977).

B) Rama recién embolsada.

C) Rama embolsada en el momento de la floracion.

D) Perspectiva de algunos individuos embolsados.

E) Tiradores elasticos para disminuir el movimiento de las ramas en los dias con mucho cierzo.



Cuajados de ramas embolsadas y relacién con la morfologia floral

7.2.2 MORFOLOGIA DE LA FLOR.

Se cuantifico la posicién relativa del estigma con relacion a las anteras en 73 plantas
autocompatibles de las distintas familias estudiadas. Para ello se tomaron al azar por individuo 10
flores en antesis (estado E de FELIPE, 1977), registrando en cada flor las medidas que se reflejan en
la Fig. 7.2.A, con la ayuda de un pie de rey:

P = Longitud total del pistilo (mm).

E = Altura relativa del estigma en relacion a la base del ovario (mm).

Ai = Altura relativa de la antera inferior en relacién a la base del ovario (mm).

As = Altura relativa de la antera superior en relacion a la base del ovario (mm).

Fig. 7.2 Morfologia de la flor
A) Medidas realizadas en las flores.
B) Flor epiestigmatica respecto a las anteras.
C) Flor mesoestigmatica respecto a las anteras.
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A partir de estas medidas se calculé:
La curvatura del pistilo (C): C=100-(E/P ) x 100
Posicién de la antera superior respecto al plano del estigma (PR): PR = As - E (mm)

Distancia abarcada por las anteras (DA): DA = As - Ai (mm)

Segun la PR, se determind la morfologia de la flor en cada individuo, asignando una
morfologia epiestigmatica cuando PR < 0 (Fig. 7.2.B), morfologia mesoestigmatica cuando PR = 0

(Fig. 7.2.C) y morfologia hipoestigmatica cuando PR > 0.

Estos datos se analizaron estadisticamente por medio de ANOVA y el test de Duncan
(P=0,05) con el programa estadistico SAS V8 (SAS, 1999), considerando como fuentes de variacién
el parental autoincompatible de los individuos, la familia a la que pertenecen, su genotipo Sy cada

individuo.

7.3 RESULTADOS
7.3.1 CUAJADOS OBSERVADOS EN LAS RAMAS EMBOLSADAS

Los cuajados obtenidos fueron muy bajos (Fig.7.3). El 42% de las ramas embolsadas
registraron unos cuajados considerados propios de genotipos autoincompatiles (0 a 0,5%) segun el
criterio de GRASSELLY ET AL. (1981). Otro 36% de ramas registré un cuajado comprendido entre 0,5y
5%, correspondiente al rango asignado a genotipos con una débil autocompatibilidad. Sélo el resto
de las ramas, el 22%, mostraron un cuajado de frutos superior al 5%, limite inferior para los
cuajados correspondientes a genotipos realmente autocompatibles, aunque sélo el 6% mostraron
cuajados superiores al 10%, valor a partir del cual el genotipo muestra una autocompatibilidad

adecuada.

Los cuajados tuvieron una gran variacion anual (Fig. 7.3). A modo de ejemplo, en el anélisis
realizado con 26 individuos, se observé un cuajado medio de 2,8% en el afio 2002 y de s6lo 0,8%.
en 2003.

En estos individuos no se ha encontrado una relacién entre sus cuajados medios y la
cantidad de tubos polinicos en la base del estilo tras su autopolinizacién en laboratorio,

caracteristica que indica la calidad de la autocompatibilidad en el Apartado 3.3.1.

La gran proporcion de cuajados erraticos producidos en las ramas embolsadas
pertenecientes a individuos que mostraron un fenotipo autocompatible, tras la observacion del

crecimiento de sus tubos polinicos, justifica la no utilizacion del embolsado de ramas en nuestras
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condiciones para la determinacion fenotipica de la autocompatibilidad, tal como se habia
aconsejado (SOCIAS | COMPANY ET AL., 2002).

N° de ramas embolsadas

50 W Total|—
45 =2002]
40 | I 2003

>0a05 >05a5 >5a10 >10a15 >15a20 >20a25
Frutos cuajados (%)

Fig.7.3 Cuajados obtenidos en ramas embolsadas de individuos autocompatibles.

7.3.2 MORFOLOGIA DE LA FLOR EN INDIVIDUOS AUTOCOMPATIBLES ESTUDIADOS.

Los descendientes autocompatibles de 'Ferragnés' y 'Ferralise' en sus cruzamientos con
"Tuono' tienen una morfologia floral media ligeramente epiestigmatica. Los descendientes de
'Ferralise’ presentan el estigma méas cercano al plano superior de las anteras que los descendientes
de 'Ferragnés' (Fig. 7.4.A).

Esta caracteristica se debe principalmente a que los descendientes autocompatibles de
'Ferragnes' estudiados presentan una longitud media de los pistilos mayor que los descendientes de
'Ferralise'. La curvatura media (C) de los pistilos, tanto en los descendientes autocompatibles de
'Ferragnes' como en los de 'Ferralise’, es pequefia, en torno al 10%, y las distancias entre las

anteras superiores e inferiores (DA ~ 5,7mm) también fueron similares.

Las diferencias en la morfologia de las flores entre las distintas familias de estos individuos
son pequenfas (Fig. 7.4.B). La morfologia media en todas las familias es ligeramente epiestigmatica,

mostrando la mayor distancia del plano superior de las anteras respecto al estigma en la familia

135



Cuajados de ramas embolsadas v relacién con la morfologia floral

'Ferragnés' x "Tuono' (PR = -1,55mm) y la menor en la familia 'Ferralise' x "Tuono' (PR = -0,3mm),
pudiéndose considerar esta morfologia casi mesoestigmatica. La mayor curvatura y la mayor
longitud de pistilos se observaron en los descendientes de 'Ferragnés' x "Tuono' (C = 12,6%; P =
18,9mm). La menor curvatura se observo en la familia Tuono' x 'Ferralise’ (C = 4,5%). La amplitud

abarcada por las anteras varié muy poco segun las familias, con una oscilacién entre 5,5y 5,9 mm.

Al igual que ocurre con las diferencias entre las familias, la morfologia media también
presenta variaciones pequefias segun el genotipo S de los individuos observados (Fig. 7.4.C). La
Unica diferencia destacable es la superioridad de los individuos S3Sr sobre los individuos S1S¢ en las

longitudes medias de los pistilo (P) y de los estambres inferiores (Ai).

No obstante, aunque existen diferencias entre las medidas registradas en las agrupaciones
creadas, parental autoincompatible, familia y genotipo S, dentro de estos grupos existe bastante
variabilidad entre los individuos, reflejada en las figuras 7.5.A y B. En la Fig. 7.5.A se refleja la
variabilidad en la altura del estigma (10,1mm > E < 22,8 mm) y la variabilidad en la altura de la
antera superior (11,7mm > As < 20,0 mm). En la figura, los puntos por encima de la diagonal
muestran los individuos epiestigmaticos (62%), mientras que los puntos por debajo de la diagonal

muestran los individuos hipoestigmaticos (38%).

Esta variabilidad individual también se refleja en la Fig. 7.4.B, en la que aparece la
distribucién de los individuos en funcion de la distancia de la antera superior al estigma (PR). La
mayoria de los individuos (64%) tienen una morfologia floral en el intervalo PR [-2,+2], mientras que
el 29% muestran una acusada morfologia epiestigmatica (PR < -2mm) y s6lo el 7% una acusada
estructura floral hipoestigmatica (PR > 2mm).

7.3.3 RELACION ENTRE LOS CUAJADOS OBSERVADOS Y LA POSICION DE LAS ANTERAS
SUPERIORES EN RELACION A LA DEL ESTIGMA

En la Fig.7.6 se observa que los cuajados erraticos se producen indistintamente de la
morfologia floral. También se aprecia un mayor cuajado en las flores que presentan flores
epiestigmaticas con un intervalo PR [-3, 0] en relacion con las flores hipoestigmaticas con intervalo
PR [0, +3]. En las ramas con flores de morfologia extrema (PR > 2 o0 PR < -3) se observaron

cuajados muy bajos.
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'Ferragnés' 'Ferralise'

0- .
‘Tuone' x ‘Ferragnés’ ‘Ferragnés’ x ‘Tuono' “Tuono' x ‘Ferralise’ *Ferralise’ x ‘Tuono'

mP -

S SsS1

Fig. 7.4 Caracteristicas generales de los descendientes autocompatibles:
A) Morfologia media de las flores segtin su parental autoincompatible.
B) Morfologia media de la flor en las distintas familias estudiadas.
C) Morfologia media de la flor en funcion de su genotipo S.
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Fig. 7.5 Variabilidad observada en la morfologia floral.
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A) Altura del estigma en relacion a la altura de la antera superior.
B) Distribucion de los individuos estudiados en funcion de su PR.
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Estos resultados contradicen las teorias que relacionan el contacto intimo de las anteras y
el estigma con la obtencién de cuajados elevados en genotipos autocompatibles (VASILAKAKIS Y
PORLINGIS, 1984; WEINBAUM, 1985; WEINBAUM ET AL., 1986). A pesar de la obtencién de cuajados
erraticos en las ramas embolsadas, estos resultados permiten deducir que la posicion relativa de las
anteras superiores con relacion a la del estigma no parece tener una gran influencia en los cuajados

producidos, corroborando las indicaciones de GODINI ET AL., (1992).

Frutos cuajados en ramas embolsadas (%)

} = o 2002
_ e 2003
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. 15 .
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Posicion relativa de la antera superior respecto al estigma (PR) mm.

Fig. 7.6 Distribucion de los cuajados en funcién de la morfologia floral.

7.4 DISCUSION

Existen muchos factores que pueden hacer variar el cuajado obtenido en ramas
embolsadas. Ya se han indicado los inconvenientes del embolsado en los arboles de estas
poblaciones, por su porte descompensado causado por la elevada densidad de plantacion y por los
vientos dominantes, que castigan seriamente las ramas embolsadas. Ademés, estos cuajados
erraticos obtenidos en ramas embolsadas también pueden tener una base genética, principalmente
por el efecto de la consanguinidad. GRASSELLY ET AL. (1981) encontraron unos cuajados muy bajos
en ramas embolsadas de arboles procedentes de la autopolinizaciéon de 'Tuono', y por lo tanto
genéticamente autocompatibles. Algunos de estos arboles se caracterizaron por presentar sintomas

de consanguinidad, como escasez de flores, mala calidad de las mismas y, en algunos casos, una
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elevada proporcién de flores estériles, como también se ha observado en algunos de estos arboles,

en los que Tuono' también es un parental.

Por lo tanto, en estas condiciones y con este material vegetal, teniendo en cuenta la gran
cantidad de factores que pueden producir cuajados erraticos en plantas autocompatibles y las
grandes variaciones observadas anualmente en su evaluacion (SOCIAS | COMPANY ET AL., 2002), no
es recomendable el uso de esta técnica para la determinacion de la autogamia, ni para la evaluacion
de la autocompatibilidad en progenies de mejora, siendo mas convenientes las técnicas de

laboratorio.

Las medias de la morfologia floral de los descendientes autocompatibles estudiados
pertenecientes a las distintas familias muestran diferencias significativas para las distintas
agrupaciones creadas; segun el parental autoincompatible del que proceden, segin la familia a la
que pertenecen y segun su genotipo S. Todos estos grupos muestran una morfologia media floral
ligeramente epiestigmatica, al igual que sus parentales 'Ferragnés' (DE PALMA Y GODINI, 1994) y
"Tuono' (GODINI ET AL., 1992).

Sin embargo, destaca la gran variabilidad observada en la morfologia floral entre los
individuos, a pesar de la reducida base genética de la que proceden. También se ha observado una
pequefia variabilidad dentro de cada individuo. Esta variacion intraindividual puede variar durante la
floracion, debido a que la proporcion de flores estériles, caracterizadas generalmente por tener

pistilos muy cortos, suele aumentar con el avance de la floracion (SocIAS | COMPANY, 1983).

Debido a la elevada proporcién de cuajados erraticos producidos en las ramas embolsadas
no es posible establecer una relacion entre estos cuajados y la cantidad de tubos polinicos en la
base del estilo tras la autopolinizacién en el laboratorio (Apartado 3.3.1). Por otra parte, la
naturaleza de estas dos polinizaciones es distinta. En el laboratorio se realiza una autopolinizacion
asistida provocando la saturacion de la superficie estigmatica con granos de polen, mientras que en
los embolsamientos la autopolinizacién no es asistida, de manera que la llegada de granos de polen
a la superficie estigmatica, si se produce, tiene lugar sin intervencién de ningin vector polinizador.
El cuajado obtenido dependera de la cantidad de polen que llegue al estigma, de la calidad de la
autocompatibilidad de cada individuo, y de las condiciones ambientales hasta el conteo de frutos,
demasiadas variables para relacionar la calidad de la autocompatibilidad observada en el laboratorio
con los cuajados obtenidos. Se podrian obtener mejores resultados, aunque también sujetos a los
inconvenientes de la intervencién del ambiente, si se comparase la calidad de la autocompatibilidad
en laboratorio con los cuajados obtenidos en ramas autopolinizadas manualmente, ya que se ha

observado mucha menor variacion en los cuajados producidos en autopolinizaciones asistidas que
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en autopolinizaciones sin asistencia de vectores polinizadores (GODINI ET AL.,1992; SOCIAS |
COMPANY ET AL., 2002).

Aunque la morfologia de la flor puede tener alguna influencia en la llegada del polen al
estigma, por el pequefio balanceo producido por el viento, la mayoria de las flores no tiene su eje
ortogonal con el suelo, sino que estan dispuestas en todos los angulos, lo que podria ayudar a la
caida del polen de la misma flor sobre el estigma, con lo que la morfologia floral podria perder

importancia.

Otro aspecto poco conocido y estudiado de la morfologia floral es la capacidad de las flores
de atraer electroestaticamente los granos de polen. Segun VAKNIN ET AL. (2001), en ensayos
realizados con réplicas metélicas de flores de almendro, la capacidad electroestatica de las flores
para atraer el polen con carga contraria aumenta con el angulo de apertura de la corola y la longitud
del pistilo, es decir, segun la morfologia floral. Se ha observado que la acumulacion del polen se
produce principalmente en el estigma y en la zona de la corola accesible para los insectos, pero en
la ausencia de insectos cabria preguntarse si el estigma puede atraer electroestéaticamente el polen
dehiscente de las anteras de la misma flor. En el caso de que las anteras y el estigma tuvieran
cargas del mismo signo, se produciria una repulsion y por lo tanto en lugar de la autopolinizacion se
promoveria el cruzamiento. Ofra cuestion seria si las flores podrian atraer electroestaticamente el

polen que cayera de flores situadas en planos superiores.

En resumen, la influencia de la morfologia de la flor en la biologia reproductiva, y mas
concretamente en la capacidad de autogamia, no se limita solamente a la distancia de las anteras
con relacién al estigma, sino que existen otros factores que aun se desconocen. Se conoce que los
cuajados obtenidos en ramas embolsadas, e incluso en polinizaciones controladas, varian en el
mismo genotipo anualmente por los factores ambientales. En consecuencia, resulta complicado
obtener una relacién entre la altura del estigma respecto a las anteras y los cuajados obtenidos en
ramas embolsadas, debido a que hay una gran cantidad de factores que no se pueden controlar.
Ademas, la obtencion de una elevada proporcién de cuajados erraticos en ramas embolsadas en
familias donde se observan sintomas de consanguinidad, como en muchas descendencias de
"Tuono', pone en duda la adecuacion de esta técnica para determinar los individuos autocompatibles
en progenies de mejora. Por todo ello, aunque la morfologia de la flor pueda tener importancia en la
biologia floral, la posicién del estigma en relacién con el plano superior de las anteras no debe
considerarse como un aspecto que intervenga directamente en la biologia floral, sino mas bien

como una caracteristica morfolégica individual.
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En las ramas con flores hipoestigmaticas con PR > 2 se observaron cuajados muy bajos, a
pesar de que su estigma se encuentra inmerso entre las anteras, lo que deberia traducirse en
mayores cuajados. Una posible explicacion es que en estos individuos los pistilos son muy
pequefios, caracteristica altamente relacionada con la esterilidad floral en descendientes de "Tuono'
(Socias 1 CoMPANY, 1983). En las ramas con flores epiestigmaticas con PR < -2 también disminuye
mucho el cuajado, sobre todo cuando PR < -3, y en estos casos si puede afiadirse la imposibilidad

de contacto de las anteras y el estigma.

7.5 CONCLUSIONES

A pesar de la estrecha base genética de la que proceden los individuos autocompatibles
estudiados, se ha observado una gran variabilidad en su morfologia floral, tanto en la posicion

relativa del estilo con relacién al plano superior de las anteras como en la longitud de los pistilos.

La mayoria de los individuos estudiados mostraron flores con estigmas comprendidos en el
rango entre 2 mm por encima y 2 mm por debajo del plano superior de las anteras, aunque no se

puede deducir que estas variaciones sean suficientes para influir en su capacidad autopolinizadora.

La obtencion de una elevada proporcién de cuajados erraticos en estos embolsados pone
de manifiesto la inconveniencia de esta técnica para determinar los individuos autocompatibles en
progenies de mejora, debido a los cuajados obtenidos, ademas de estar influenciados por factores
ambientales, también pueden ser causados por factores genéticos relacionados con la

consanguinidad.

El cuajado obtenido en las ramas embolsadas es independiente de la posicidn del estigma
en relacion con al plano superior de las anteras, ya que los cuajados mas elevados se obtuvieron en

individuos con estigmas situados 2 mm por encima de las anteras superiores.
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8. EL CRECIMIENTO DE LOS TUBOS POLINICOS SEGUN LA RELACION DE
PARENTESCO CON EL ESTILO

8.1 INTRODUCCION

Como se ha indicado anteriormente, algunos individuos de las familias estudiadas
presentan claros sintomas de consanguinidad. No obstante, bastantes individuos autocompatibles
de las familias estudiadas muestran un buen vigor, en muchos casos acompafiado por una elevada
densidad floral. En estos individuos se podrian realizar los primeros pasos de la seleccion, segun la
calidad de su autocompatibilidad y su fecha de floracién, necesariamente tardia, para seguir con la

evaluacion de los otros caracteres agrondémicos de interés.

Las plantaciones compuestas por las nuevas variedades autocompatibles deberan ser tan
productivas 0 mas que las plantaciones bivarietales tradicionales. Actualmente, las variedades
autocompatibles disponibles presentan un genotipo S heterocigotico (BoSKoviC ET AL., 2002), por lo
que en su polinizacion, solo la mitad del polen, el de genotipo S, tiene la capacidad de llegar con
sus tubos polinicos al ovario y fecundar la flor, produciéndose una situacién similar a la polinizacion
en parcelas bivarietales semicompatibles. En estas polinizaciones los tubos polinicos compatibles
tienen que crecer en estilos en los que se producen también reacciones de incompatibilidad
provocadas por los tubos incompatibles. Por el contrario, en los cruzamientos totalmente
compatibles no se produce ninguna reaccién de incompatibilidad en el interior de los estilos, por lo
que el ambiente es diferente al anteriormente descrito. En los cruzamientos "completos”, todos los
granos de polen tienen la capacidad inicial de llegar a la base del estilo y, por lo tanto, existe
tedricamente una mayor probabilidad de fertilizacién que en las autopolinizaciones de variedades

heterocigéticas autocompatibles o en los cruzamientos semicompatibles (ORTEGA ET AL., 2002).

Por otra parte, algunos autores sefialan la existencia de seleccion de polen en el estilo
(HORMAZA Y HERRERO, 1994 y 1996b; MULCAHY ET AL., 1996), de manera que un determinado
genotipo de polen podria ser favorecido por esta seleccion en un ambiente determinado, y
desfavorecido en otro (COOK ET AL., 1972). Por consiguiente, dependiendo del genotipo de la planta,
la velocidad de crecimiento de los tubos polinicos puede aumentar o disminuir (MARSHALL Y FOLSOM,
1991, PFAHLER, 1967), de manera que también aumentan o disminuyen las posibilidades de

transmitir sus genes a la siguiente generacion.

Es evidente que el sistema de autoincompatibilidad gametofitica es, por si mismo, un
sistema de seleccion del polen en el estilo, ya que impide la llegada del propio polen al ovario en

individuos autoincompatibles, y permite al polen con diferente genotipo S fecundar el évulo, con lo
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que se evita la aparicion de depresion por consanguinidad (KAO Y HUANG, 1994).

En los principales programas de mejora del almendro se estan utilizando repetidamente
unas pocas variedades como parentales, lo que puede reducir la base genética de la especie en un
futuro (KESTER ET AL.,1991). El uso continuo de estas variedades e incluso de sus descendientes
como parentales, puede causar la pérdida del vigor hibrido natural en el almendro al disminuir en
gran parte la variabilidad genética, provocando como consecuencia la aparicion de la depresién por
endogamia en futuras generaciones. En el almendro, hasta ahora, sélo se ha descrito una variedad
que presente endogamia, 'Ferralise’, ya que procede del cruzamiento entre dos variedades
hermanas completas, 'Ferraduel' y 'Ferragnes', lo que implica que posee un coeficiente de
endogamia (F) igual a 0,250 (LANSARI ET AL., 1994).

El uso continuado de la variedad Tuono' y de sus descendientes autocompatibles (SOCIAS |
ComPANY, 2002) como donante del alelo de autocompatibilidad (Sy) en los principales programas de
mejora europeos (GRASSELLY Y CROSSA RAYNAUD, 1981; FELIPE Y Socias | COMPANY, 1987 Y 1997;
Socias | COMPANY Y FELIPE 1999; EGEA ET AL., 2000), es un ejemplo de la posibilidad de disminucion

de la variabilidad genética en el almendro.

Esta disminucion en la base genética puede ocasionar la aparicién de consanguinidad, y en
algunos casos, tal como se ha visto en el apartado 6, se puede manifestar como una menor

velocidad de los tubos polinicos propios respecto a los no relacionados genéticamente.

Por consiguiente, resulta interesante evaluar la eficiencia del crecimiento de los tubos
polinicos en el material autocompatible heterocigético generado en estas familias y que no muestra
sintomas visibles de consanguinidad, bajo diferentes regimenes de polinizacién. El objetivo principal
de este capitulo es determinar si en estos individuos los tubos polinicos propios son tan eficientes
en su crecimiento hacia el ovario como los procedentes de polinizaciones cruzadas. Ademas, en
diversos estudios realizados anteriormente en el almendro, con variedades autoincompatibles
(Socias 1 CoMPANY, 1982 Y 2001; PIMIENTA Y PoLITo, 1983, ETI ET AL., 1994; VEZVAEI, 1997; EGEA ET
AL., 2001; CERTAL ET AL.,2002), con variedades autocompatibles (GODINI, 1981; VASILAKAKIS Y
PORLINGIS, 1984; SocIAs | COMPANY Y FELIPE, 1992; COUSIN Y EL MAATAOUI, 1994; OUKLABI ET AL.,
2000; DICENTA ET AL., 2001; Socias | CoMPANY, 2001) y con distintas selecciones de los programas
de mejora (SOCIAS | COMPANY ET AL.,1976; SOCIAS | COMPANY Y FELIPE, 1987; BEN NJIMA Y SOCIAS |

ComPANY, 1995), se han obtenido resultados dispares.

Para alcanzar este propdsito se compara la eficiencia del crecimiento de los tubos polinicos

desde diversos puntos de vista. En primer lugar, para determinar si la presencia de reacciones de
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autoincompatibilidad en el estilo afecta al crecimiento de los tubos compatibles, se examiné si
existen diferencias entre el crecimiento de los tubos polinicos considerando tres grados de
parentesco entre el polen y el estilo: la autopolinizacion, que es el mayor grado de parentesco
posible; el cruzamiento semicompatible con 'Cristomorto’ o con 'Al", parentales de 'Ferragnés', segun
cudl sea el genotipo S de cada individuo; y la polinizacion por ‘Marcona’, con la cual no hay
parentesco entre el polen y el estilo. En segundo lugar se realizaron comparaciones entre la
eficiencia del crecimiento de los tubos polinicos en los pistilos en los que se produce la parada de la
mitad de los tubos polinicos por las reacciones de autoincompatibilidad y en los pistilos en los que
no se producen estas reacciones, es decir, entre las polinizaciones semicompatibles y las
totalmente compatibles.

8.2 MATERIAL Y METODOS

8.2.1 MATERIAL VEGETAL UTILIZADO

El ensayo se realizo en nueve individuos pertenecientes a las familias estudiadas, en los que no se
habian detectado sintomas de consanguinidad, con los cuales se realizaron los tratamientos de

polinizacion en laboratorio que se especifican en el Cuadro 8.1.

Cuadro 8.1 - Individuos estudiados y tratamientos de polinizacién aplicados.

Tratamiento de polinizacién

Designacion Familia Genotipo S

® x 'Marcona' _ x 'Cristomorto’ x 'AT"
L-3-22 'Ferralise' x "Tuono' S48y X X X -
L-3-63 'Ferralise' x "Tuono' S35y X X - X
M-1-86 "Tuono' x 'Ferragnés' S3St X X - X
M-2-01 "Tuono' x 'Ferragnes' S3S¢ X X - X
M-2-02 "Tuono' x 'Ferragnés' S3St X X - X
M-2-16 'Ferragnés' x 'Tuono' S18¢ X X X -
M-2-21 'Ferragnes' x 'Tuono' S1S¢ X X X -
M-2-26 'Ferragnés' x Tuono' S48y X X X -
M-2-36 'Ferragnes' x 'Tuono' S1S¢ X X X -

En cada uno de los nueve individuos se realizaron tres tratamientos de polinizacion. El
primero fue la autopolinizacidn, que es una polinizacién semicompatible, pero en la que los tubos
polinicos se desarrollan en un entorno con el maximo grado de parentesco posible. El segundo fue
el cruzamiento semicompatible con 'Cristomorto’ (S1S2) 0 con 'Ai" (S3S4) (GRASSELLY ET AL., 1981),
segun el genotipo S de cada individuo, en el existe un grado de parentesco medio, de manera que
en esta polinizacién hay un alelo de autoincompatibilidad idéntico por descendencia, ya que estas

variedades son los parentales de 'Ferragnés', y abuelos de 'Ferralise'. El tercero fue la polinizacion
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de compatibilidad total con polen de la variedad 'Marcona' (S11S12) (BoSkowiC ET AL., 1998), con la
que no existe ninguna relacién de parentesco, ya que 'Marcona' tiene un origen geogréafico alejado

del de los progenitores de estas familias.

8.2.2 METODOS

En primer lugar se procedié a la extraccion del polen de las variedades 'Marcona',
'Cristomorto' y 'Ai". Para ello se recogieron en la coleccidén de almendro mas de 1000 flores por
variedad, justo antes de la antesis, en estado D de FELIPE (1977). Una vez en laboratorio se
procedié a la separacion de las anteras del resto de la flor. Las anteras se dejaron secar en
bandejas etiquetadas de papel durante 48 horas, en cuyo periodo se produjo la dehiscencia del

polen. El polen se conservé en frigorifico, en partes alicuotas, hasta su utilizacion.

De cada individuo a evaluar se recogieron 180 flores, también en estado D. Seguidamente,
en el laboratorio, se emascularon y se colocaron en 3 bloques de 60 flores (Fig. 8.1), uno por cada
tratamiento, en bandejas que permiten el contacto del pedtnculo con el agua a través de los orificios
de mallas flotantes de plastico. Con la fraccion floral retirada en la emasculacién se realizé la

extraccion del polen siguiendo el proceso descrito anteriormente.

A las 48 horas de la emasculacion se realizaron los tratamientos de polinizacion sefialados
en el Cuadro 8.1. Después de la polinizacién las bandejas se colocaron en una camara
termoestatica a la temperatura de 12°C. Cada 24 horas se recogieron muestras de 10 flores para
cada tratamiento, hasta las 96 horas desde la polinizacién. Los pistilos se fijaron en FAA (5% de
formaldehido al 40%, 5% de acido acético glacial y 90% de etanol al 70%) dentro de frascos de

cristal etiquetados y se conservaron a 4°C, hasta su preparacion para la observacion al microscopio.

Antes del examen microscopico, los pistilos se lavaron 3 veces con agua destilada a
intervalos de 1 hora. Después las muestras se colocaron en una solucién de sulfito sadico al 5% y
se pasaron por autoclave a 1,2 atmosferas de presién durante 20 minutos, para ablandar los tejidos.

Las muestras se conservaron en un frigorifico a 4°C hasta su tincién y observacion microscopica.

El dia anterior a su observacion microscépica, se eliminaron los ovarios y la pilosidad de los
pistilos mediante una aguja de laboratorio. Los estilos se tifieron en azul de anilina al 0,1% en
fosfato potasico 0,1 N durante toda la noche. Para la observacién al microscopio, los estilos se

montaron sobre un portaobjetos y se aplastaron con la ayuda de un cubreobjetos.

La observacion del crecimiento de los tubos polinicos se realizé mediante microscopia de

fluorescencia (LINSKENS Y ESSER, 1957; MARTIN, 1959: KHO Y BAER, 1968) en un microscopio Leitz
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Ortholux II con sistema de luz ultravioleta incorporado, que utiliza como fuente luminosa una

l&mpara de alta presion de mercurio Osram HBO 200 W/4.
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Fig. 8.1. Colocacion de las flores emasculadas del individuo M-2-21 en bandejas por blogues de 60 flores.

8.2.3 TOMA DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

En cada observacion, siguiendo el criterio de LEWIS (1942), se expreso el crecimiento de los
tubos polinicos como el porcentaje del estilo recorrido por el tubo polinico mas largo. Las
mediciones se realizaron mediante la toma de coordenadas en la platina de movimiento en cruz del
microscopio. Los calculos de la longitud del estilo y la longitud del tubo polinico mas largo se
realizaron a partir de las coordenadas de los puntos correspondientes al comienzo del estigma, al
final del estilo y al final del tubo polinico mas largo. Con estas medidas se calculé posteriormente el
porcentaje de estilo recorrido por el polen. Los célculos se basaron en ocho de los diez estilos,
descartando, para cada individuo y tiempo de muestra, el valor mas alto y el méas bajo. También se
calculé la velocidad media del crecimiento de los tubos polinicos para cada dia, en mm por hora, en
relacién a la longitud media de los tubos polinicos del dia anterior.
Se realiz6 la transformacion angular de la porcion del estilo atravesada por el tubo polinico
mas largo, y los resultados se analizaron estadisticamente mediante el calculo de los anélisis de
varianza oportunos y la separacién de las medias mediante el test de Duncan, en los casos

significativos, mediante el programa estadistico SAS v.8 (SAS INSTITUTE, 1989).
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8.3 RESULTADOS

8.3.1 INFLUENCIA DEL TIPO DE POLINIZACION SOBRE EL CRECIMIENTO DE LOS TUBOS
POLINICOS

Los analisis de varianza realizados (Anejo IV) indican que el crecimiento de los tubos
polinicos varia en funcion del pistilo en el que crecen y de los distintos tipos de polinizacion. Se
obtuvieron resultados similares al realizar los analisis al separar los individuos en funcién de su

genotipo S.

Si no se consideran las diferencias entre los individuos, se puede obtener una evolucién
global de los tubos polinicos segun cada tratamiento de polinizacion aplicado (Fig. 8.2; Cuadro 8.2),
asi como la separacion de las medias entre los distintos tratamientos mediante el test de Duncan
(a=0,05).

A la temperatura del estudio (12°C), a las 24 horas de la polinizacion los tubos polinicos han
atravesado aproximadamente el 30% del estilo, alcanzando unos 4 mm (Fig. 8.2), a una velocidad
media de 0,166 mm/h (Cuadro 8.2). En la Fig. 8.2 se observa como los tubos polinicos procedentes
de la autopolinizacién y de 'Marcona' atraviesan una porcién mayor del estilo que los tubos del

cruzamiento semicompatible.

En los individuos con genotipo S1Sr se observa un mayor crecimiento de los tubos polinicos
de 'Marcona' en relacién a los de la autopolinizacidn, que su vez muestran un mayor crecimiento
que los de 'Cristomorto’. Sin embargo, ni la longitud de los tubos polinicos ni la velocidad media de
crecimiento durante las primeras 24 horas (Fig. 8.2 y Cuadro 8.2) de la autopolinizacién, se pueden

diferenciar de las de los otros dos tipos de polinizacion.

En los individuos con genotipo S3S¢los tubos polinicos de los diferentes tratamientos de
polinizacién recorren una porcién similar del estilo, pero la longitud y la velocidad de los tubos

polinicos de la variedad 'Ai", fueron menores a las de los otros tratamientos.

A las 48 horas de la polinizacién, los tubos polinicos han atravesado aproximadamente el
60% del estilo, alcanzando los 7,6 mm de longitud, a una velocidad media durante el segundo dia
de 0,148 mm/h. La porcidén del estilo atravesada por los tubos polinicos procedentes de la
autopolinizacion es superior a la atravesada por el polen de los cruzamientos semicompatibles,
mientras que el crecimiento del polen de 'Marcona' no puede diferenciarse estadisticamente del de
las ofras dos polinizaciones, aunque la longitud de los tubos de 'Marcona' fue superior a los

procedentes de los cruzamientos semicompatibles.
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Porcion del estilo atravesada por los tubos polinicos (%) Longitud de los tubos polinicos (mm)
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M x 'Marcona’
M x Semi-compatible
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/I & Auto-polinizacien
/| ®x'Marcona’
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Individuos con genotipo S3Sf

24h 48h T2h 96h 24h 48h 72h 96h

Fig. 8.2. Evolucion del crecimiento de los tubos polinicos segun el tipo de polinizacion (separacion de medias mediante
el test de Duncan o =0,05).

En los individuos de genotipo S1St el crecimiento de los tubos polinicos se igualé entre los
tratamientos, de manera que no se encontraron diferencias significativas entre los tipos de
polinizacion. Sin embargo, en el conjunto de individuos S35t los tubos polinicos de 'Ai" mostraron un

crecimiento inferior a las de las otras dos polinizaciones.

A las 72 horas de la polinizacién, los tubos polinicos han recorrido aproximadamente el 81%
del estilo alcanzando los 10,5mm de longitud, mostrando una velocidad media de crecimiento

durante el tercer dia de 0,12 mm/h. En el analisis conjunto se observd que los tubos polinicos
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procedentes de la autopolinizacién y de 'Marcona' atravesaron porciones similares del estilo,

mientras que los de los cruzamientos semicompatibles mostraron un crecimiento inferior.

En los individuos de genotipo S1Sy, los tubos polinicos procedentes de la autopolinizacion
atraviesan una porcién del estilo superior a los de 'Cristomorto’, mientras que los de 'Marcona'

atraviesan una porcion similar a la de los otros dos tratamientos.

En los individuos de genotipo S3S;, los tubos polinicos de las tres polinizaciones recorren
una porcion del estilo similar, a pesar de que las longitudes de los tubos procedentes de la
autopolinizacion y de 'Marcona' son superiores a los de 'AT". Durante el tercer dia, los tubos polinicos

de los tres tratamientos de polinizacion crecieron a una velocidad similar (Cuadro 8.2).

Los resultados del crecimiento de los tubos polinicos a las 96 horas desde la polinizacion
pueden resultar confusos si no se tienen en cuenta algunas consideraciones. En las condiciones del
ensayo, los tubos polinicos llegan a la base del estilo en la mayoria de los pistilos durante el cuarto
dia de crecimiento. Debido a que el crecimiento de los tubos polinicos se midié en funcién de la
porcién del estilo recorrida por el tubo polinico mas largo, el valor maximo es el 100% de la longitud
del estilo, y la longitud méxima del tubo polinico estara en funcién de la longitud media del estilo de
cada individuo. Asi, en los pistilos en los que el crecimiento de los tubos polinicos ha superado la
base del estilo, las medidas de la longitud del tubo polinico seran menores a las reales,

obteniéndose unas velocidades para el periodo de 72 a 96 horas menores también a las reales.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, se puede indicar que a las 96 horas de la
polinizacién los tubos polinicos han atravesado el 97,5% del estilo, siendo su longitud de unos 12,4
mm y la velocidad de crecimiento relativa durante el cuarto dia de 0,08 mm/h. En el andlisis conjunto
de todos los individuos, los tubos polinicos procedentes de los cruzamientos semicompatibles
(98,7% del estilo) mostraron un crecimiento mayor que los de la autopolinizacion (95,9% del estilo),
mientras que los de 'Marcona' (97,7%) no se pudieron diferenciar estadisticamente de los otros dos
tratamientos. La escasa diferencia en el crecimiento del polen de los tres tratamientos se manifesto
en una ausencia de diferencias significativas en sus longitudes, tanto en el analisis conjunto de
todos los individuos como en los analisis que separan los individuos por su genotipo S. La velocidad
calculada para las ultimas 24 horas no es una velocidad real, ya que esta influida por la porcién de
estilo que quedaba por recorrer al finalizar el tercer dia a los tubos polinicos para llegar a la base.

Debido a ello, no se realiza ninguna consideracion sobre las velocidades registradas.

En los individuos S1Sy, los tubos polinicos de 'Cristomorto’ y de 'Marcona' atraviesan una

porcidn similar del estilo, siendo la de los tubos procedentes de la autopolinizacion menor.
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Cuadro 8.2 Velocidad media de los tubos polinicos en cada periodo para los distintos tratamientos de polinizacion
(mm/h).

Individuos en conjunto Media segiin
Tipo de polinizacion De0a24 | De24a48 | Ded48a72 | De72a96 polinizacién
horas horas horas horas
Autopolinizacion 0,169 a 0,154 0,142 a 0,047 ¢ 0,128
x 'Marcona' 0174 a 0,149 0121b 0,078 b 0,131
X semicompatible 0,156 b 0,144 0,097 ¢ 0,125a 0,131
Media 0,166 0,148 0,119 0,083 0,130
! o Individuos S+Sy Media segun
Tipo de polinizacion | pe0a24 | De24a48 | Ded8a72 | De72a9 | |ojinizacion
horas horas horas horas
Autopolinizacion 0,166 ab 0,144 0,141a 0,028 ¢ 0,120
x 'Marcona' 0,174 a 0,134 0,119a 0,074 b 0,125
x 'Cristomorto’ 0,160 b 0,143 0,088 b 0,105a 0,124
Media 0,167 0,140 0,116 0,069 0,123
' L Individuos S8y Media segun
Tipo de polinizacion | pe0a24 | De24a48 | Ded8a72 | De72a9 | ojinizacion
horas horas horas horas
Autopolinizacion 0,173 a 0,166 0,143 a 0,071b 0,138
x 'Marcona' 0,174 a 0,167 0,122 ab 0,083 b 0,137
x 'Al" 0,151b 0,146 0,107 b 0,149 a 0,138
Media 0,166 0,159 0,124 0,101 0,138

En los individuos S3S;, la porcion del estilo atravesada por los tubos polinicos procedentes
de la autopolinizacion es del 100%, debido a que en todos los pistilos autopolinizados de los
individuos S3Sr se produjo la llegada a la base del estilo de tubos polinicos. Los tubos de 'Marcona'
recorren estadisticamente una porcién inferior a la recorrida por los tubos de la autopolinizacién. La
porcion del estilo atravesada por los tubos de 'Ai' es estadisticamente similar a la de las otras dos

polinizaciones.

En resumen se observa que, en el conjunto de los analisis, la longitud y la porcion de estilo
que atraviesan los tubos polinicos procedentes de la autopolinizacién y de 'Marcona' suelen ser
estadisticamente similares para los tres primeros dias, mientras que para los tubos polinicos de los
cruzamientos semicompatibles suelen ser ligeramente inferiores. Al finalizar el cuarto dia,
disminuyen las diferencias entre las distintas polinizaciones, hasta tal punto que las longitudes de
los tubos polinicos en las diferentes polinizaciones son similares. Sin embargo, la porcion de estilo
atravesada por los tubos polinicos de la autopolinizacion es menor a la del conjunto de los

cruzamientos semicompatibles, siendo similares en los individuos con genotipo S3Sr.

En cuanto a la velocidad de los tubos polinicos, se observa que en las tres polinizaciones la
velocidad va disminuyendo ligeramente con el tiempo. La velocidad en la autopolinizacion es similar

a la de los tubos de 'Marcona' en los dos primeros dias, pero superior en el tercero. Durante el
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segundo dia la velocidad de los tubos en los diferentes tipos de polinizacion es similar. Durante el
tercer dia, los tubos que mayor velocidad mostraron fueron los de la autopolinizacién y los que
menor los de los cruzamientos semicompatibles. Los valores calculados para el cuarto dia no son
indicativos de la velocidad, ya que no comprenden el crecimiento de los tubos polinicos por debajo
de la base del estilo.

8.3.2 VARIABILIDAD DEL CRECIMIENTO DE LOS TUBOS POLINICOS ENTRE LOS INDIVIDUOS.

En este apartado se analiza la evolucion general de los tubos polinicos para el conjunto de
los individuos estudiados. Para ello se realizd el anlisis de varianza para cada dia, tomando como
Unica fuente de variacién los individuos. De esta manera se evalud el crecimiento de los tubos
polinicos sin hacer distinciones entre los tratamientos de polinizacién, habida cuenta de la pequefia

variabilidad observada entre ellos.

Asi, al cabo de 24 horas desde la polinizacién, la longitud de los tubos polinicos presenta un
estrecho rango de magnitudes, de 3,5 a 4,5 mm, lo que supone atravesar del 29 al 36% del estilo.

La velocidad media de crecimiento durante este periodo fue de 0,14 a 0,16 mm/h (Cuadro 8.3).

A las 48 horas se observd una mayor amplitud en el rango de longitudes de los tubos
polinicos, con una variacion de las medias de 6,9 a 8,5 mm, llegando a atravesar del 53,4 al 62,9%
del estilo. En el conjunto de los individuos, los tubos polinicos crecieron a menor velocidad
(0,148mm/h) durante el segundo dia de crecimiento en relacion a la velocidad del primer dia
(0,166mm).

Al concluir el tercer dia, las longitudes medias de los tubos polinicos variaron de 6,9 a 11,9
mm, recorriendo del 72,8 al 89,6% del estilo. En algunos individuos se observé la llegada de tubos
polinicos a la base del estilo, destacando la llegada de tubos en 9 de los 24 pistilos de 'M-2-02'y en
6 de los 24 de 'M-2-36' (Cuadro 8.4). También se observo que la velocidad media de crecimiento de
los tubos polinicos durante el tercer dia (0,119mm/h) fue inferior a la del dia anterior. En general,

esta velocidad decrecié en todos los individuos.

Al término de 96 horas desde la polinizacién, se pueden distinguir tres grupos de individuos
segun el crecimiento de los tubos polinicos. En el primero la mayoria de los pistilos presentaron la
penetracidn ovarica por los tubos polinicos, con la llegada de tubos la base del estilo en todos los
pistilos de 'M-1-86', 'M-2-02' y 'M-2-16" y en mas del 98% de los pistilos de 'L-3-22', 'L-3-63', 'M-2-01'
y 'M-2-36". La planta 'M-2-21' present6 un porcentaje intermedio del estilo atravesado por los tubos

polinicos (94,2%) y el menor fue en 'M-2-26' con sélo un 88,1%.
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Cuadro 8.3 Velocidad media de los tubos polinicos en cada individuo para cada periodo (mm/h).

- De0a24 De 24 a 48 De 48 a72 De 72 a 96 .
Individuo Media
horas horas horas horas
L-3-22 0,157 ¢ 0,130 ¢ 0,121 ab 0,094 b 0,126
L-3-63 0,149 ¢ 0,157 abc 0,119 ab 0,131a 0,139
M-1-86 0,186 ab 0,167 ab 0,115ab 0,070 be 0,135
M-2-01 0,162 ¢ 0,181a 0,153 a 0,105 ab 0,150
M-2-02 0,168 bc 0,133 ¢ 0,109 b 0,098 ab 0,127
M-2-16 0,189 a 0,150 abc 0,093 b 0,074 bc 0,127
M-2-21 0,170 bc 0,138 bc 0,112b 0,072 bc 0,123
M-2-26 0,161¢ 0,128 ¢ 0,126 ab 0,055 dc 0,118
M-2-36 0,157 ¢ 0,155 abc 0,128 ab 0,051d 0,123
Media 0,166 0,148 0,119 0,083 0,130
Media individuos S1S¢ 0,167 0,140 0,116 0,069 0,123
Media individuos S3S¢ 0,166 0,159 0,124 0,101 0,138

8.3.3 COMPARACION ENTRE INDIVIDUOS DENTRO DE CADA TIPO DE POLINIZACION

En este apartado se compar6 el comportamiento del crecimiento de los tubos polinicos
entre los distintos individuos para cada tipo de polinizacion, de manera que se realizaron los analisis
de varianza para cada intervalo de recogida de muestras. En los andlisis significativos se realizé la
separacion de medias del crecimiento mediante el test de Duncan («=0,05). Con el fin de evitar
redundancias, se indican solamente las diferencias relevantes observadas al cuarto dia de
crecimiento para los distintos tipos de polinizacién, incluyendo las diferencias de las medias
obtenidas en las Fig. V.2 y IV.3 del Anejo IV.

CRECIMIENTO DE LOS TUBOS POLINICOS DESPUES DE LA AUTOPOLINIZACION

En todos los pistilos de 'L-3-22', 'L-3-63', 'M-1-86', 'M-2-01', 'M-2-02' y 'M-2-16" se produjo la
llegada de tubos polinicos a la base del estilo al cuarto dia de la polinizacion (Cuadro 8.4), lo que
implica que las diferencias observadas entre las longitudes de los tubos polinicos se deben a las
diferencias en las longitudes de sus estilos (Fig.IV.3). Los tubos polinicos procedentes de la
autopolinizacién de 'M-2-21' y 'M-2-26' no habian llegado aun a la base del estilo a las 96 horas

después de la polinizacion, habiendo recorrido el 87,2 y 79% del estilo.
CRECIMIENTO DE LOS TUBOS POLINICOS DE 'MARCONA'

Al término de 96 horas se habia producido la llegada de los tubos polinicos de '‘Marcona' a
la base del estilo en todos los pistilos de los individuos 'L-3-22', 'M-1-86', 'M-2-02' y 'M-2-16' (Cuadro
8.4 y Fig. IV.2). El crecimiento observado en 'L-3-63', 'M-2-01' y 'M-2-36' no se puede diferenciar

estadisticamente del producido en los individuos con llegada total a la base del estilo. En 'M-2-21'y
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'M-2-26', los tubos polinicos mostraron un menor crecimiento debido a que sdlo en la mitad de los

pistilos se produjo la llegada de tubos a la base del estilo (Cuadro 8.4).

Porcion del estilo atravesado por los tubos polinicos (%) Longitud de los tubos polinicos (mm.)
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Fig. 8.3 Evolucion del crecimiento de los tubos polinicos segun el individuo (separacion de medias mediante el test de
Duncan o =0,05).
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CRECIMIENTO DE LOS TUBOS POLINICOS DE 'Al' EN LOS INDIVIDUOS CON GENOTIPO S3Sr

Los tubos polinicos de 'Ai" llegaron de forma generalizada a la base del estilo al acabar los
intervalos de muestreo (Cuadro 8.4), de manera que no se encontraron diferencias entre los
individuos S3Sr para la porcion de estilo atravesada. En este momento, las diferencias observadas
en la longitud de los tubos polinicos se debieron a la mayor longitud de los estilos de 'M-2-01". Los

tubos polinicos de 'A" aumentaron su velocidad relativa durante el dltimo dia.
CRECIMIENTO DE LOS TUBOS POLINICOS DE 'CRISTOMORTO' EN LOS INDIVIDUOS CON GENOTIPO S1Sr

Al finalizar el ensayo, los tubos polinicos de 'Cristomorto’ habian llegado a la base del estilo
en todos los pistilos de 'M-2-16'", 'M-2-21"y 'M-2-36'". En 'L-2-33' y 'M-2-26' se observo un crecimiento
ligeramente inferior, si bien el porcentaje medio de estilo atravesado fue en torno al 95. Las
diferencias en longitud de los tubos polinicos se deben principalmente a las diferencias entre las
longitudes de los estilos de los diferentes genotipos. Los tubos polinicos de 'Cristomorto' también

aumentaron la velocidad durante el cuarto dia, sobre todo en 'L-3-22', 'M-2-16"y 'M-2-21".

Cuadro 8.4. Pistilos con tubos polinicos en la base del estilo en los distintos individuos segin el tipo de polinizacion.
(Cantidades sobre ocho observaciones realizadas)

Tratamiento | Autopolinizacion x ‘Marcona' x Semicompatible Media (%)
Tiempo
72h 96 h 72h 96 h 72h 96 h 72h 96 h
lindividuo

L-3-22 (S1S7) 1 8 0 8 0 5 41 87,5
L-3-63 (S3S1) 0 8 0 5 0 7 0,0 83,3
M-1-86 (S3S) 1 8 2 8 1 8 16,6 100,0
M-2-01 (S3Sy) 0 8 0 7 0 8 0,0 95,8
M-2-02 (S3Sy) 4 8 4 8 1 8 37,5 100,0
M-2-16 (S1S) 0 8 1 8 0 8 41 100,0
M-2-21 (S1S) 0 0 0 5 1 8 41 54,1
M-2-26 (S1S1) 0 1 0 4 2 6 8,3 45,8
M-2-36 (S1S1) 2 6 2 7 2 8 25,0 87,5
Media (%) 11,1 76,3 12,5 83,3 9,7 91,6 11,1 83,8

8.3.4 ESTUDIO DEL CRECIMIENTO DE LOS TUBOS POLINICOS EN CADA INDIVIDUO

En este apartado se analiza el comportamiento de cada tipo de polen. Para ello se
realizaron los andlisis de varianza considerando como Unica fuente de variacién los diferentes tipos
de polinizacién. Al igual que en todos los analisis anteriores, se realizé la separaciéon de medias en
los andlisis que fueron significativos mediante el test de Duncan (a=0,05). Sélo se discuten las
diferencias observadas al finalizar los muestreos, incluyendo los datos de los dias anteriores en las
Fig.IV.4,IV.5y IV.6 del Anejo IV.
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En las plantas de genotipo S:Sf (L-3-22', 'M-2-16', 'M-2-21', 'M-2-26' y 'M-2-36") se
observaron variaciones en el crecimiento de los tubos polinicos procedentes de los diferentes tipos
de polinizacion, como reflejan los cruces de las lineas que representan su crecimiento en las Fig.
IV4, IV.5y IV.6. Al finalizar los muestreos, los tubos polinicos de 'Cristomorto’ en el genotipo 'L-3-
22" mostraron un crecimiento inferior en relacién a los de su autopolinizacién o de 'Marcona'. En los
genotipos 'M-2-21' y 'M-2-26', los tubos polinicos de 'Cristomorto’ y de 'Marcona' mostraron un
crecimiento superior a los procedentes de su autopolinizacién. En los genotipos 'M-2-16 y 'M-2-36'

no se observaron diferencias significativas entre tratamientos al cuarto dia.

En los individuos de genotipo S3Sr (L-3-63', 'M-1-86', 'M-2-01' y 'M-2-02) también se
observaron variaciones en el crecimiento de los tubos polinicos de los distintos tratamientos, aunque
al igual que en los genotipos S1S¢ no siguen ningun patrén determinado. Al acabar los muestreos
(96 horas), no se pudo diferenciar el crecimiento de los tubos polinicos de los distintos tratamientos,
llegando en su gran mayoria a la base del estilo. Al observar la evolucién del crecimiento resulta
evidente que el de los tubos polinicos procedentes de la autopolinizacion es similar al del
cruzamiento completamente compatible con 'Marcona'. El crecimiento de los tubos polinicos de AT’
fue en algunos momentos inferior al de los otros dos tratamientos en 'L-3-63' y 'M-2-02', si bien,

también llegan a la base del estilo a las 96 horas.

8.4 DiScUsION

8.4.1 INFLUENCIA DEL GRADO DE PARENTESCO EN LA EFICIENCIA DE LA POLINIZACION

Los individuos estudiados se eligieron porque no presentaban sintomas de consanguinidad
entre las diferentes familias estudiadas. En estos individuos, la evolucion en el estilo del crecimiento
de los tubos polinicos propios (autopolinizacion) fue similar a la de los tubos procedentes de
genotipos no relacionados genéticamente con ellos (polinizacién por 'Marcona'). Sin embargo, el
crecimiento de los tubos procedentes de genotipos relacionados genéticamente con estos individuos
(polinizaciones semicompatibles con 'Cristomorto’ o con 'AT'), fue generalmente mas lento durante
los tres primeros dias de crecimiento, mientras que a las 96 horas la longitud media de sus tubos
polinicos fue similar a la de los otros tipos de polinizacion, e incluso superaron el porcentaje de

estilo atravesado por los tubos polinicos procedentes de la autopolinizacion.

La primera evaluacion de la cinética del crecimiento de los tubos polinicos de almendro se
realizd en retrocruzamientos de hibridos autocompatibles de melocotonero x almendro (SOCIAS |
COMPANY ET AL., 1976), encontrando que a diferentes temperaturas los tubos polinicos de 'Ne Plus

Ultra' crecian generalmente a mayor velocidad en los estilos de estos hibridos que los procedentes
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de su autopolinizacién. Estos resultados no son comparables con los presentados en este trabajo,
ya que en estas selecciones hibridas se evaluaba la autocompatibilidad adquirida desde el
melocotonero, y como indican los autores "aun cuando los loci S sean alélicos en las dos especies,
pueden ocurrir variaciones en la compatibilidad debido al diferente entorno genético resultante del

cambio del alelo Syde una especie a otra" (SOCIAS | COMPANY ET AL., 1976).

GoDINI (1981) indico la posibilidad que el parentesco entre el polen y estilo pudiera afectar a
la velocidad de crecimiento de los tubos polinicos, debido a la observacién que los tubos polinicos
procedentes de las autopolinizaciones de las variedades autocompatibles 'Filippo Ceo' (S1S) y
'Genco' (S1Sy) crecian con mas lentitud que los procedentes del cruzamiento de estas variedades
con 'Tuono' (S1Sy). Estos resultados contrastan con los obtenidos en este trabajo, si bien hay que
indicar que GODINI (1981) estudié tres variedades autocompatibles con igual genotipo S,
procedentes todas de la region italiana de la Apulia. En este trabajo, al igual que en SOCIAS |
COMPANY Y FELIPE (1992) y OUKABLI ET AL. (2000), la variedad utilizada para realizar los cruzamientos
fue 'Marcona' (S11S12), que ademas de no compartir ningln alelo S con las plantas estudiadas,
procede de una regién (el Levante espafiol) diferente al de los antecesores de los individuos
evaluados, ya que "Tuono' y 'Cristomorto’ proceden de Italia y Ai* de Francia. Por lo tanto, en las
polinizaciones realizadas con 'Marcona' no existen relaciones de parentesco entre el polen y el
estilo, hecho mas que probable en los cruzamientos realizados con "Tuono' y las variedades
estudiadas por GobINI (1981).

La velocidad de los tubos polinicos va disminuyendo a medida que descienden hacia el
ovario y esta directamente relacionada con la temperatura ambiental, mostrando como todo proceso
bioldgico unos umbrales a partir de los cuales, la velocidad disminuye drasticamente o se inhibe el
crecimiento de los tubos polinicos (SOCIAS | COMPANY ET AL., 1976; VASILAKAKIS Y PORLINGIS, 1984).

VASILAKAKIS Y PORLINGIS (1984) estudiaron la dinamica del crecimiento de los tubos polinicos
en la variedad autocompatible ‘Truoito' (S1S;) tras su autopolinizacion y su cruzamiento con 'Texas'
(S1Ss) (Boskovic ET AL., 1997) bajo diferentes regimenes de temperatura. Los tubos polinicos
procedentes de la autopolinizacion crecieron de forma similar que los procedentes de Texas' a
temperaturas de 10, 15, 20 y 25 °C. A 30°C, los tubos polinicos de la autopolinizacién presentaron
una inhibicion en su crecimiento, mientras que los tubos polinicos de 'Texas' llegaron a la base del
estilo a las 54 horas de la polinizacion. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en este
trabajo (12°C) y los obtenidos por SociAs | COMPANY Y FELIPE (1992), quienes observaron que el
crecimiento de los tubos polinicos después de la autopolinizacién de la variedad autocompatible

‘Guara' (S1S7) y de su polinizacion con 'Marcona' fue similar a 15y a 20°C.
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En la observaciéon microscopica de los tubos polinicos no se advirtieron sintomas de
incompatibilidad en las autopolinizaciones, como a veces se han indicado, con terminaciones de los
tubos polinicos engrosadas o con superficie rugosa, sino un aspecto similar al que se observé en los
tubos de 'Marcona'. Esta ausencia de sintomas de incompatibilidad en las autopolinizaciones de
diferentes variedades autocompatibles también ha sido observada por GODINI (1981), VASILAKAKIS Y
PORLINGIS (1984), Socias | COMPANY Y FELIPE (1992), GODINI ET AL. (1994), OUKABLI ET AL. (2000) y
Socias | COMPANY Y ALONSO (2004).

En el conjunto de plantas evaluadas, el crecimiento de los tubos polinicos de los
antecesores (cruzamientos semicompatibles con 'Cristomorto' y 'Ai") mostré un ligero retraso
durante los tres primeros dias en relacion a los ofros dos tipos de polen, siendo este
comportamiento generalmente idéntico para las plantas con genotipos S1Sf 0 S3Sr. Sin embargo, a
las 96 horas de crecimiento, la porcién del estilo atravesada varié segun el genotipo S de las
plantas, mostrandose en las plantas S1Syr, un mejor crecimiento del polen foraneo, mientras que en
los individuos S3Sy, fue mejor el del polen propio. Este comportamiento fue debido al retraso que se
produjo en la llegada de los tubos polinicos propios a la base del estilo en las plantas 'M-2-21"y 'M-
2-26', ambas con genotipo S1Sy, lo que se produjo mayoritariamente a las 120 horas de la
polinizacion.

La similitud observada en el momento de la llegada de los tubos polinicos y en su longitud
en los tres tratamientos de polinizacién contradice en cierto modo los trabajos de ORTEGA ET AL.
(2002) y CERTAL ET AL. (2002). En éstos se sugiere que en las polinizaciones cruzadas en las que no
se comparte ningun alelo de incompatibilidad existe una mayor probabilidad de fertilizacion que en
las polinizaciones semicompatibles, incluida la autopolinizacién de variedades autocompatibles
heterocigoticas. La explicacion dada por estos autores es que en la polinizacion cruzada el 100% de
los granos de polen tienen la capacidad de llegar a la base del estilo, mientras que en la
polinizaciones semicompatibles sélo el 50% de los granos de polen tienen la capacidad de llegar a
la base del estilo. Si fuera asi, en las polinizaciones completamente compatibles se produciria una
tedrica mayor cantidad de tubos polinicos en la parte inferior de los estilos. Sin embargo, estos
mismos autores no encontraron un ndmero de tubos polinicos en la proporcion esperada, mientras
que SociAs | COMPANY Y ALONSO (2004) encontraron que la eficiencia en la polinizacién es
independiente de que ésta sea completamente compatible o s6lo semicompatible, ya que
observaron una cantidad similar de tubos polinicos en la base del estilo después de los dos tipos de
polinizacién, lo que podria explicarse por el efecto regulador ejercido por la cantidad de reservas en

el estilo y por la competencia entre los tubos polinicos por el espacio en el tejido transmisor
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(HoRMAZA Y HERRERO, 1996a).
8.4.2 LA INFLUENCIA DE LOS GENOTIPOS EN EL CRECIMIENTO DE LOS TUBOS POLINICOS

El crecimiento de los tubos polinicos varia segin el genotipo estudiado, tal como
observaron BEN NJIMA Y Soclas | COMPANY (1995). Estas variaciones no son consistentes en el
transcurso de este crecimiento a lo largo de los dias. En algunos genotipos se observo un buen
crecimiento inicial, superando el 30 % del estilo en los pistilos de 'M-2-16', 'M-1-86', 'M-2-2', 'M-2-21'
y 'M-2-36', a pesar de que en 'Tuono', OUKABLI £T AL. (2000), observaron un crecimiento menor del
10%. La explicacion més factible es la diferencia en el momento en el que se realiza la polinizacion,
ya que OUKABLI ET AL. (2000) la realizaron a las 24 horas, cuando los estigmas pueden presentar
una menor secrecion y encontrarse menos receptivos. A las 48 y 72 horas de crecimiento
destacaron los tubos polinicos en 'M-1-86" y 'M-2-36', mientras que los menores crecimientos se
produjeron en 'L-3-63'. Las diferencias de crecimiento que se observaron a las 72 horas
desaparecieron a las 96 horas, excepto para dos selecciones, 'M-2-21'y 'M-2-26', que mostraron un
retraso en el crecimiento de los tubos polinicos propios y de 'Marcona', mientras que los tubos
polinicos de 'Cristomorto’ mostraron una longitud similar a la del resto de genotipos S1Sr. Quizas en
estos individuos, el descenso de la temperatura influya negativamente en el crecimiento de los tubos
polinicos, en relacién a las condiciones térmicas de la determinacion fenotipica de la
autocompatibilidad (Apartado 3), donde se observd una adecuada llegada de los tubos polinicos en
la base del estilo. Quizas estos individuos se comporten como genotipos parcialmente
autoincompatibles en condiciones de campo, que se caracterizan por presentar un nivel muy bajo de
cuajado (GRASSELLY ET AL., 1981) y por la llegada después de la autopolinizacién de un sélo tubo
polinico a la base de unos pocos estilos (SociAs | COMPANY Y FELIPE, 1988), lo que se considera
insuficiente para producir cosechas comerciales en plantaciones monovarietales, (SOCIAS |
ComPANY, 1990).

De igual manera, tampoco se observo un comportamiento consistente a lo largo del tiempo
en el crecimiento de los tubos polinicos. Ello se manifiesta en los cambios bruscos de la velocidad
media diaria registrada para los diversos tratamientos en los diferentes individuos, como reflejan los
cambios bruscos de pendiente observados en las graficas que muestran el crecimiento por genotipo
de los diferentes individuos (Fig. IV.4,IV.5 y IV.6 y Cuadro IV.2).

A pesar de ello se puede indicar que los tubos polinicos de la autopolinizacion de 'L-3-22,
'M-1-86", 'M-2-02' y 'M-2-36', mostraron un crecimiento lineal durante los tres primeros dias, lo que

les lleva a atravesar en torno al 90% del estilo en este periodo de tiempo. En 'L-3-63' y 'M-2-01', el
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crecimiento inicial del polen propio fue mas lento, pero al acabar el estudio se habia producido la
llegada de tubos polinicos a la base de todos los estilos. En 'M-2-21', a pesar de mostrar un
crecimiento normal del polen propio durante los tres primeros dias, hubo una disminucién brusca de

su velocidad en el cuarto inferior del estilo.

Los tubos polinicos de 'Marcona' crecieron de forma lineal en los genotipos 'L-3-22', 'L-3-63',
'M-2-02' y 'M-2-36". En 'M-1-86' se produjo un crecimiento inicial menor, pero mostré elevadas tasas
de crecimiento en los dias posteriores, produciéndose la situacién inversa en 'M-2-16'. En 'M-2-21'
los tubos de 'Marcona' disminuyeron su tasa de crecimiento durante el segundo dia, mientras que

'M-2-26' este descenso se produjo al segundo dia.

Los tubos polinicos de 'Cristomorto’ crecieron linealmente en 'L-3-22', 'M-2-21" y 'M-2-36',
mientras que sufrieron un descenso en la velocidad al tercer dia en 'M-2-16' y 'M-2-26". De igual
forma, los tubos de 'Ai crecieron linealmente en 'L-3-63', 'M-2-01" y 'M-2-02', mientras que se produjo

un descenso en 'M-1-86' al tercer dia.

En las condiciones de este trabajo, los tubos polinicos alcanzaron mayoritariamente la base
del estilo a las 96 horas de la polinizacién, sin embargo, SoclAs | COMPANY Y FELIPE (1987), en las
mismas condiciones de temperatura, indicaron como en la seleccion 'C-9-5' (‘Aylés'), procedente de
la polinizacion libre de 'Tuono', tanto en su autopolinizacién como en su polinizacién por 'A-10-8', se
produjo la llegada de los tubos polinicos a la base del estilo a las 72 horas en todos los pistilos

observados.

Esta diferencia de comportamiento respecto a nuestros resultados, podria ser debida a
factores genéticos, como una longitud pequefia del estilo. Sin embargo, no se ha podido relacionar
las diferencias entre individuos en las tasas de crecimiento en porcentaje del estilo recorrido por el
tubo polinico mas largo con la longitud del estilo. De hecho, SociAs | COMPANY (1987) encontré que
estas tasas de crecimiento eran similares en tres variedades de almendro, a pesar de presentar
pistilos de longitudes significativamente distintas, lo que implica que la velocidad de crecimiento de

los tubos polinicos puede estar relacionada con la longitud del estilo.

Las variaciones observadas respecto a 'C-9-5' (‘Aylés') (Soclas | COMPANY Y FELIPE, 1987),
podrian haber sido causadas por variaciones ambientales durante el ensayo, asi como las
condiciones atmosféricas previas a la recogida de yemas, o por razones fisioldgicas, como pueden
ser, la cantidad de reservas energéticas acumuladas en las yemas de flor (RODRIGO Y HERRERO,
1998), o la cantidad de glicoproteinas TTS ("Tansmitting tissue-specific") sintetizadas en el estilo

(CHEUNG ET AL., 1995), necesarias para la estructura de los tubos polinicos durante su elongacién.
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Este crecimiento irregular de los tubos polinicos en funcion del tiempo puede deberse al
hecho de considerar exclusivamente en las mediciones el crecimiento del tubo polinico mas largo, y
no el conjunto del crecimiento, ya que a medida que se desciende por el estilo desde el estigma
disminuye el nimero de tubos polinicos presentes (HERRERO Y DICKINSON, 1980), y en algun caso se
encuentra un solo tubo polinico que crece mucho mas que los otros, pudiendo hacer cambiar el
valor de la media del tratamiento. La heterogeneidad en las inflexiones de las tasas de crecimiento
de los diferentes tipos de polinizacion en los diferentes genotipos hace dificil ligar este proceso a la
transicién de la nutricién autétrofa a la heterétrofa sufrida por los tubos polinicos durante su
crecimiento (HERRERO Y DICKINSON, 1980).

8.5 CONCLUSIONES

En general, la dinamica del crecimiento de los tubos polinicos en las autopolinizaciones
muestra claramente la presencia de autocompatibilidad genética en los genotipos estudiados, ya

que los tubos polinicos propios tienen la misma eficiencia en la polinizacién que los ajenos.

Los tres grados de parentesco evaluados (autopolinizacién, cruzamiento semicompatible
con un antecesor, y polinizacion completamente compatible sin parentesco) mostraron similar
longitud de tubos polinicos a las 96 horas, produciéndose la llegada de los tubos polinicos a la base

de los estilos en la amplia mayoria de los pistilos observados.

Por consiguiente, los individuos autocompatibles descendientes de "Tuono' que no muestren
sintomas de consanguinidad pueden ser seleccionados para ser evaluados en posteriores fases del
proceso de mejora, y incluso ser utilizados como donantes de la autocompatibilidad, diversificando
de esta manera las fuentes de la autocompatibilidad y eliminando caracteres indeseables presentes

en la variedad "Tuono'.
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9. DISCUSION GENERAL

9.1 EL FENOTIPO DE LA AUTOCOMPATIBILIDAD

El analisis del crecimiento de los tubos polinicos, tras la autopolinizacién manual de los
individuos de las poblaciones estudiadas, ha permitido no solamente conocer los individuos que
muestran una autocompatibilidad agrondémica y determinar las frecuencias fenotipicas para este

caracter, sino también la calidad de la expresién de la autocompatibilidad en cada individuo.

En primer lugar, la transmision de la autocompatibilidad de 'Tuono' a las descendencias
estudiadas mostré6 un comportamiento diferencial segln el parental autoincompatible utilizado,
'Ferragnés' o 'Ferralise’, a pesar de que estos parentales compartan el mismo genotipo de
autoincompatibilidad, S1S3 (CROSSA-RAYNAUD Y GRASSELLY, 1985).

En las descendencias para cuya obtencion se utilizé 'Tuono' como parental femenino, y por
lo tanto segregantes para la autocompatibilidad, se obtuvieron proporciones fenotipicas opuestas.
Mientras que en la familia "'Tuono' x 'Ferragnes' la proporcién de individuos autocompatibles fue
superior a la de autoincompatibles, confirmando lo ya observado por Socias | CoMPANY (1988) y
DICENTA Y GARCIA (1993), en la familia Tuono' x 'Ferralise’ la proporcion de individuos

autoincompatibles fue cuatro veces superior a la de autocompatibles.

En las descendencias para cuya obtencion se utilizé 'Tuono' como parental masculino, y por
lo tanto no segregantes para la autocompatibilidad, la presencia de individuos autoincompatibles
solo se produjo en los descendientes de 'Ferralise', confirmando las observaciones de GRASSELLY ET
AL. (1985).

Aunque todos los descendientes del cruzamiento 'Ferralise’ x "Tuono' son genotipicamente
autocompatibles como muestra la presencia del alelo Sy una parte de ellos muestran
autoincompatibilidad fisiologica, fendomeno no sefialado previamente y que puede ligarse a la
consanguinidad presente en 'Ferralise' (LANSARI ET AL., 1994). Esta divergencia entre genotipo y
fenotipo también se manifiesta en algunas plantas del cruzamiento reciproco, en el que si hay
segregacion genotipica. Este comportamiento podria deberse a que la consanguinidad afecte a las
rutas metabdlicas implicadas en la nutricidn de las plantas consanguineas, lo que se manifiesta en
su reducido vigor y probablemente en una deficiente acumulaciéon de reservas en el tejido
transmisor del estilo, afectando asi a la elongacién de los tubos polinicos, al inducir una tasa de
crecimiento baja o incluso nula, de manera que los tubos polinicos se detendrian una vez que

hubieran consumido las pocas reservas presentes (HERRERO Y HORMAZA, 1996).
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En segundo lugar, la observacién del crecimiento de los tubos polinicos muestra la
implicacion agrondémica del comportamiento debido a la autocompatibilidad o autoincompatibilidad de
los individuos. Esta técnica permite determinar para cada individuo la proporcién de pistilos que
presentan tubos polinicos en la base del estilo, asi como en qué nimero llegan, pudiendo utilizarse

esta informacion, junto con la homogeneidad de los datos, como criterio de seleccion.

Con este criterio, los individuos de las familias estudiadas se clasificaron fenotipicamente en
funcion de la proporcién de pistilos que presentaban tubos polinicos en la base. Asi, se consideraron
autoincompatibles aquellas plantas cuyos pistilos presentasen la llegada de tubos polinicos a la base
en un porcentaje inferior al 25%; pseudocompatibles, aquellas plantas que mostrasen porcentajes
entre el 26 y 50% de los pistilos observados; autocompatibles, las plantas con porcentajes entre el
51y 75%; y por ultimo, altamente autocompatibles, las plantas con valores superiores al 75%. Estas
Ultimas plantas resultan a priori de mayor interés agrondmico que las otras, ya que, cuanto mayor

sea esta proporcién, mayor seré la posibilidad de cuajado de frutos.

La calidad de la autocompatibilidad también puede reflejarse en la cantidad de tubos
polinicos observada en la base de los estilos, de tal manera que los individuos calificados como
autocompatibles mostraron de 1 a 3 tubos polinicos en la base de cada pistilo, mientras que los

altamente autocompatibles mostraron mas de 3 tubos polinicos por pistilo.

Los descendientes de 'Ferragnés' mostraron mas tubos polinicos en la base del estilo que
los descendientes de 'Ferralise', lo que puede deberse al menor vigor del polen como consecuencia
de la consanguinidad transmitida por 'Ferralise'.

Aunque tedricamente la fecundacion del évulo se puede producir con la presencia de un
tnico tubo polinico en la base del estilo (PIMIENTA Y PoLITO, 1983), en algunos casos el crecimiento
del tubo polinico puede resultar cadtico antes o después del obturador, fracasando en la fecundacién
del 6vulo primario (CousiN Y EL MaaTAoul, 1998), por lo que la probabilidad de éxito en la
fecundacién aumenta con el nimero de tubos polinicos que alcanzan la base del estilo. Por
consiguiente, el nimero medio de tubos polinicos en la base del estilo puede utilizarse también como

criterio de seleccién del nuevo material autocompatible generado en los programas de mejora.

9.2 DETERMINACION DEL GENOTIPO DEL LOCUS S

La determinacion del genotipo del locus S en los individuos de las poblaciones estudiadas se
realizd mediante dos procedimientos diferentes: la identificacién del producto proteico codificado por

los alelos de autoincompatibilidad (las S-RNasas estilares) y la identificacion de los genes que
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codifican para estas glicoproteinas, habiéndose obtenido una plena concordancia entre los

resultados obtenidos mediante los dos procedimientos.

La técnica utilizada para la identificacion de las S-RNasas estilares, la NEpHGE (Non-
Equilibrium pH Gradient Electrofocusing), resulta sencilla para analizar gran nimero de muestras
una vez puesta a punto (LOPEZ ET AL., 2001). Indiscutiblemente, esta técnica ha resultado de una
gran utilidad en el avance del conocimiento de los genotipos S en el germoplasma del almendro v el
cerezo, pero no cabe duda que a medida que avanza el nimero de alelos S identificados (BoSkovic
ET AL., 2003; ORTEGA, 2002), va a resultar mas dificil su aplicacion en la identificacion de nuevos
genotipos debido al estrecho rango de pH en que muchas S-RNasas muestran su punto isoeléctrico.
El futuro de esta técnica dentro de los programas de mejora radica en la identificacion del genotipo S
en las descendencias de mejora, cuando se conoce el genotipo de los parentales y se compara con
el patrén de las S-RNasas de la progenie (BOSKOVIC ET AL., 1998).

Un gran inconveniente de esta técnica es la incapacidad de detectar el producto de la
expresion del alelo de autocompatibilidad (Sy) en almendro, debido a que no muestra actividad
RNasa (BoskoviC ET AL., 1998). Al utilizar esta técnica se acepta que la autocompatibilidad se
manifiesta por la presencia de una sola banda con actividad S-RNasa, 0 con ninguna banda, como
seria el caso de los homocigéticos SrSt, de posible obtencion en autopolinizaciones de material

autocompatible o en cruzamientos entre genotipos autocompatibles.

La determinacion del genotipo S mediante marcadores moleculares basados en la técnica
PCR (Polymerase Chain Reaction) permitié identificar la presencia del alelo St en los genotipos
considerados autocompatibles mediante la técnica NEpHGE. Igualmente, se confirmd que la
posesion del alelo Syno siempre se traduce en la expresion fenotipica de la autocompatibilidad,
como fue el caso de los individuos con fenotipo autoincompatible y genotipo autocompatible entre los

descendientes de 'Ferralise'.

Los cebadores PCR se han obtenido a partir de regiones conservadas en las S-RNasas
clonadas del almendro (TAMURA ET AL., 2000; MA Y OLIVEIRA, 2001; CHANNUNTAPIPAT ET AL., 2001),
asi como, mas recientemente, de las secuencias de los intrones de los alelos Sy, Sz, Ss, Sz, Ss, Sy,
S10, S23'y St (CHANNUNTAPIPAT ET AL., 2003). Sin embargo, estos cebadores se han probado en muy
pocos genotipos y, por lo tanto, en muy pocas combinaciones de alelos S. Al utilizar en las familias
de este trabajo los cebadores ConF/ConR (CHANNUNTAPIPAT ET AL., 2001) se descubrié que también
amplificaban el alelo S3 de 'Ferragnés' y 'Ferralise', aunque el fragmento de DNA amplificado era de
un tamafio muy parecido al del alelo Sr. Ademas, la amplificacion del alelo Sy con estos cebadores

se vio silenciada por la amplificacién de los alelos Sty S3 en la mayoria de los casos, como ya se
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habia observado en otras especies en las que se han utilizado cebadores procedentes de regiones
conservadas de las S-RNasas (JANSSENS ET AL., 1995; MATSUMOTO ET AL., 1999; MATSUMOTO Y
KITAHARA, 2000; ISHIMIZU ET AL., 1999; TAO ET AL., 1999; BRACE ETAL., 1993; 1994).

Estos inconvenientes se superaron con el disefio y la aplicacidén de cebadores especificos
para el alelo S3 a partir de la secuencia del segundo intrén Sz (SsF y SsR1) y del exdn final (S3R2),
obteniéndose una buena amplificacion y un buen polimorfismo en relacién con los ofros alelos.
Estos cebadores S; complementan los presentados por CHANNUNTAPIPAT ET AL. (2003), de manera
que pueden utilizarse con éxito en los programas de mejora europeos, en los que el alelo Sz tiene
bastante importancia por la utilizacién de parentales con este alelo, especialmente como genitores

de floracion tardia.

La identificacion de los genotipos S en progenies segregantes para la autocompatibilidad, y
en particular la identificacion del alelo Sf con los cebadores SfF/SfR (CHANNUNTAPIPAT ET AL., 2003),
puede ayudar a eliminar precozmente los individuos autoincompatibles, en cuanto se disponga de
hojas o de flores, con las ventajas que esto conlleva. Sin embargo, la presencia de individuos con
autoincompatibilidad fisiolégica entre los descendientes de 'Ferralise’ es un claro ejemplo de la
necesidad de una evaluacion agronomica de la autocompatibilidad en los individuos que se
califiquen como autocompatibles mediante las técnicas moleculares, siendo la observacion del
crecimiento de los tubos polinicos el mejor método para determinar la calidad agrondémica de la

autocompatibilidad.

9.3 PROPORCIONES GENOTIPICAS EN LAS FAMILIAS ESTUDIADAS

Las familias estudiadas proceden de polinizaciones semicompatibles, lo que implica que las
proporciones genotipicas obtenidas dependeran de la distribucion inicial de los alelos S en los 6vulos
del parental femenino y de la supervivencia de los individuos generados en los cruzamientos hasta
su evaluacion. En las familias en las que 'Tuono' fue el parental femenino, los dvulos eran de
genotipo Sro Sy sélo pudieron fecundarse con los tubos polinicos que transmitian el genotipo Sz de

'Ferragnes' o de 'Ferralise'.

En estas familias, la distribucion de los genotipos S parece variar segun el parental
masculino utilizado. Asi, en la familia "Tuono' x 'Ferragnés' predomina ligeramente el genotipo S¢Ss,
mientras que en la familia "Tuono' x 'Ferralise’ la proporcién de individuos S1S3 es mayor del 70%. El
predominio de genotipos StSz también parece confirmarse mediante determinaciones fenotipicas en

otras familias de "Tuono' x 'Ferragnés', en las que también se observé un predominio de fenotipos
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autocompatibles (Soclas | COMPANY, 1988; DICENTA Y GARCIA, 1993). Sin embargo, la gran
desviacién respecto a las proporciones esperadas en la familia "Tuono' x 'Ferralise' tiene dificil
explicacion. Quizas el predominio de individuos autoincompatibles (genotipo S1S3) en esta familia se
haya producido como mecanismo de escape a la consanguinidad presente en 'Ferralise’,
favoreciendo la supervivencia de los embriones y las plantas que necesariamente deberian
reproducirse mediante polinizacion cruzada, para obtener descendencias con una recombinacion

génica obligada y asi con un mayor vigor hibrido.

En las familias en las que Tuono' se utilizd como parental masculino, los dvulos de
'Ferragnés' y 'Ferralise’, con los dos genotipos S7 0 Ss, s6lo se pudieron fecundar con los tubos
polinicos que transmitian el genotipo Srde Tuono'. En estas dos familias se ha observado un ligero
predominio de los genotipos S1S¢ sobre los genotipos S3Sr. Al combinar estos resultados con los
obtenidos por BALLESTER ET AL. (1998) y DUVAL ET AL. (2001), se obtiene un ajuste aceptable a la
proporcion 151y : 1S3Sy para las descendencias procedentes de los cruzamientos S1S3 x S1Sy, de

acuerdo con la hipdtesis propuesta por CROSSA-RAYNAUD Y GRASSELLY (1985).

9.4 INDIVIDUOS CON FENOTIPO NO CONCORDANTE A SU GENOTIPO

En la determinacion fenotipica de los individuos con fenotipo autoincompatible y genotipo
autocompatible se observé que unos pocos tubos polinicos habian recorrido aproximadamente el
80% del estilo. Estos tubos polinicos mostraron un vigor reducido, como se manifesto por su mayor
delgadez que en los de fenotipo autocompatible, pero sin sintomas morfologicos de

autoincompatibilidad, como terminaciones engrosadas o crecimiento tortuoso.

En los pistilos de estos individuos se observé un buen crecimiento de los tubos polinicos de
variedades sin ninguna relacién, como 'Marcona' y 'Titan', por lo que se debe descartar que la
autoincompatibilidad observada pueda deberse a una incapacidad de los pistilos para sostener y
nutrir a los tubos polinicos que atraviesan su tejido transmisor. Tampoco parece deberse a una falta
de vigor de los tubos polinicos propios 0 a una deficiencia en el mecanismo de captacién de
nutrientes por su parte desde el tejido transmisor, ya que, de manera general, los tubos polinicos
procedentes de estos individuos crecieron adecuadamente en los pistilos de la variedad 'Titan' hasta

la base del estilo, asi como en una cantidad adecuada para la fecundacion.

Por otro lado, se observo que, en la autopolinizacién de estos individuos, tras 120 horas de
crecimiento de los tubos polinicos, se produjo la llegada de uno o dos tubos polinicos a base del

estilo en algunos pistilos. Por consiguiente, la incapacidad de autofecundacion presente en estos
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individuos radica en la interaccidn del pistilo con su propio polen, presumiblemente por la expresion
en el pistlo de genes negativos para el crecimiento de sus propios tubos polinicos, debido
probablemente a la presencia de consanguinidad. Ello también explicaria el mal crecimiento
observado de forma general para los tubos polinicos procedentes de hermanos completos con
idéntico genotipo S, aunque sean de individuos que hubieran mostrado un fenotipo altamente

autocompatible.

El incremento desde 96 hasta 120 horas del crecimiento de los tubos polinicos propios
permiti6 la llegada a la base del estilo de uno o dos tubos polinicos a la base del estilo en mas
pistilos, lo que implica que la reduccién observada en el vigor de los tubos polinicos se traduce
también en una menor velocidad del polen propio o emparentado en estos individuos
consanguineos. Esta menor velocidad deberia promover tedricamente el cruzamiento con genotipos
no emparentados. De esta manera se expresaria otro mecanismo natural de escape de la
consanguinidad, proporcionando una base genética mas amplia en la descendencia de individuos

autocompatibles consanguineos, por medio de la presencia de una autocompatibilidad encriptada.

9.5 CUAJADOS EN RAMAS EMBOLSADAS Y MORFOLOGIA FLORAL

Los cuajados erraticos producidos en ramas embolsadas pueden tener su causa en factores
ambientales adversos (SociAs | COMPANY ET AL., 2002) o a una inadecuada morfologia floral del
individuo (WEINBAUM, 1985), pero también pueden ser fruto de la expresién de factores genéticos
relacionados con la presencia de consanguinidad. De hecho, GRASSELLY ET AL. (1981) observaron
cuajados muy bajos en arboles procedentes de la autopolinizacién de Tuono', que por lo tanto
debian ser genéticamente autocompatibles. Algunos de estos arboles mostraban escasez de flores
y una elevada proporcién de flores estériles, al igual que algunos de los arboles pertenecientes a

estas familias, también descendientes de 'Tuono'.

Segun algunos autores (VASILAKAKIS Y PORLINGIS, 1984; WEINBAUM, 1985; WEINBAUM ET AL.,
1986), la morfologia de la flor puede promover o impedir una buena autopolinizacién natural. La
morfologia floral media en los individuos estudiados fue ligeramente epiestigmatica, al igual que sus
parentales 'Ferragnes' (DE PALMA Y GODINI, 1994) y "Tuono' (GODINI ET AL., 1992), y se observaron
diferencias en relacion al parental autoincompatible, al cruzamiento y al genotipo S. Sin embargo,
existe una gran variabilidad en la morfologia floral entre los individuos, a pesar de la reducida base

genética de la que proceden, lo que permitid observar que la distribucion de cuajados fue
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independiente de su morfologia floral, tal como observaron GODINI ET AL. (1992), DE PALMA Y GODINI
(1994) y KUMAR Y KUMAR (2000).

En los genotipos con flores con estigmas a mas de 3 mm por encima del plano superior de
las anteras, se observé un cuajado medio inferior al cuajado medio general, pero también en los que
tenian estigmas a mas de 2 mm por debajo, aunque en este Ultimo caso puede deberse a la relacién

entre pistilos cortos y la esterilidad floral en descendientes de 'Tuono' (SocIas | COMPANY, 1983).

Ademas, la cantidad de polen que llega al estigma puede depender de la orientacién de la
flor en la rama y de la posibilidad de atraccién electrostatica por parte de las flores sobre el polen,

tanto del de la misma flor como del dehiscente en flores en un plano superior (VAKNIN ET AL., 2001).

A pesar de la influencia de los factores ambientales sobre los cuajados obtenidos en ramas
embolsadas, e incluso en polinizaciones artificiales, que provocan grandes variaciones de afio en
afio para un mismo genotipo (LAYNE, 1983), la elevada proporcién de cuajados erraticos observados
en los individuos autocompatibles estudiados parece deberse mas a factores genéticos,
posiblemente relacionados con la consanguinidad, como observaron GRASSELLY ET AL. (1981), que

no a factores ambientales.

Por ello, teniendo en cuenta la gran cantidad de factores que pueden afectar al cuajado de
ramas embolsadas, la posicion del estigma en relacién con el plano de las anteras superiores sélo

puede considerarse como una caracteristica morfologica de cada individuo (GODINIET AL., 1992).

9.6 DINAMICA DE LOS TUBOS POLINICOS EN POLINIZACIONES DE DIFERENTE PARENTESCO

Aunque en las familias estudiadas existen algunos individuos que muestran sintomas
evidentes de consanguinidad, también hay individuos que muestran un fenotipo autocompatible
adecuado y otros caracteres positivos que permiten considerarlos para pasar a las fases siguientes
de seleccion. En algunos de estos individuos, que ademas presentaban un vigor normal y una
densidad floral elevada, se evalud la eficiencia del crecimiento de sus propios tubos polinicos frente

a la de un polen extrafio.

Asi se observé que los tubos polinicos propios (autopolinizacién) mostraron una capacidad
de crecimiento similar a los procedentes de genotipos no relacionados genéticamente con ellos
(polinizacién cruzada con 'Marcona’). Sin embargo, en el conjunto de plantas evaluadas, el
crecimiento de los tubos polinicos que poseian una cierta relacién de parentesco con ellas

(polinizaciones cruzadas semicompatibles con 'Cristomorto’ y 'Ai"), mostré un ligero retraso durante
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los tres primeros dias en relacidn a los otros dos tipos de polen (propio y sin ninguna relacion),
siendo este comportamiento generalmente idéntico tanto para las plantas con genotipos S1Sr como

con SsSr.

Estos resultados contradicen la hipdtesis de GoDINI (1981), quien habia indicado que la
posibilidad de parentesco entre el polen y el estilo pudiera afectar a la velocidad de crecimiento de
los tubos polinicos, ya que los tubos polinicos procedentes de la autopolinizacién de 'Filippo Ceo'
(S1S1) y de 'Genco' (S1Sy) crecian mas lentamente que los procedentes de la polinizacion cruzada de
estas variedades con Tuono' (S1Sy). Sin embargo, las observaciones de GODINI (1981) se realizaron
con tres variedades de idéntico genotipo S y procedentes de la misma regién, la Apulia. En el
presente trabajo, se comparo el crecimiento de los tubos polinicos propios con el de una variedad
que no comparte ningun alelo S con los individuos estudiados (‘Marcona', S11S12) y de origen
geografico muy distante, asi como con el de las variedades 'Cristomorto’ y 'Ai", que si tienen una

relacién de parentesco con estos individuos, con los que ademas comparten un alelo S.

Al igual que SocIAS | COMPANY ET AL. (1976) y VASILAKAKIS Y PORLINGIS (1984), se observo
que la velocidad de los tubos polinicos disminuyen a medida que éstos descienden hacia el ovario.
Indicaron ademas que la velocidad de los tubos polinicos esta directamente relacionada con la
temperatura ambiental, mostrando unos umbrales a partir de los cuales, la velocidad disminuye
drasticamente e incluso el crecimiento se detiene. Asi, VASILAKAKIS Y PORLINGIS (1984) indicaron que
los tubos polinicos propios en 'Truoito' (S1Sy) crecian més répidamente que los procedentes de
"Texas' (S1Ss) a 10 y 15°C, siendo su crecimiento similar a una temperatura de 20 y 25°C y inferior a
30°C, ya que a esta temperatura se produjo la inhibicion del crecimiento en los tubos polinicos
propios . SOCIAS | COMPANY Y FELIPE (1992) a una temperatura de 15 y 20°C también observaron un
crecimiento similar de los tubos polinicos propios de 'Guara' (S1Sy) respecto a los de su polinizacion

con 'Marcona'.

Sin embargo, SocIAS | COMPANY Y FELIPE (1987), también a 12°C, indicaron como los tubos
polinicos en 'C-9-5' (‘Aylés'), llegan a la base del estilo a las 72 horas en todos los pistilos
observados, mientras que en los individuos estudiados en este trabajo ello se produjo a las 96

horas.

Por ofra parte, ORTEGA ET AL. (2002) y CERTAL ET AL. (2002) han sugerido que en las
polinizaciones cruzadas en las que no se comparte ningin alelo de incompatibilidad existe una
mayor probabilidad de fertilizacion que en las polinizaciones semicompatibles. Esta hipotesis se
basa en que en las polinizaciones totalmente compatibles el 100% de los granos de polen tienen la

capacidad inicial de llegar a la base del estilo, mientras que en las polinizaciones semicompatibles
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solo el 50% de los granos de polen tienen esta capacidad, lo que se traduciria en una tedrica mayor
cantidad de tubos polinicos en la parte inferior de los estilos en las polinizaciones completamente
compatibles. Sin embargo, en el presente material se ha comprobado que los tubos polinicos
procedentes de ambas polinizaciones llegaron al mismo tiempo a la base del estilo, asi como
Socias | COMPANY Y ALONSO (2004) observaron una cantidad similar de tubos polinicos en la base
del estilo después de los dos tipos de polinizacion, lo que podria explicarse por el efecto regulador
ejercido por la cantidad de reservas en el estilo y por la competencia entre los tubos polinicos por el
espacio en el tejido transmisor (HORMAZA Y HERRERO, 1996a). Ello también se relaciona con el
hecho de que el crecimiento de los tubos polinicos varia seguin el genotipo del pistilo en el que
crecen, tal como observaron BEN NJIMA Y SOCIAS | COMPANY (1995).

No se observé un comportamiento del crecimiento de los tubos polinicos consistente a lo
largo del tiempo, como se manifestd por cambios bruscos en la velocidad media diaria registrada
para los diversos tratamientos en los diferentes individuos. Estas variaciones pueden deberse al
hecho de considerar exclusivamente el crecimiento del tubo polinico més largo, y no el conjunto de
los tubos en crecimiento, ya que a medida que se desciende por el estilo desde el estigma
disminuye el nimero de tubos polinicos presentes (HERRERO Y DICKINSON, 1980), y en algun caso se
encuentra un Unico tubo polinico que crece mucho mas que los otros, pudiéndose cambiar
significativamente en este caso el valor de la media del tratamiento. La heterogeneidad en las
inflexiones de las tasas de crecimiento de los distintos tipos de polinizacién en los diferentes
genotipos hace dificil ligar este proceso a la transicidén de la nutricidén autétrofa a la heterétrofa

sufrida por los tubos polinicos durante su crecimiento (HERRERO Y DICKINSON, 1980).

Para finalizar, se ha comprobado que la consanguinidad transmitida a la descendencia,
principalmente por la variedad 'Ferralise', originada del cruzamiento de dos variedades, 'Ferraduel' y
'Ferragnés, que son hermanas completas, afecta en algunos individuos a la calidad de la
autocompatibilidad procedente de Tuono'. Esta consanguinidad se expresa en algunos casos como
la incapacidad de los tubos polinicos procedentes de la autopolinizacion de llegar con normalidad a
la base del estilo, siendo la interaccion polen-estilo la causante de la carencia de vigor en estos
tubos polinicos, que se traduce en una velocidad menor de su crecimiento e incluso su parada en el
Ultimo cuarto del estilo, mientras que el comportamiento del polen y del pistilo en otro tipo de
polinizaciones es completamente normal. La consanguinidad presente en 'Ferralise' también es la
causa presumible de la desviacion de las frecuencias gendtipicas del locus S en la descendencia
‘Tuono' x 'Ferralise', en la que la presencia de individuos autoincompatibles es mayoritaria, quizas

debido a la expresion de genes letales relacionados con el alelo Sf y que obligarian de forma
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mayoritaria a la descendencia a una fecundacion procedente de una polinizacion cruzada, como
mecanismo para ampliar la heterocigosis y producir descendencias vigorosas. Como se habia
observado también en otras descendencias de 'Tuono' que presentaban consanguinidad, los
cuajados obtenidos en individuos autocompatibles procedentes de las familias en estudio fueron
muy erraticos. Se comprobd que la morfologia floral era independiente de la obtencion de cuajados
bajos y que éstos sufren de una gran influencia ambiental. A pesar de todos estos inconvenientes,
especialmente derivados de la expresion de la consanguinidad, que afectan a la transmision y a la
calidad de la autocompatibilidad, algunos descendientes de estas familias muestran interés para
seguir su evaluacion con el fin de obtener variedades autocompatibles de almendro, sobre todo los
descendientes de 'Ferragnés', como lo atestiguan las variedades autocompatibles comerciales
'Lauranne’, 'Steliette’, 'Cambra’, 'Antofieta’ y 'Marta'. En algunos de estos individuos interesantes se
ha observado que la eficiencia en el crecimiento de los tubos polinicos propios fue similar a la de un
polen sin relacién de parentesco o a la del polen de sus antepasados, confirmando que en estos
individuos no existe una interaccion negativa entre el estilo y el polen relacionado genéticamente
que afecte al vigor de crecimiento de los tubos polinicos como se habia observado en individuos con
presencia de consanguinidad. Asi es como algunas plantas procedentes de los programas de
mejora asi como las variedades comerciales autocompatibles anteriormente citadas, caracterizadas
todas por su floracion tardia, se utilizan como parentales en lugar de "Tuono' (Soclias | COMPANY,
2002), con el fin de obtener nuevo material vegetal autocompatible, de floracion tardia, y con unas
caracteristicas de fruto similares a variedades de elevado valor comercial como 'Marcona' y
'Desmayo Largueta'. En la realizacion de estos cruzamientos se estd ampliando ademas la base
genética del material autocompatible dentro de los programas de mejora, asi como eliminando los

caracteres negativos que transmite "Tuono' a la descendencia.
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FENOTIPO DE LA AUTOCOMPATIBILIDAD DE LAS FAMILIAS

1.- La transmisién de la autocompatibilidad desde 'Tuono' a sus descendientes dependi6 del parental
autoincompatible utilizado, observandose un predominio de individuos autocompatibles en la familia
‘Tuono' x 'Ferragnes', mientras que en la familia Tuono' x 'Ferralise' el predominio fue de individuos
autoincompatibles. Asi, mientras que la autocompatibilidad de "Tuono' se transmite a todos los
descendientes de 'Ferragnés' x Tuono', se ha observado la presencia de varios individuos
agronémicamente autoincompatibles en la descendencia de 'Ferralise’ x "Tuono', posiblemente a

consecuencia del efecto de la consanguinidad.

2.- El fenotipo de la autocompatibilidad de cada individuo se puede considerar en funcién de la
proporcion de pistilos que presentan tubos polinicos en su base, asi como del nimero medio de
tubos en la base del estilo. De esta manera se puede determinar la calidad de la autocompatibilidad

para utilizarla como criterio en el proceso de seleccion.

3.- La consanguinidad que transmite 'Ferralise' a su descendencia afecta negativamente a la
proporcion de pistilos con tubos polinicos en su base y al nimero de tubos en la base, en relacién a

la calidad de la autocompatibilidad observada en los descendientes de 'Ferragnés'.

INDENTIFICACION DE LAS S-RNASAS Y SU AMPLIFICACION MOLECULAR

4.- La técnica de identificacion de alelos S mediante la separacion de las S-RNasas estilares con la
técnica NEpHGE y la amplificacion de sus fragmentos de DNA codificadores pueden suponer el
ahorro de muchos recursos en los programas de mejora, ya que es posible identificar precozmente
los individuos autoincompatibles en poblaciones segregantes de los programas de mejora, e

identificar individuos introducidos en progenies de mejora por error.

5.- Se han disefiado y probado distintos cebadores especificos para el alelo Ss, recomendando la
combinacion SsF/ConR que proporciona un fragmento de DNA amplificado de 950 pb en los
genotipos que poseen este alelo. Estos cebadores pueden ser utilizados con éxito en los programas
de mejora europeos, en los que el alelo Sz es importante por la utilizacion de parentales que poseen

este alelo en los distintos programas.
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6.- Se ha comprobado la especificidad de los cebadores SiF/SR disefiados para la identificacion del
gen de autocompatibilidad (Sy) en las familias estudiadas, con lo que es tedricamente posible
seleccionar los individuos que poseen este gen cuando la plantula comienza a tener hojas, con el

consiguiente ahorro de espacio en las parcelas de mejora.

7.- Se ha observado la concordancia entre los genotipos asignados mediante la expresion de las S-

RNasas estilares y los genotipos obtenidos en el andlisis de la PCR alelo-especifica.

8.- La presencia entre los descendientes de 'Ferralise’ de individuos de genotipo autocompatible
pero agrondmicamente autoincompatibles constata la necesidad de una evaluacién agronémica de
la autocompatibilidad presente en los individuos seleccionados mediante técnicas moleculares. La
evaluacion microscdpica del crecimiento de los tubos polinicos suministra una informacion
agronémica sobre la calidad de la autocompatibilidad, ya que se evalia la capacidad de

autofecundacion de los individuos seleccionados.

PROPORCIONES GENOTIPICAS EN LAS FAMILIAS MEDIANTE LA INDENTIFICACION DE LOS
ALELOS S

9.- Las proporciones genotipicas obtenidas en las progenies de "Tuono' como parental femenino
varian segun el parental masculino, ajustandose mas a la proporcion 1 S1S¢: 1 S3Sr en la familia
'Ferragnés' x 'Tuono' que en la 'Ferralise' x "Tuono'. El efecto de la consanguinidad presente en
'Ferralise' parece favorecer la supervivencia de los individuos autoincompatibles S1Sz sobre los
autocompatibles SrS3, quizas como mecanismo de huida de la endogamia, forzando a la

polinizacién cruzada a la descendencia obtenida.

10.- Las proporciones genotipicas obtenidas en las progenies de 'Ferragnes' y 'Ferralise' como
parental femenino con Tuono' como parental masculino se ajustan a las esperadas para los

cruzamientos semicompatibles, 1 S1S¢: 1 S3Sr.

INDIVIDUOS CON FENOTIPO NO CONCORDANTE A SU GENOTIPO

11.- La baja velocidad de crecimiento de los tubos polinicos observada en la autopolinizacién de los
descendientes de 'Ferralise’ que poseen el alelo de autocompatibilidad Sr pero que muestran un
fenotipo agronémicamente autoincompatible, puede ser una herramienta para fomentar su

polinizacién cruzada.
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12.- El buen comportamiento de los tubos polinicos de individuos no emparentados en los pistilos de
estos genotipos, en contraste con el comportamiento observado en sus autopolinizaciones o las
polinizaciones con hermanos completos del mismo genotipo S, indican que la causa principal de

este comportamiento diferencial es la expresidn de la consanguinidad.

CUAJADOS EN RAMAS EMBOLSADAS Y MORFOLOGIA FLORAL

13.- En los individuos autocompatibles estudiados se obtuvieron una elevada proporcién de
cuajados erraticos por el embolsado de ramas, como ya se habia observado anteriormente en otras
familias procedentes de "Tuono' con problemas de consanguinidad. Se comprobé que la morfologia
floral era independiente para la obtencién de estos bajos cuajados y que existe una gran influencia
ambiental, lo que pone de manifiesto la inconveniencia de esta técnica para determinar los

individuos autocompatibles en progenies de mejora.

14.- Se ha observado una gran variabilidad en la morfologia floral de estos individuos, tanto en la
posicion relativa del estilo en funcion del plano superior de las anteras, como en la longitud de los

pistilos.

EFICIENCIA DEL CRECIMIENTO DE LOS TUBOS POLINICOS EN POLINIZACIONES DE
DIFERENTE PARENTESCO

15.- Las tres polinizaciones ensayadas (autopolinizacién, cruzamiento semicompatible con un
antepasado, y cruzamiento totalmente compatible sin relaciéon de parentesco) en individuos con
interés agrondmico pertenecientes a las familias estudiadas, mostraron una longitud similar de los
tubos polinicos a las 96 horas desde la polinizacién, produciéndose la llegada de los tubos polinicos
a la base de los estilos en una amplia mayoria de los pistilos observados. Ello implica que la
presencia de autocompatibilidad genética en los genotipos estudiados proporciona a los tubos

polinicos propios la misma eficiencia en la polinizacidn que a los ajenos.

16.- Los genotipos autocompatibles descendientes de "Tuono' interesantes pueden seleccionarse
para su evaluacién posterior, posible registro de nuevas variedades y utilizacién como parentales en
nuevos cruzamientos como se han utilizado otros descendientes de "Tuono'.

17.- Estas conclusiones ponen de manifiesto la necesidad de evitar la consaguinidad en los
programas de mejora genética del almendro, peligro evidente por la utilizacién de un nimero

reducido de parentales en muchos de estos programas.
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Anejos

ANEJO |

PROTOCOLO PARA LA TECNICA ELECTROFORETICA NEPHGE VERTICAL DE RIBONUCLEASAS
ESTILARES (S-RNASAS) DE ALMENDRO

EXTRACCION DE LAS PROTEINAS ESTILARES
1. Recoger 30 estilos (Fig. I.1A) por individuo procedentes de yemas de flor en estado D, repartidos
en dos tubos Eppendorff.
2. Preparar la solucién de Triton X-100 al 10% (Cuadro I.1).
2.1. Mantener el frasco de Triton X-100 durante 20-30 minutos a 50°C.
2.2. Pipetear 1 ml de Triton X-100.
2.3. Colocar 9 ml de agua destilada en un vaso de precipitados y mantener a 40-50°C.
2.4. Verter pipeteando varias veces el Triton X-100 en el vaso de precipitados para asegurase
de que todo esta en el agua.
2.6. Disolver bien mediante agitacion.
3. Preparar el tampdn de extraccion (Cuadro 1.2).
4. Triturar los pistilos en nitrégeno liquido con ayuda del taladro con broca de plastico (Fig. [.1,B y
C).
5. Afadir 500 ul de tampdn de extraccion. El tampén debe prepararse inmediatamente antes de
cada sesion de extraccion.
7. Homogeneizar mediante la agitacion de las muestras.
8. Centrifugar a 14.500 rpm durante 1 hora y a -4° C (Fig. I.1D).
9. Guardar el sobrenadante a -80° C en nuevos tubos Eppendorff hasta su posterior utilizacién.

RN ). z " Fig.l.1 Extraccion proteica de los estilos
N (A laizquierda).
A) Pistilo y estilo.
B) Taladro y depésito de nitrogeno liquido.
C) Detalle de trituracion.
D) Ultra-centrifuga SIGMA K-3.

Cuadro 1.1 Composicién del Triton X-100 al 10%.

Triton X-100 al 10% %
1 ml de Triton X-100 10%
9 ml de H.0 destilada 90%

Cuadro I. 2 Composicion del Tampén de extraccion por
orden de adicion.

Tampén de Extraccion (50 ml) %
25 ml H20 destilada 50%
15 ml Dimetilsulfoxido (DMSO) 30%
5 g Sacarosa 10%
0.05g Metabisulfito sédico 0,1%
100 pl Pharmalyte pH 3-10 0,2%
250 pl Triton X-100 al 10% 0,5%
Completar hasta 50ml con H20 destilada 9,2%
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PREPARACION DE LOS GELES DE ACRILAMIDA
El protocolo de electroforesis esta optimizado para la utilizacion de la Protean Il (Fig. 1.2).

1. Lavado de los cristales con agua destilada y acetona.

2. Montado de las piezas y cristales que hacen de molde para el gel. (Fig. 1.3).

3. Mezcla de los componentes del gel de poliacrilamida (Cuadro 1.3).

4. Vertido inmediato de la mezcla entre los cristales del molde del gel con cuidado para no crear
burbujas de aire.

4. Introduccion de los peines antes de la solidificacion del gel.

5. Marcado de los pocillos y del gel con rotulador permanente.

6. Esperar el tiempo polimerizacion del gel: 30 minutos o hacerlo a Gltima hora de la jornada y dejar

toda la noche en frigorifico con humedad elevada.

Cuadro 1.3 Composicion de la solucién - gel acrilamida.

Solucion - Gel de Poliacrilamida (50 ml) %
25 ml H20 destilada 50%
5 g Sacarosa 10%
13,2 ml Stock Poliacrilamida (Cuadro |.4) 26,4%
2,8 ml Amfolito pH 3-10 5,6%
840 wl Amfolito pH 6.7-7.7 1,7%
260 pl Persulfato aménico 10% (Cuadro 1.5) 0,5%
100 ul TEMED 0.2%
Completar hasta 50 ml H20 destilada

Fig. I. 2 Cubeta vertical PROTEAN® || xi Cell de BIO- Cuadro 1.4 Composicion del stock de poliacrilamida.
RAD, ;:g(r; ce;%%md?d para ?505 gelets de dlmen|S|ones Stock Poliacrilamida »
x 160 x 1 mm y 15 muestras por gel. 30%T; 2,7%C (200ml) o
100 ml H20 destilada 50%
BIO'RAD -
S 58,4 g Acrilamida 29,2%
de cristples 1,6 g Metilen-bis-acrilamida 0,8%
Completar hasta 200 ml H20 destilada 20%

* Cristal Interior

Cuadro I 5 Composicidn del Persulfato aménico al 10%

Cristal exterior ~

Persulfato aménico al 10% %
1 ml de Persulfato amonico 10 %
9 ml de H20 destilada 90 %

Fig. 1.3 Montaje de las piezas para la preparacién de
un gel de poliacrilamida.
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PREPARACION DE LOS TAMPONES DE LOS ELECTRODOS

1. Preparar los tampones de los electrodos (Cuadro 1.6) y conservar en frio o hielo hasta su uso.

Cuadro 1.6 Composicién de las soluciones tampén de los electrodos

Solucién del Anodo pH~3 Solucion del Catodo  pH ~ 13.5

H20 destilada 400 ml 99,4% H20 destilada 2000 ml 99,6%

DL- &cido glutamico  2,35g 0,6% NaOH 8¢9 0,4%
0,04 M 0,1M

ELECTROFORESIS NEPHGE: CONDICIONES DE MIGRACION

1. Una vez finalizada la gelificacion en los geles, retirar los peines y montar las placas en el cuerpo
de la cubeta de electroforesis.

2. Colocar la solucion del anodo en el depdsito superior y comprobar la estanqueidad del mismo.

3. Colocar la solucion del catodo en el depésito inferior.

4. Conectar la fuente de alimentacion de la cubeta a 100 V durante 30 minutos con polaridad
invertida en nevera (Fig. 1.4), para crear un gradiente constante pH en el gel por migracion de los
anfolitos.

5. Sacar del congelador las muestras a utilizar 5-10 minutos antes de la carga.

6. Una vez acabado el pre-enfocado, cargar cada pocillo con 50 ul de extracto proteico, con ayuda
de pipeta y puntas de cargado de geles verticales.

7. Ejecutar el programa de migracién deseado, en este caso los mejores resultados se han obtenido

con la NEpHGE II. (Cuadro 1.7).
Cuadro 1.7 Condiciones de migracion NEpHGE I

Condiciones de Duracién
migracion
100V 30 min (Pre-enfocado)
150 V 1 hora
300V 1 horas
400V 3 horas
Total: 1550 V 5h

Fig.l.4 Electroforesis dentro de frigorifico.
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FIJACION Y TINCION

1. Retirar los geles del cuerpo de la cubeta.
2. Separar el gel de los cristales y marcar muescas en las esquinas de los geles con bisturi para

posterior identificacion del orden de los pocillos y el niamero del gel.

3. Incubar cada gel en 200 ml de tampén pH 5,8 (Cuadro 1.8) a 37°C durante 20 minutos.

4. Verter el Tampdn pH 5,8 e incubar cada gel con 100 ml de la solucién de RNA (Cuadro 1.9) a
37°C durante 40 minutos.

5. Verter la solucién de RNA e incubar de nuevo cada gel con 200 ml de tampén pH 5,8, a 37°C
durante 20 minutos.

6. Verter y fijar cada gel en acido acético al 7% (Cuadro 1.10) durante 3 minutos.

7. Verter y afiadir la solucién de azul de toluidina, mantener durante 90 segundos.

8. Verter la solucién de azul de toluidina.

9. Afadir agua en abundancia y dejar destefiir toda la noche.

10. Interpretacién del gel y fotografiado con cdmara digital.
Cuadro 1.8 Composicion Tampén pH 5,8

Tampén pH 5,8 (1200 ml) Cuadro 111 Lista de reactivos utilizados para la
1000 ml de Hz0 destilada 83,3% NEpHGE
93849 de Acetato sédico 082%  0,1M . Lista de reactivos utilizados
8,88 g de Cloruro potasico 0,74% 0,1M - -
Comgletar con Hzg destilada hasta 1200 ml 15 14‘:& DMSO (dimethyl sulphoxide) PANREAC 131954 (1000 m)
Ajustar pH a 5.8 con &cido acético glacial ’ Sacarosa PANREAG 131621 (1000 g)
Sodio Disulfito PANREAC 131698 (500 g)
Triton X-100 SIGMA 119F0733 (100 ml)
. - Acrilamida BIO-RAD 666568 (500 g)
Cuadro 1.9 Composicién solucion de RNA Methylenebisacrylamide BIO-RAD 666598 (50 g)
— Pharmalyte pH 3-10 AMERSHAM 17-0456-01 (25ml)
Solucién de RNA_(400 mi) Pharmalyte pH 6.7-7.7 AMERSHAM 17-0566-01 (25ml)
400 ml de Tampon pH 5,8 Ammonium persulphate SIGMA 20K0224 (100 ml)
0,8 gde RNA TEMED BIO-RAD 663068 (50 ml)
DL- 4cido glutamico SIGMA G-1126 (1000 g)
Sodio Acetato Anhidro PANREAC 141633 (500 g)
Cuadro 1.10 Composicién de azul de toluidina. Potasio Cloruro _ PANREAC 131494 (500 g)
Ribonucleic acid from Torula Utilis ~ FLUKA 83850 (25 g)
Solucién de azul toluidina (400 ml) Azul de Toluidina O SIGMA T-3260 (25 g)
Acido Acético glacial PANREAC 131008 (1000 g)

400 ml de H20 destilada
2 ml de &cido acético glacial
0,4 g de azul de toluidina
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ANeJo Il
PROTOCOLO PARA LA APLICACION DE TECNICA PCR EN LA AMPLIFICACION DE LOS ALELOS
DE INCOMPATIBILIDAD Y AUTOCOMPATIBILIDAD

EXTRACCION DEL DNA GENOMICO

EXTRACCION EN TUBOS DE 45 ML.

1.- Verter 12 ml del tampdn de extraccion en tubos estériles de 45 ml.

2.- Poner los tubos en bafio Maria a 65 °C.

3.- Una vez el tampon esta a 65°C, triturar en mortero 3g de tejido joven fresco, con ayuda de
nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino.

4.- Antes de que se produzca la descongelacidn del tejido pulverizado, verter en el tubo con el
tampon de extraccién.

5.- Invertir 30 veces suavemente el tubo para perfecto mezclado del tampdn de extraccién con el
tejido vegetal.

6.-Incubar en bafio Maria las muestras a 65°C durante 20 minutos (agitar suavemente de vez en
cuando).

7.- Sacar los tubos del bafio y dejar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

8.- Afiadir 10 ml de cloroformo : isoamil alcohol (24:1) a cada tubo (en campana).

9.- Mezclar suavemente invirtiendo el tubo 20 — 30 veces (en campana).

10.- Equilibrar los tubos con cloroformo: isoamil alcohol para una correcta centrifugacion (en
campana).

11.- Centrifugar durante 10 minutos a 10.000 rpm a 4°C.

12.- Transferir la fase superior a un tubo estéril de 45 ml (en campana).

13.- Afadir 5 ml de cloroformo : isoamil alcohol (24:1) (en campana). Repetir pasos 10 a 12.

14.- Precipitar el DNA afiadiendo 10 ml de isopropanol (2-propanol) a temperatura de -20°C.

15.- Agitar suavemente y mantener el DNA en isopropanol (2-propanol) durante 10 minutos.

16.- Eliminar el isopropanol (2-propanol) y afiadir 10 ml de la solucién de lavado, agitar suavemente.
17.- Cambiar la solucién de lavado después de una hora a temperatura ambiente (se puede dejar
este punto a 4°C hasta el dia siguiente).

18.- Eliminar la solucion de lavado.

19.- Secado del DNA a temperatura ambiente hasta que toda la solucion de lavado se evapore.

20.- Resuspension del DNA afiadiendo 800 pl de TE
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21.- Disolucion del DNA a temperatura ambiente al menos 1 h, 0 més si existen impurezas en el
DNA, agitando muy suavemente de vez en cuando manteniendo a 4 °C (se puede dejar este punto
hasta el dia siguiente).

22.- Transferencia del DNA a un tubo de micro-centrifuga de 1,5 ml y centrifugado a 12.000 rpm
durante 5 minutos.

23.- Si no se observan visualmente impurezas en el fondo del tubo, no es necesario traspasar el
sobrenadante a nuevos tubos de 1,5 ml. EI DNA se puede guardar a 4°C (0 a —20°C para largo

plazo).

EXTRACCION EN TUBOS DE 1,5 ML

1.- Poner un frasco con 50 ml de tampdn de extraccion en bafio Maria a 65 °C.

2.- Cortar dos discos de material vegetal fresco sin nervaduras cerrando el tubo de 1,5 ml.

3.- Ultracongelar la muestra con nitrégeno liquido y triturar con ayuda de un taladro con broca de
plastico.

4.- Antes de que se produzca la descongelacion del tejido pulverizado, afiadir 400 pl de tampon de
extraccion.

5.- Invertir 30 veces suavemente el tubo para un perfecto mezclado del tampén de extraccién con el
tejido vegetal.

6.-Incubar en bafio Maria las muestras a 65°C durante 20 minutos (agitar suavemente de vez en
cuando).

7.- Sacar los tubos del bafio y dejar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

8.- Afiadir de 400 pl de cloroformo : isoamil alcohol? (24:1) a cada tubo (en campana).

9.- Mezclar suavemente invirtiendo el tubo 20 — 30 veces (en campana).

10.- Centrifugar durante 10 minutos a 10.000 rpm a 4°C.

11.- Transferir la fase superior a un tubo estéril de 1,5 ml. Repetir pasos 8, 9, 10y 11.

12.- Precipitar el DNA afiadiendo 400 pl de isopropanol (2-propanol) a temperatura de -20°C.

13.- Agitar suavemente y mantener el DNA en isopropanol (2-propanol) durante10 minutos.

14.- Centrifugar a 8.000 rpm durante 5 minutos.

15.- Eliminar el isopropanol (2-propanol) y afiadir 400 pl de la solucién de lavado® y agitar
suavemente.

16.- Cambiar la solucién de lavado después de una hora a temperatura ambiente (se puede dejar
este punto a 4°C hasta el dia siguiente).

17 .- Eliminar la solucién de lavado.
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18.- Secado del DNA a temperatura ambiente hasta que toda la solucion de lavado se evapore.

19.- Resuspension del DNA afadiendo 200 ul de TE?.

20.- Disolucion del DNA a temperatura ambiente al menos 1 h, 0 mas si existen impurezas en el
DNA, agitando muy suavemente de vez en cuando manteniendo a 4 °C (se puede dejar este punto
hasta el dia siguiente).

21.- Transferencia del DNA a un tubo estéril de 1.5 ml y centrifugado a 12.000 rpm durante 5
minutos.

22.- Si no se observan visualmente impurezas en el fondo del tubo, no es necesario traspasar el
sobrenadante a nuevos tubos de 1,5 ml. DNA que se puede guardar a 4°C (0 a —20°C para largo

plazo).

SOLUCIONES PARA LA EXTRACCION:

SOLUCION BASE (Se puede guardar a temperatura ambiente)

1.- Verter 800 ml de agua destilada. Cuadro II.1. Solucién base para el tampdn de extraccion.
o Solucién | 1litro | Concentracion
2.- Afadir productos (Cuadro I1.1). base
. Tris Base 6.06 g 50 mM
3.- Ajustar el pH a 9.5 con Na OH. NaCl 20919 700 mM
4.- Ajustar el volumen final a 990 ml. EDTA 3729 10 mM
SDS 10.00g 1%

5.- Pasar por autoclave.

TAMPON DE EXTRACCION (Preparar justo antes de triturar el material vegetal)

1.- Incubar la solucién base durante 10 0 15 minutos a 60°C para disolver bien el SDS.

2.- Separar la cantidad estimada para la sesion de extraccion en frasco con tapdn de rosca.
3.- Ahadir el 2% de B-mercaptoetanol y el 5% de polivinilpolipirrolidona (PVPP)

4 - Agitar bien.

Cuadro Il. 2. Solucion del tampdn extraccion de DNA.

Solucion Concentracion 0,1 litros
Solucién base 93 % 93 ml
B-mercaptoetanol 2% 2ml
PVPP 5% 5qr.
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CLOROFORMO — ISOAMIL ALCOHOL ( 24 : 1) (Cuadro 11.3)
Guardar en oscuridad a temperatura ambiente. Trabajar siempre en campana de extraccion.

1.- En bote cristal con tapon de rosca verter
Cuadro I1.3. Solucién de Cloroformo-Isoamil Alcohol.

192 ml de cloroformo. Solucién Concentracion 0,2 litros
2.- Afiadir 8 ml de Isoamil Alconol. Cloroformo R 192
Isoamil 4% 8 ml
3.- Agitar. Alcohol

4.- Cubrir con papel de aluminio el bote para

que no penetre la luz.

SOLUCION DE LAVADO DE DNA (Guardar en oscuridad a temperatura ambiente)
Preparacion de la solucién de Acetato aménico 5 M (Cuadro 11.4)

1.- En matraz aforado de 100 ml se afiaden
Cuadro Il. 4. Solucion de Acetato aménico 5 M

50 ml de H20 millipore. Ac. aménico 5M | Concentracion | 0,1 litros
_ ARadi A H20 millipore 50 % 50 ml
2.- Afadir 38,505 g de acetato amonico. Acelato AMOG 1] 38505
3.- Disolver con agitacion y rellenar hasta H20 millipore =114% Resto
volumen con H20 millipore.
Preparacion de solucion de lavado (Cuadro 11.5)
1.- Verter en matraz aforado de 500 ml, 400
ml de etanol del 95%. Cuadro I1.5. Solucién de lavado
o . Solucién de lavado | Concentracién | 0,5 litros
2.- Afiadir 1 ml de acetato aménico 5M. Etanol 95% 76% 400 ml
. Acetato aménico 5 M 10 mM 1 ml
3.- Agitar y rellenar hasta volumen con H.O H20 millpore =239 Resto

millipore.

TE PH 8.0 (Guardar a temperatura ambiente, pasar por autoclave después de prepararlo en

alicuotas de 200 ml) (Cuadro I1.6)

1.- Verter 800 ml de agua destilada en 7.- Pasar por autoclave en alicuotas de 200
matraz aforado de 1.000 ml. ml.

2.- Afadir 1,21g de Tris Base
Cuadro I.6. Preparacién de solucion TE

3.- Afadir 0,37 g de EDTA. TE Concentracién 11
D : Py H20 millipore 80 % 800 ml
4.- Disolver mediante agitacion. Tris Base 0mM 1219
5.- Ajustar pH a 8,0 con HCI. EDTA 1 mM 0379
H20 millipore =28,42 % Resto

6.- Rellenar hasta volumen con H20 millipore.
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CUANTIFICACION DEL DNA GENOMICO EXTRAIDO

El objetivo de la cuantificacion del DNA extraido del material vegetal es la preparacién de unas
soluciones de DNA, llamadas de trabajo, de concentracion conocida, con el fin de incluir en la
reaccion de PCR una cantidad conocida aproximada de DNA.

Para las extracciones realizadas se utilizé el espectrofotémetro de rango ultravioleta Gene Quant |l
de Pharmacia Biotech.

En primer lugar se deben preparar 70 pl de solucion del DNA extraido con un factor de dilucion de
35. Para ello se afiaden 68 ul de TE y 2ul de DNA extraido en tubos de 0,5 ml. Se introduce la
muestra en la cubeta Ultrospec de 70ul y se coloca en el portacubetas del aparato.

El aparato proporciona la cantidad de DNA de la extraccion en ug/ml al relacionar esta cantidad con
la radiacion ultravioleta que absorbe la disolucion, de manera que una absorbancia a 260 nm igual a
1,0 corresponde con 50 ug de DNA de cadena doble por ml de disolucién. Anteriormente se ha
dado al aparato como referencia la absorbancia de 70pl de TE.

También el aparato da una idea de la pureza del DNA extraido, de manera que el DNA puro tiene
una relacion entre las absorbancias medidas a 260 y 280 nm aproximadamente de 1,8.

Se consideran las lecturas fiables cuando las absorbancias oscilan entre 0,1y 2,5.

DiLuciON DEL DNA GENOMICO EXTRAIDO

Una vez conocida la concentracion de cada extraccion, se calcula el volumen necesario para
obtener una concentracion de 10 ug/ml empleando la ecuacién:

Volumen inicial x Concentracion inicial = Volumen Final x Concentracion final

Ejemplo: Se quiere crear una solucion de trabajo de DNA de 200 pl con una concentracion de 10
pg/ml, partiendo de una extraccion de DNA de 450 pg/ml:

Volumen inicial x 450 ug/ml = 0,2 ml x 10 pg/ml

Volumen inicial = (0,2 ml x 10 pg/ml)/ 450 pg/ml =0,0044 ml = 4,4 nl

De manera que se deben afiadir 4,4 ul de la extraccién inicial de DNA a 195,6 ul de TE pH 8, para
conseguir una solucion de trabajo de 10 ug/ml.

Las soluciones de trabajo se deben guardar a una temperatura de -20°C.
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SESION PCR

1.- Agitar muy bien los tubos de SOLUCION DE
TRABAJO DE DNA obtenidos por dilucion del
DNA gendmico total y centrifugarlas por unos
segundos. Asi se evita que el DNA se

encuentre en la zona de evaporacion-

7.- Realizar el programa PCR en el
termociclador (Fig. 11.1)
8.- Conservar las reacciones PCR realizadas

a -20°C hasta su electroforesis.

condensacion.
2.- Preparar tubos estériles de 0,2 ml para las Cuadro II. 7. Creacion del PCR-MIX
. pl por
muestras de PCR en una gradilla. PCR-MIX muestra
H20 millipore estéril 8,05
3.- Preparar el PCR-MIX (Cuadro 11.7) Tampén 10 x de PCR 250
4- Preparar un Eppendorf de 1,5 ml que dNTPs 125
P PP ’ g MgClz 1,00
contenga el total de mezcla (excepto el DNA) Cebador 1 (Forward) 2,00
] Cebador 2 (Reverse) 2,00
necesario para todas las muestras. Taq DNA polimerasa 0,20
) Volumen SubTOTAL 17,00
5- Repartir 17 ul de PCR-MIX en cada tubo Solucion de trabajo de DNA 8,00
de 0,2 ml. Volumen total 25 1l
6- Afiadir 8 pl de solucion de trabajo de DNA
en cada tubo y mezclar bien con la
micropipeta.
7Desnaturalizaci6n Amplificacion Renaturalizacion
N Inicial Final
— 4 minutos a 94°C 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 57°C, 2 minutos a 72°C | 10 minutos a 72°C, 4°C
94 °C |
72°C|
57°C |
4°C
T T T
0 10 20 160 170 180 min

Fig. 1.1 Programa realizado en el termociclador.
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CREACION DE LA SOLUCION MEZCLA DE TRABAJO DE DNTPS
Para la reaccion PCR se utilizd una mezcla de dNTPs (2-desoxinucledsido 5' trifosfato) con una
concentracién final de 2mM, de manera que para cada reaccion de PCR de un volumen de 25 pl se
afiaden 1,25 ul de la solucién para alcanzar una concentracion de 0.1 mM dNTP.
Se partié de un conjunto de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a una concentracion de 100mM de
la casa Invitrogen.
Para crear la solucién se aplicé la formula anterior de:
Volumen inicial x Concentracion inicial = Volumen Final x Concentracién final
de manera que para crear una solucion final de 250 pl con concentracion 2 mM de dNTPs;

Volumen inicial x 100 mM = 250ul x 2mM
Volumen inicial = (250l x 2mM)/ 100mM =5 pl de cada dNTP

Por consiguiente se afiade: dATP — 5ul
dCTP — 5yl
dGTP— 5l
dTTP—  5pl
H.0 — 230pl

RECONSTITUCION DE LOS CEBADORES Y CREACION DE LA SOLUCION DE TRABAJO
Los cebadores se reciben liofilizados en cantidades en torno a 300 ug. La etiqueta muestra la

secuencia de bases y los datos del solicitante. Para su uso se deben reconstituir con la cantidad de
TE pH 8 determinada, que se calcula en funcion del peso molecular del cebabor para conseguir
normalmente una concentracion 100uM. A partir de ésta, se creard la solucion de trabajo, en
nuestro caso 2,6 mM. Ambas se conservaran a -20 °C.

Ejemplo de reconstitucion con el cebador CONF (CHANNUNTAPITAT ET AL., 2001) recibido de
Invitrogen:

Peso molecular: 6419

Peso del liofilizado: 206,62 pg = 207 pg

1M — 6419 g/1000 ml TE

106 uM — 6419x10 € ug / 1000 ml TE

100 M — 641900 pg / 1000 ml TE

207 ug/ XmlTE
X =0,322 ml = 322 pl TE pH=8 a afiadir en el tubo del cebador para conseguir una
concentracion 100 uM

Una vez reconstituido el cebador CONF con una concentracion 100 pM, se ha de crear una
Solucion de trabajo CONF de 500 ul con una concentracién 2,6 uM:

Volumen inicial x100 uM =500 pl x 2,6 uM; Volumen inicial = 13 pl

500 ul Solucién de trabajo CONF = 13 pl cebador CONF 100 uM + 487 pl agua

Para cada reaccién PCR de 25 ul se utilizaron 2ul de cada cebador con una concentracion 2,6 mM,

de manera que la concentracién de cada cebador en cada reaccién PCR es 0,2 mM.
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TAQ DNA POLIMERASA (Invitrogen)

Es recomendable adquirir la Tag DNA polimerasa junto con la solucién 25 mM de MgClz vy el
Tampon 10X para la PCR. Se conserva bien a -20C y no se diluye. Como se utiliza 1 unidad por
reaccion de PCR, se afiadiran 0.2ul de Taq al PCR-Mix ya que se adquiere a una concentracién de

5 ud/pl. Como se adquieren 500 unidades implica que hay 100pl.

SoLucION 25mM pe MgCl;
Se recibe conjuntamente con el Tampon 10X y la Taq Polimerasa, con un volumen total de 1,5 ml
de solucion 25mM de MgClp. Se conserva a -20C y durante su manejo se utiliza hielo para

conservar su temperatura.

TAMPON 10X PARA PCR
Composicion: 1,5 ml de solucién 200 mM de Tris-HCI (pH 8,3) y 500 mM de KCI. Se recibe ya listo
para tomar la cantidad deseada. Se conserva a -20C y durante su manejo se utiliza hielo para

conservar su temperatura.

ELECTROFORESIS DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION DE LA PCR

Mediante la electroforesis se pueden observar las amplificaciones del DNA de cada muestra.

CREACION DEL GEL HORIZONTAL DE AGAROSA.

1.- Preparar el tampon TAE 50X como solucién base y crear el volumen suficiente de la dilucion
TAE 1X para crear el gel y tampon de electroforesis.

2.- Pesar la agarosa en funcién de la concentracion deseada en el gel y el tamafio de la cubeta de
electroforesis. Para una cubeta de 300 ml de volumen y un gel con un 2% de agarosa, utilizados en
este trabajo, se pesan 6 g de agarosa por gel.

3.- Disolver la agarosa en 300 ml de tampdn TAE1X.

4.- Sellar con cinta adhesiva el molde del gel.

5.- Calentar hasta ebullicion la solucién de agarosa (unos 3 minutos en el microondas).

6.- Dejar enfriar la agarosa en agitacion hasta 60-65 °C con hielo antes de verterla en la placa.

7.- Verter la agarosa en el molde del gel de la cubeta de electroforesis, colocar los peines y dejar
enfriar a temperatura ambiente hasta su solidificacion (10-15 minutos).

8.- Quitar la cinta adhesiva y colocar el molde con el gel dentro de la cubeta de electroforesis.

9.- Cubrir el gel con el tampén TAE1X y quitar los peines.
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CARGADO DE LAS MUESTRAS EN EL GEL HORIZONTAL DE AGAROSA

1.- Descongelar las reacciones PCR.

2.- Agitar y centrifugar durante unos segundos a 4.000 rpm.

3.- Ordenar las reacciones de PCR en funcién del orden que van a tener en el gel, para evitar
confusiones.

4.- Preparar en tubos de 0,5 ml las muestras para correr en el gel, a base 5 pl de solucion de azul
de bromofenol + 10 pl de la reaccion PCR.

5.- Preparar la escalera con 5 pl de azul de bromofenol + 5 pl de escalera 123pb para cada pocillo
que se quiera poner como escalera de referencia del peso molecular.

6.- Cargar con una micropipeta de 20 ul los pocillos del gel de agarosa con los 15 ul de muestra por

pocillo y en los extremos los 10 pl de la escalera, evitando burbujas al pipetear las muestras.

ELECTROFORESIS Y TINCION

1.- Conectar la cubeta a la fuente de alimentacion a 150 V durante unas 2-2,5 horas.
2.- Tefir el gel con bromuro de etidio (3-5 ppm) durante unos 15 minutos en agitacion.
3.- Aclarar con agua destilada durante 15 minutos en agitacion.

4.- Observar los resultados y captar la imagen en el transiluminador Gel Doc de Bio-Rad.

TAMPON CONCENTRADO TAE (TRIS ACETATO) 50X Y TAE 1X

1.- Crear la disolucion de EDTA 0,5 M a pH 8 (hay que calentar para que se produzca la disolucién
del EDTA, antes de ajustar el pH) (Cuadro 11.8).

2.- Preparar la solucion del tampén concentrado TAE 50X. (Cuadro 11.9)

3.- Crear la solucién tampon TAE 1X, afiadiendo a 980 ml de agua bidestilada 20 ml de tampén
concentrado TAE 50X.

Cuadro I1.8 Solucién EDTA 0,5M Cuadro I1.9 Tampon concentrado TAE 50X

Na:EDTA 0,5M Concentracion 11 TAE 50X Concentracion 11
H20 millipore 80 % 800 ml H20 millipore 50 % 500 ml
EDTA 05M 186,13 g Tris base 2M 2429
NaOH 0,1N Ajustar a pH 8 Ac Acético ™ 57,1 ml
H20 millipore Resto Na:EDTA 0,5M 0,06 M 100 ml
H20 millipore =10,9% Resto

ESCALERA DE DNA DE 123PB (Invitrogen)

No se diluye, se conserva a -20C hasta 1 afio. Sirve para relacionar el tamafio de los fragmentos de

DNA amplificados con los tamafios de los fragmentos que tienen la escalera.
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SOLUCION DE AZUL DE BROMOFENOL

Para 50 ml de solucién:

1.- Verter 20 ml de agua destilada en un vaso de precipitados de 100 ml.
2.- Afiadir 20 g de sacarosa.

3.- Afiadir 0,125 g de azul de bromofenol.

4 - Agitar durante 5 minutos para perfecta disolucion.

5.- Afiadir agua destilada hasta un volumen de 50 ml.

6.- Afiadir gotas de KOH 0,5N hasta que cambie de color amarillento a azul.

BROMURO DE ETIDIO
Afadir a 1 litro de agua 100 pl de solucién comercial con concentracién inicial de 10 mg/ml, de

manera que la concentracién final sea de 1pgr/ml.

Cuadro 1110 Lista de productos utilizados para la utilizacién de la PCR.

PRODUCTO CASA CANTIDAD N°CATALOGO
Trizma Base SIGMA 1000 g T6066
NaCl SIGMA 500 g S3014
EDTA SIGMA 500 g E5134
SDsS SIGMA 250 g L4390
NaOH SIGMA 500 g S8045
B—mercaptoetanol SIGMA 100 ml M3148
PVPP SIGMA 100 g P5288
Cloroformo SIGMA 3000 ml C2432
Isoamil alcohol SIGMA 500 ml 19392
Etanol 95% SIGMA 1gal E7148
Acetato Amoénico SIGMA 100 g A1542
Azul de bromofenol SIGMA 5¢g B5525
Bromuro de etidio SIGMA 5ml E1385
Acido acético glacial SIGMA 500 ml A6283
Acido bérico SIGMA 500 g B6768
Isopropanol (2-propanol) SIGMA 500 ml 19516
Taq DNA polimerasa GIBCO BRL 500 UND 18038-067
dNTP Set GIBCO BRL 4 x25pl 10297-018
Agarosa GIBCO BRL 500 g 15510-027
123bp DNA Ladder GIBCO BRL 250 pl 15613-029
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Fig. 1.2 Identificacién de genotipos S mediante la amplificacion de fragmentos de DNA procedentes de los genes S.

A) Hojas jovenes de almendro para la extraccion de DNA.

B) Soluciones y material estéril para la extraccion de DNA.

C) Proceso de extraccion, después de la centrifugacion del material incubado y mezclado con cloroformo-isoamil
alcohol. La fase superior se separara y mezclara con isopropanol (2-propanol) para obtener la precipitacion de DNA.

D) Cuantificacion de la extraccion de DNA mediante el espectrofotémetro ultravioleta Gene Quant Il.

E) Termociclador GenAmp PCR System 9700 PE Applied Biosystems.

F) Electroforesis en geles de agarosa de las reacciones PCR.

G) Digitalizacion de resultados mediante el GenDoc 2000.
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ANeJo I
FENOTIPO OBSERVADO Y GENOTIPO S DE LOS INDIVIDUOS DE LAS FAMILIAS ESTUDIADAS

Cuadro Ill.1 Fenotipo y genotipo S en la progenie de 'Tuono' (S1Sy) x 'Ferragnés' (S1S3).

Individuo M-1-78 | M-1-79 | M-1-80 | M-1-81 | M-1-82 | M-1-83 | M-1-84 | M-1-85 | M-1-86 | M-1-87
Fenotipo Microscopia AC AC Al AC Al Al Al DUD. AC AC
Genotipo | S-RNasas St S3 St S3 S183 St S3 S1S3 S183 St S3 St S3

S PCR St S3 St S3 S183 St S3 S183 S183 S183 S183 St S3 St S3
Individuo M-1-88 | M-1-89 | M-1-90 | M-1-91 | M-1-92 | M-1-93 | M-1-94 | M-1-95 | M-1-96 | M-1-97
Fenotipo Microscopia Al AC AC AC AC AC AC AC AC
Genotipo | S-RNasas S183 183 St Ss3 St S3 St S3 St Ss3 St Ss3 St Ss3 St S3
S PCR S1S3 S183 S S3 St S3 St S3 St S3 St S3 St S3 St S3 S S3
Individuo M-198 | M-1-99 | M-2-1 | M-22 | M-2-3 | M-2-4 | M-25 | M-2-6 | M-2-7 | M-2-8
Fenotipo Microscopia AC AC AC Al Al Al Al Al Al
Genotipo | S-RNasas St S3 S¢ S3 St S3 S183 S183 S183 S183 S183 S183
S PCR St S3 S S3 St S3 St S3 S183 S183 S183 S183 S183 S183
Individuo M-2-9 | M-2-10 | M-2111 | M-2-12 | M-2-13 | M-2-14 | M-2-15
| Fenotipo Microscopia AC AC AC AC Al Al
Genotipo | S-RNasas S S3 St S3 S S3 SrS3 S183 S183
S PCR St S3 St S3 St S3 St S3 S1S3 S183

Cuadro III.2 Fenotipo y genotipo S en la progenie de 'Ferragnés' (S1S3) x 'Tuono' (S1Sy).

Individuo M-2-16 | M-2-17 | M-2-18 | M-2-19 | M-2-20 | M-2-21 | M-2-22 | M-2-23 | M-2-24 | M-2-25
Fenotipo Microscopia AC AC AC AC AC AC AC AC AC AC
Genotipo | S-RNasas S18¢ S18¢ S3S¢ S18¢ S18¢ S18¢ S3S¢ S18¢ S3S¢ S1S¢

S PCR S15¢ S1S¢ S3S¢ S15¢ S1S¢ S1S¢ S3S¢ S1S¢ S3S¢ S1S5¢
Individuo M-2-26 | M-2-27 | M-2:28 | M-2-29 | M-2-30 | M-2-31 | M-2:32 | M-2-33 | M-2-34 | NI-2:35
Fenotipo Microscopia AC AC AC AC AC AC AC AC
Genotipo | S-RNasas S18¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S18¢ S18¢ S3Sf S3S¢
S PCR S15¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S1S¢ S1S¢ S1S¢ S3S¢ S3S¢ S1S¢
Individuo M-2-36 | M-2-37 | M-2-38 | M-2-39 | M-2-40 | M-2-41 | M-2-42 | M-2-43 | M-2-44 | M-2-45
Fenotipo Microscopia AC AC AC AC AC DUD.
Genotipo | S-RNasas S1S¢ S1S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S1S¢
S PCR S1S¢ S1S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S3Sf S3S¢ S15¢
Individuo M-2-46 | M-2-47 | M-2-48 | M-2-49 | M-2-50 | M-2-51 | M-2-52 | M-2-53 | M-2-54
Fenotipo Microscopia AC AC AC AC AC
Genotipo | S-RNasas S1S¢ S1S¢ S1S¢ S1S¢ S1S¢ S1S¢ S1S¢
S PCR S3S¢ S1S¢ S15¢ S3S¢ S1S¢ S1S¢ S15¢ S1S¢ S1S¢

Cuadro IIl.3 Fenotipo y genotipo S en la progenie de 'Tuono' (S1S) x 'Ferralise' (S1S3).

Individuo M-2-55 | M-2-56 | M-2-57 | M-2-58 | M-2-59 | M-2-60 | M-2-61 | M-2-62 | M-2-63 | M-2-64
Fenotipo Microscopia Al Al Al Al Al Al Al AC Al
Genotipo | S-RNasas S183 S1S3 St S3 S1S3 S1S3 St S3 S183 St S3 S1S3

S PCR S1S3 S183 St S3 S1S3 S1S3 St S3 S1S3 St S3 S1S3
Individuo M-2-65 | M-2-66 | M-2-67 | M-2-68 | M-2-69 M-2-70 | M-2-71 | M-2-72 | M-2-73 | M-2-74
Fenotipo Microscopia AC Al Al Al Al Al Al Al AC Al
Genotipo | S-RNasas St S3 S1S3 S183 S183 1S3 St Ss3 S$183 S183 S183 S183
S PCR St S3 S183 S1S3 S1S3 S1S3 St S3 S1S3 S1S3 S1S3
Individuo M-2-75 | M-2-6
Fenotipo Microscopia AC Al
Genotipo |  S-RNasas S¢ Ss S183
S PCR St S3
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Cuadro lIl.4 Fenotipo y genotipo S en la progenie de 'Ferralise' (S1Ss3) x "Tuono' (S1Sy).
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Individuo L-2-72 | L-2-73 | L-2-74 | L-2-75 | L-2-76 | L-2-77 | L-2-78 | L-2-79 | L-2-80 | L-2-81
Fenotipo Microscopia AC AC AC DUD. AC Al AC Al DUD. AC
Genotipo | S-RNasas S18 | S3St | S1S | S1S¢ S18r | S3S | S3St | S1S | S3S¢

S PCR S3S¢ S1S¢ S3S¢ S1S¢ S3S¢ S3S¢ S1¢ S3S¢
Individuo L-2-82 | L-2-83 | L-2-84 | L-2-85 | L-2-86 | L-2-87 | L-2-88 | L-2-89 | L-2-90 | L-2-91
| Fenotipo Microscopia AC AC AC AC DUD. DUD. AC AC
Genotipo | S-RNasas S18¢ S18¢ S3Sr S18¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S18¢ S3S¢
S PCR S1S¢ S15¢ S3S¢ S1S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S1S¢ S3S¢
Individuo L-2-92 | L-2-93 | L-2-94 | L-2-95 | L-2-96 | L-2-97 | L-2-98 | L-2-99 | L-31 L-3-2
Fenotipo Microscopia AC AC AC AC AC DUD. AC AC AC AC
Genotipo | S-RNasas S1S¢ S38¢ S1S¢ S1S¢ S3S¢ S38¢ S3Sf S38¢ S1S¢ S15¢
S PCR S18¢ S3S¢ S18¢ S18¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S18¢ S18¢
Individuo L-3-3 L-3-4 L-3-5 L-3-6 L-3-7 L-3-8 L-3-9 | L3410 | L-3-11 | L-3-12
Fenotipo Microscopia AC AC AC AC AC AC AC AC AC DUD.
Genotipo | S-RNasas S1S¢ S1S¢ S1S¢ S3S¢ S1S¢ S1S¢ S3S¢ S1S¢ S1S¢ S3S¢
S PCR S18¢ S18¢ S1S¢ S3S¢ S18¢ S18¢ S3S¢ S18¢ S18¢ S3S¢
Individuo L-3-13 | L-3-14 | L-315 | L-3-16 | L-3-17 | L-3-18 | L-3-19 | L-3-20 | L-3-21 | L-3-22
Fenotipo Microscopia Al DUD. DUD. AC AC Al AC AC AC AC
Genotipo | S-RNasas S3 S? S18¢ S18f S3S¢ S18¢ S3S¢ S18¢ S3S¢ S18¢
S PCR S3 S18¢ S18¢ S3S¢ S18¢ S3S¢ S18¢ S3S¢ S18¢
Individuo L-3-23 | L-3-24 | L-3-25 | L-3-26 | L-3-27 | L-3-28 | L-3-29 | L-3-30 | L-3-31 | L-3-32
Fenotipo Microscopia AC AC AC Al AC AC AC AC Al
Genotipo | S-RNasas S3S¢ S18¢ S3S¢ S18¢ S18¢ S18¢ S3S¢ S18¢ S18¢ S3S¢
S PCR S3S¢ S15¢ S3S¢ S1S¢ S1S5¢ S15¢ S3S¢ S1S5¢ S1S¢ S3S¢
Individuo L-3-33 | L-3-34 | L-3-35 | L-3-36 | L-3-37 | L-3-38 | L-3-39 | L-3-40 | L-3-41 | L-3-42
Fenotipo Microscopia AC AC AC AC AC AC AC Al AC AC
Genotipo | S-RNasas S18¢ S3S¢ S3S¢ S18¢ S18¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢
S PCR S18¢ S3S¢ S3S¢ S18¢ S18¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢
Individuo L-3-43 | L-3-44 | L-345 | L-3-46 | L-3-47 | L-3-48 | L-3-49 | L-3-50 | L-3-51 | L-3-52
Fenotipo Microscopia AC AC DUD. AC Al AC AC AC AC AC
Genotipo | S-RNasas S18¢ S18¢ S18¢ S18¢ S18¢ S3S¢ S3S¢ S18¢ S18¢ S38¢
S PCR S18¢ S18¢ S1S¢ S18¢ S18¢ S3S¢ S3S¢ S18¢ S18¢ S3S¢
Individuo L-3-53 | L-3-54 | L-3-55 | L-3.56 | L-3.57 | L-:3-58 | L-3-59 | L-3-60 | L-3-61 | L-3-62
Fenotipo Microscopia AC AC AC Al AC AC DUD. AC AC AC
Genotipo | S-RNasas S18¢ S18¢ S18¢ S3S¢ S3S¢ S18¢ S38¢ S3S¢ S3S¢ S38¢
S PCR S18¢ S18¢ S1S¢ S3S¢ S3S¢ S1S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢ S3S¢
Individuo L-3-63
Fenotipo Microscopia AC
Genotipo | S-RNasas S3S¢
S PCR S3S¢
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Cuadro IV.1 Andlisis de varianza del crecimiento de los tubos polinicos para cada dia de muestreo.

ANEJO IV

INFORMACION ADICIONAL AL APARTADO 8

Porcion del estilo recorrida por los tubos

Longitud de los tubos polinicos

Dia 1 (24h.) GL S.C. Varianza F N.S. S.C. Varianza F N.S.
Individuo 8 891,1 113 12,1 e 20,082 2,510 521 -
Polinizacion 2 2101 105,0 14 e 7,290 3,645 7,57 e
Individuo x Polinizacién 16 658,6 411 44 e 31,728 1,983 4,12 e
Error 189 1740,0 92 91,056 0,481
Total 215 3500,0 150,156
Dia 2 (48h.) G.L S.C. Varianza F N.S. S.C. Varianza F N.S.
Individuo 8 1345,0 168,1 6,5 e 62,900 7,862 6,27 e
2 | Polinizacién 2 163,0 815 31 * 14,483 7,241 5,77 *
5. | Individuo x Polinizacién 16 1823,4 13,9 44 e 95,107 5944 474 e
§ Error 189 4828,3 255 237,121 1,254 I
s | Total 215 8159,9 409,613 &
3 Dia 3 (72h.) G.L S.C. Varianza F N.S. S.C. Varianza F N.S. K
3 | Individuo 8 5260,6 657,5 97 e 91,204 11,400 722 e *
Z | Polinizacion 2 1874,9 9374 13,8 e 106,088 53,044 33,60 e £
= | Individuo x Polinizacién 16 2211,0 141,9 21 e 82,082 5,130 325 e :\é-
Error 189 12766,0 67,5 298,370 1,578 =
Total 215 22172,8 577,745 K
Dia 4 (96h.) G.L S.C. Varianza F N.S. S.C. Varianza F N.S. -
Individuo 8 6529,5 816,1 29,2 e 164,805 20,600  26.02 e B
Polinizacién 2 4673 2336 83 e 1,135 0,567 0,72 ns. 2"'
Individuo x Polinizacién 16 32911 205,6 73 i 62,205 3,887 4,19 e =
Error 189 5278,5 279 149,651 0,791 .
Total 215 15566,6 377,799 S
Dia 1 (24h.) G.L S.C. Varianza F N.S. S.C. Varianza F N.S. %
Individuo 4 3434 85,8 10,30 e 10,153 2,538 6,44 e %
Polinizacién 2 130,6 65,3 7,84 e 2,458 1,229 3,12 * =
Individuo x Polinizacion 8 2350 293 3,53 b 14,055 1,756 4,46 e 2
Error 105 8751 83 41,398 0,394 .
Total 119 1584,3 68,065 a
Dia 2 (48h.) G.L S.C. Varianza F N.S. S.C. Varianza F N.S.
& | Individuo 4 4773 19,3 6,30 e 24,208 6,052 4,93 e 5
% | Polinizacién 2 14,9 74 0,39 ns. 0,774 0,387 0,32 ns. 8
S | Individuo x Polinizacién 8 1159,7 1449 765 e 67,408 8,426 6,86 - =
% Error 105 1988,4 18,9 128,951 1,228 >
> | Total 119 36404 221,343
S Dia 3 (72h.) G.L S.C. Varianza F N.S. S.C. Varianza F N.S. -
% | Individuo 4 1799,2 4498 8,92 e 7,185 1,79 1,62 ns. 'S
S | Polinizacién 2 6138 306,9 6,09 i 47,918 23,959 21,60 i 3
2Z | Individuo x Polinizacién 8 1535,7 191,9 3,81 e 70,566 8,820 7,95 e g
= | Error 105 5295,2 50,4 116,482 1,109 j2
Total 119 92439 242,152 =
Dia 4 (96h.) G.L S.C. Varianza F N.S. S.C. Varianza F N.S. =
Individuo 4 4818,3 12045 31,19 e 12,842 3,210 3,54 b n
Polinizacion 2 1027,4 5137 1330 e 4,468 2,284 2,52 n.s. ‘é’
Individuo x Polinizacion 8 25216 315,2 8,16 e 47,053 5,881 6,49 e -
Error 105 4054,6 38,6 S
Total 19 | 124221 =
Dia 1 (24h.) G.L SC.  Varianza F N.S. S.C. _ Varianza F N.S. 3
Individuo 3 504,4 1681 16,33 e 9,917 3,305 5,59 h 3
Polinizacién 2 106,8 534 519 * 5,993 2,996 5,07 * g
Individuo x Polinizacion 6 396,3 66,0 6,42 e 16,511 2,751 4,66 = 3
Error 84 864,8 10,29 49,657 0,591 c")
Total 95 1872,4 82,080 &
Dia 2 (48h.) G.L S.C. Varianza F N.S. S.C. Varianza F N.S. 9
3 Individuo 3 8284 276,1 8,17 e 28,031 9,343 7,26 o E
& | Polinizacién 2 269,3 134,6 398 * 22,423 11,211 8,71 e =
2 | Individuo x Polinizacién 6 542,6 90,4 2,67 * 18,985 3,164 2,46 * b
g Error 84 2839,8 338 108,170 1,287 -§
S | Total 95 4480,2 177,609 <:_rl‘>
3 Dia 3 (72h.) GL S.C. Varianza F N.S. S.C. Varianza F N.S. i
% | Individuo 3 3010,3 10034 11,28 e 64,092 21,364 9,87 x [
3 | Polinizacién 2 14476 7238 8,14 e 60,470 30,235 13,96 e
-% Individuo x Polinizacion 6 548,8 914 1,03 n.s. 9,216 1,536 0,71 ns.
= | Error 84 7470,8 88,9 181,887 2,165
Total 95 12477,7 315,666
Dia 4 (96h.) GL S.C. Varianza F N.S. S.C. Varianza F N.S.
Individuo 3 149,3 49,7 342 * 58,154 19,384 29,85 e
Polinizacion 2 85,2 42,6 2,63 ns. 2,041 1,020 1,57 n.s.
Individuo x Polinizacién 6 124,0 20,6 1,42 ns. 9,677 1,612 2,48 *
Error 84 1223,9 14,5 54,552 0,649
Total 95 1582,5 124,426
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Fig. IV.1 Evolucién del crecimiento de los tubos polinicos en el conjunto de los tipos de polinizacién segtn el genotipo S
de los individuos (separacién de medias mediante el test de Duncan o =0,05).
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Porcion del estilo atravesada por los tubos polinicos (%)

AP
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=
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Dia 2 (48h)
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Fig. IV.2 Evolucion de la porcion del estilo atravesada (%) por los tubos polinicos en los individuos en los diferentes

tipos de polinizacion (separacion de medias mediante el test de Duncan o =0,05)
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|
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Dia 1 (24h) Dia 2 (48h) Dia 3 (72h) Dia 4 (96h)

Fig. IV.3 Evolucion de la longitud de los tubos polinicos (mm) en los individuos en los diferentes tipos de polinizacion
(separacion de medias mediante el test de Duncan a =0,05)
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L-3-22 Porcién del estilo atravesada por los tubos polinicos (%) Longitud de los tubos polinicos (mm.
® x 'Marcona' _ x 'Cristomorto’ N.S ® x 'Marcona' x 'Cristomorto’ N.S.
24h 3250a 29,37a 23,73b * 433a 373b 330¢c b
48h 67,07 a 58,73 b 4583 ¢ b 812a 753a 514b e
72h 88,89a 83,00a 62,16 b b 1191a 10,73a 7,34b e
96 h 100,00 a 100,00 a 94,47b bl 12,64 a 13,06 a 11,05b e

100 Forcion del estilo atravesada por los fubos polinicos (%)

g _Longitud de los tubos polinicos {mm.)

g ”
B0 4
12 4 /.
70
60 10
50 8l
40 -
64
30 | //-l/
2 Gl
104 / @ -m-x'Marcons® —4—x'Cristemorto’ 27 / ® -mx'Marcons’ == ‘Cristomorto’ |
ow” . . 0w ‘
oh 24 h 48h 72h g6h oh 24 h 48 h 72 h agh
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
L-3-63 Porcion del estilo atravesada por los tubos polinicos (%) Longitud de los tubos polinicos (mm)
® x 'Marcona' x AT N.S. ® x 'Marcona' x'Al N.S.
24h 2497 b 29,14 a 23,67b b 3,53 ab 411a 3,12b *
48h 58,67 a 56,37 a 4512b b 8,11a 7,74a 6,26 b o
72h 7717 a 7591a 65,43 b > 10,90 a 10,53 ab 9,30b *
96 h 100,00 96,50 98,58 n.s. 13,58 12,93 13,35 n.s.
100 Porcion del estilo atravesada por los tubos polinicos (%) 4 1 Lengitud de los tubos polinices (mm.)
90 | /// i -
a1 ; =]
/'// 12 4 /
70 4 r
604 10 +
50 8+
40 6
30 4
Al
20 4
10 @& -m-xMarcona® ——x'AT 24 @ - xMarcons' —4—x'AT |
0 0 - - 2 - i
ah 24h 48h 72h ogh  0h 24h 48 h 72 h gsh
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
M-1-86 Porcion del estilo atravesada por los tubos polinicos (%) Longitud de los tubos polinicos (mm)
® x 'Marcona' x'Al N.S. ® x 'Marcona' x'Al N.S.
24h 38,57a 28,50 b 3540a b 505a 3,88b 451ab b
48h 67,14 66,44 67,99 n.s. 8,38 8,54 8,58 n.s.
72h 91,19 93,20 84,59 n.s. 12,06 11,93 9,81 n.s.
96 h 100,00 100,00 100,00 n.v. 13,06 13,10 12,70 n.s.
100 Porcion del estilo atravesada por los tubos polinicos (%) i i ,L°“,9"“dd° los tubos po\mim!mm_]
a 14
80 |
12 +
70 +
60 10 +
50 | // 8
48 o
2 7 N ——
10 / @ - xMarcons’ —d—x AT 2 / s @ e Marcona’ A x AT |-
0 o - ) =
ah 24h 48h 72h 96h oh 24h 48 h 72 h ggh

Tiempo (horas)

Tiempo (horas)

Fig.IV.4 Evolucion del crecimiento de los tubos polinicos en los individuos 'L-3-22', 'L-3-63'y 'M-1-86'
(separacion de medias mediante el test de Duncan o =0,05)
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M-2-01 Porcion del estilo atravesada por los tubos polinicos (%) Longitud de los tubos polinicos (mm)
® x 'Marcona' X 'AT N.S. ® x 'Marcona' x ‘A" N.S.
24h 2450 b 3290a 23,10b > 3,58 b 479a 331b *
48h 56,91 66,06 58,43 n.s. 8,27 ab 9,33a 712b *
72h 87,23 82,85 79,87 n.s. 1317 a 11,62 b 11,01 b i
96 h 100,00 98,78 100,00 n.s. 1491a 13,87b 14,40 ab b
100 Percion del estilo atravesada por los tubos polinicos (%) 16 Longitud de los tubos pelinicos (mm.)
90 14+ /
80 -
12
70 | :
50 // 10 )///'
50 - 8 1
4 6
30
a0 A ,
10 - @ W-xMarcons’ —x'AT ’ / o © -WxMarcons’ 4 xAT |-
Q= ! [} 5 5 L
72h 96h oh 24 h 48 h 72 h ogt
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
M-2-02 Porcién del estilo atravesada por los tubos polinicos (%) Longitud de los tubos polinicos (mm)
® x 'Marcona' XAV N.S. ® x 'Marcona’ X AT N.S.
24h 36,74 a 3361a 28,44 b b 451a 3,97 ab 3,63b *
48h 66,45 a 59,96 a 49,73 b b 791 7,16 6,66 n.s.
72h 90,06 a 88,74 a 72,66 b > 10,29 10,5 8,84 n.s.
96 h 100,00 100,00 100,00 n.v. 11,74 12,14 12,84 n.s.
100 Percion del estilo atravesada por los tubos polinicos (%) . Longitud de los tubos polinicos (mm.)
90
14
80
. 12
10 +
g
5 4
@ -m-xWarcona' —a—x'AT 2 / @ -m-x'Marcons’ —a—x'AT
0 x
oh 4h agh 7z gh  oh z4h ag & 7z hi g6h
Tiempe (horas) Tiempo (horas)
M-2-16 Porcidn del estilo atravesada por los tubos polinicos (%) Longitud de los tubos polinicos (mm)
® x'Marcona’  x 'Cristomorto’ N.S. ® x'Marcona'  x'Cristomorto' N.S.
24h 33,16 b 39,07 a 3480b * 410b 514a 442b *
48h 56,92 62,35 67,72 ns. 7,49 8,00 8,99 n.s.
72h 8549 a 86,05 a 75,84 b * 10,65a 11,14 a 9,39b *
96 h 100,00 100,00 100,00 nv. 11,84 12,42 12,27 n.s.
Porcion del estilo atravesada por los tubos polinicos (%) Longitud de los tubos polinicos (mm.)
100 —— 1
" /// !
80
12
70 |
&4 10 4
50 8
40 6
so +
4
104 @ -m-x'Marcona’ —k—x‘Cristomorto’ | 2 / B S-xMucam vk Crileniarty:
LR o g
48h 72h ggh oh 24 h 48N 72 h 96h
Tiempe (horas) Tiempo (horas)

Fig.IV.5 Evolucion del crecimiento de los tubos polinicos en los individuos 'M-2-01', 'M-2-02' y 'M-2-16'
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M-2-21 Porcién del estilo atravesada por los tubos polinicos (%) Longitud de los tubos polinicos (mm)
® x'Marcona'  x 'Cristomorto’  N.S. ® x 'Marcona’  x 'Cristomorto’ N.S.
24h 32,57 ab 36,55 a 28,08 b e 412 4,42 3,68 n.s.
48h 60,13a 52,72¢ 56,43 b e 773a 69b 757 a bl
72h 79,97 78,79 78,16 n.s 10,49 9,94 9,91 n.s.
96 h 87,23b 95,55 a 100,00 a b 11,26 b 11,76 b 12,56 a b
100 Porcion del estilo atravesada por los fubos polinicos (%) 16 Longitud de los tubos polinicos (mm.)
90 - 14 -
80 -
12 4
70 -
ol 10 -
50 L
40 - 5
30 -
4+
20 +
10 + @  —m-xWarcona' —k—x'Cristomorte’ | 2+ @ -m-x'Marcona' ——x 'Cristomorto’ | |
o ; - 0w . d : |
oh 24 h 48h 72h a6h oh 24 h 48 h 72 h ggh
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
M-2-26 Porcion del estilo atravesada por los tubos polinicos (%) Longitud de los tubos polinicos (mm)
® x 'Marcona'  x 'Cristomorto’ N.S. ® x'Marcona’  x 'Cristomorto’ N.S.
24h 24,97 30,62 29,88 n.s. 332b 4,00 ab 429a *
48h 4784 c 54,94 b 61,39a e 597b 722a 7,65a b
72h 74,39 ab 69,58 b 77,87 a * 10,07 9,62 10,26 n.s.
96 h 79,00 b 89,80 a 9572a b 10,01 b 11,782 12,17 a b

100 Poreion del estilo atravesada por los tubos polinicos (%)

_Long itud de los tubos polinices (mm.)

16
a0
80 -
70 -
60 -
50 4
40
30 "
20 {
10 -~ © -#-xWarcons' ——x'Cristomerte’ | 21 @ -m-x'Marcons’ ——x Cristomorto’ | |
0 E | o : : |
oh 24 h 48h 72h 98h oh 24 h 48 h 72 h 96h
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
M-2-36 Porcion del estilo atravesada por los tubos polinicos (%) Longitud de los tubos polinicos (mm)
® x'Marcona'  x 'Cristomorto’ N.S. ® x'Marcona’  x 'Cristomorto’ N.S.
24h 3]1835) 32,26 31,11 n.s. 412a 367b 3,52b =
48h 66,20 62,40 60,20 n.s. 7,99 7,51 7,05 n.s.
72h 87,90 85,33 85,36 n.s. 116a 10,11b 10,12b
96 h 97,75 98,68 100,00 n.s. 12,41 10,22 11,65 n.s.
100 Porcion del estilo afravesada por los tubes polinices (%) / 16 Longitud de los fubos polinices {mm.)
Ll 14
80 -
12+
70
&5 10 -
50 4 B+
A0 - 6
30 -
4+
20 "
10 + @ -m-xMWarcona' —a—x'Cristomorto’ | Pl @ -@-x'Marcona’ & x'Cristomorto’ ||
(] T T 0 T
oh 24 h 48h 72h a6h oh 24 h 48 h 72 h 96h

Tiempo (horas)

Tiempo (horas)

Fig.IV.6 Evolucion del crecimiento de los tubos polinicos en los individuos 'M-2-21', 'M-2-26' y 'M-2-36'
(separacion de medias mediante el test de Duncan a =0,05)
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Cuadro IV.2 Velocidad media de los tubos polinicos en cada individuo para cada intervalo y tipo de polinizacién (mm/h).

Autopolinizacién x 'Marcona'
Tiempo Tiempo
De 0a24 [De 24 a48|De 48 a72|De 72 a 96 | Promedio De0a24 |De24a48|Ded8a72|De72a96 | Promedio
horas horas horas horas | individuo horas horas horas horas individuo
Individuo Individuo
L-3-22 0,180b | 0,157 ab | 0,138 bed | 0,030 be 0,126 L-3-22 0,155¢ | 0,158abc 0,133 0,114 ab 0,140
L-3-63 0,146¢cd | 0,190a | 0,116¢cd | 0,111a 0,141 L-3-63 0,171bc | 0,151 abc 0,116 0,096 a 0,134

M-1-86 0,210a | 0,138bc | 0,153bc | 0,041bc | 0,136 M-1-86 0,161bc | 0,194a 0,141 0,048d 0,136
M-2-01 0,149cd | 0,195a | 0,203a | 0,072ab | 0,155 M-2-01 0,199ab | 0,189a 0,095 0,103 ab 0,147
M-2-02 | 0,188ab | 0,141bc | 0,099d | 0,060 b 0,122 M-2-02 0,165bc | 0,133 bc 0,139 0,068 cd 0,126
M-2-16 | 0,170bc | 0,141bc | 0,131bcd | 0,049b 0,123 M-2-16 0214a | 0,119bc 0,130 0,053 cd 0,129
M-2-21 0,171bc | 0,150b | 0,114cd | 0,032bc | 0,117 M-2-21 0,184abc | 0,102¢ 0,126 | 0,075abed | 0,122
M-2-26 0,138d | 0,110c | 0,170ab | -0,002¢ | 0,104 M-2-26 0,166 bc | 0,134 bc 0,099 | 0,089abc | 0,122
M-2-36 | 0,71bc | 0,160ab | 0,450 bc | 0,033bc | 0,129 M-2-36 0,153¢ | 0,159 ab 0,108 0,056 cd 0,119

Promedio Promedio
por dia 0,169 0,154 0,142 0,047 0,128 por dia 0,174 0,149 0,121 0,078 0,130
x 'Cristomorto’ x AT
Tiempo Tiempo
De 0a24 [De 24 a48|De 48 a72|De72a 96| Promedio De0a24 |De24a48|De48a72|De72a96 | Promedio
horas horas horas horas | individuo horas horas horas horas individuo
Individuo Individuo

L-3-22 0,137b | 0,076¢c | 0,091a | 0,155a 0,115 L-3-63 0,130 b 0,130 0,126ab | 0,168a 0,139
M-2-16 0,184a | 0,190a | 0,017b | 0,120b 0,128 M-1-86 0,188 a 0,169 0,051b 0,120 b 0,132
M-2-21 0,153b | 0,162ab | 0,097a | 0,110b 0,131 M-2-01 0,138 b 0,158 0,161a | 0,141ab 0,150
M-2-26 0178a | 0,140b | 0,108a | 0,079c 0,126 M-2-02 0,151b 0,126 0,089ab | 0,166a 0,133
M-2-36 0,146b | 0,147ab | 0,128a | 0,063 ¢ 0,121

Promedio ACICLY
0160 | 0143 | 0088 | 0105 | 0,124 por dia

por dia 0,152 0,146 0,107 0,149 0,138

Velocidad media (mm/h)
0,160

0,140 -

0,120+ &

0,100

0,080

0,060+

0,040

'M-2-02' 'M-2-36' 'M-2-21' 'M-2-16' 'L-3-22' 'M-2-26' 'M-1-86' 'L3-63' 'M-2-01'
19 121 127 129 129 130 130 138 145 mm
Longitud del pistilo (mm)

0,020

[ Autopolinizacion [l x ‘Marcona’ [] x ‘Cristomorto’ ] x ‘A" [ Mediatotal

Fig. IV.7 Relacion entre la velocidad media de crecimiento de los tubos polinicos y la longitud del pistilo en los
individuos.
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Velocidad media (mm/h)

0,35

0,047+0,008 Longitud pistilo

Velocidad

R2= 0,151

0,3 1
0,25

16

15

14

13

12

"

10

Longitud del pistilo (mm)

Fig. IV.8 Relacién entre la velocidad media de crecimiento de los tubos polinicos y la longitud del pistilo.
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