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Resumen

"el' objeto de estudiar 1a posibilidades de hibridacin dentro del género Prunus L.
‘una serie de cruzamientos entre distintas especies de este género. Con ello se
nden establecer las relaciones de compatibilidad y las relaciones genéticas entre estas
con el fin de conocer los cruzamientos que se podrfan plantear con mayor facilidad
tener'pan'ones frutales hibridos, los cuales, al reunir las buenas caracteristicas que se
itran’ __5d13persos entre los distintos parentales, serian capaces de resolver una serie de
de adaptacién a suelos diversos que plantea el cuitivo de los frutales de hueso, Para
an-utilizado clones de especies que actualmente se utilizan como patronics o estdn en
dé’selecc’ién, asi como especies que podrfan aportar algin cardcter interesante desde
de vista de 1a mejora genética para los patrones frutales.

Se ‘realizaron polinizaciones tanto en laboratorio como en campo de una serie de
wﬁtos, tanto intraespecificos como interespecificos, para establecer el nivel al cual se
mﬁhifestar la incompatibilidad en cada caso. El estudio se realizé en cuatro fases, con
determinar los procesos en los que se establecen las barreras a la hibxidacién, ya sea
de la fecundacién (barreras prezigéticas) o por el contrario después de la fecundacion
¢ ras 'postzigdticas).

I.a primera fase fue la observacién con microscopia de fluorescencia del crecimiento
t_l__i_bos polinicos en cruzamientos realizados en laboratorio a dos temperaturas controladas
220 C. Se estableci6 1a velocidad de crecimiento y la distancia recorrida por los tubos
s hasta la base del estilo tanto en los cruzamientos intraespecificos como en los

A segunda fase fue el estudio mediante técnicas de histoquimica del proceso detallado
ecundacion para determinar el dia en que ésta tiene lugar. Este estudio se limit a cuatro
éhms, dos intraespecificos y dos interespecificos, en los que se establecié el
imiento del tubo polinico en los tejidos del ovario y la entrada de éstos en el vulo,
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haciendo referencia al tiempo aproximado en que tiene lugar la fecundacion porque s¢ haya
observado la entrada del tubo polinico en la nucela, ¢ por el contrario, por constatar la

incompatibilidad de la polinizacién al observar su detencién a nivel del ovario.

Debido a los bajos niveles de cuajado que se obtienen habitualmente en los cruzamientos
interespecificos, se hizo un ensayo de cultivo de 6vulos "in vitro™, con €l objeto de recuperar
en el subsiguiente subcuitivo del embrién aislado un mayor niimero de embriones hibridos.
Para ello se estudi el estado del évulo en el momento en que se realizé el cultivo "in vitro"
y se determiné el porcentaje de fecundacidn en todos los cruzamientos mediante la técrica del
aclareo de 6vulos que permite una observacion més rdpida y de un nimero de muestras mayor
a las que se pueden realizar mediante las técnicas de histoquimica. También se establecid ¢l
porcentaje de degeneracion de los Gvulos al observarse depdsitos de callosa en la calaza, lo que
indica el inicio de la degeneracién del vulo, para poder evaluar los resultados obtenidos en el
cultivo "in vitro”. Sélo se pudo recuperar un porcentaje muy pequefio de embriones cultivados
"in vitro” en un cruzamiento inuaespecfﬁco, poniéndose de manifiesto 1a variabilidad en la
respuesta al cultivo "in vitro” segyn el tipo de cruzamiento. En la mayoria de los cruzamientos
se observd la formacién de callo, tanto en los cruzamientos en los que se habia producido la
fecundacién del 6vulo como en los que no se tuvo evidencia de la presencia de endospermo ni

embrién como prueba de la fecundacion.

Por ltimo en los cruzamientos realizados en campo se estableci6 el nivel de cuajado en
los cruzamientos que resultaron compatibles y los niveles de caida de frutos en las flores

polinizadas y no polinizadas para ver las diferencias debidas a la polinizaci6n.

Con estos resultados se ha establecido la compatibilidad en los cruzamientos |

intraespecificos, asi como en algunas hibridaciones, incluso en algunas de especies de
diferentes subgéneros. Las condiciones ambientaies y el estado de la planta madre son
determinantes para el éxito de los cruzamientos. El cultivo in vitro" para la recuperacién de
embriones hibridos requiere la profundizacion de los requisitos especificos para cada tipo de
planta madre.

SUMMARY




Summary

A series of crosses among different species of the genus Prunus L. was planned to study
the possibilities of hybridization inside this genus. The objective was to establish the
compatibility and genetic relations among these species in order to know which crosses could be
more easily made to obtain new fruit hybrid rootstocks, which, gathering in one clone the good
traits dispersed among different parents, would be able to solve some of the soil adaptation
problems of stone fruits. This has induced the inclusion as parents of several clones used as
rootstocks or being selected at present, as well as other species which could contribute with some
useful traits in a rootstock breeding program.

Both intra and interspecific pollinations in the field and in the laboratory were made to
 establish the level at which incompatibility could be evinced in each case. The study was made
at four stages to follow the steps at which the hybridization barriers could act, either before
; fertilization (pre-zygotic barriers) or after fertilization (post-zygotic barriers).

The first stage was the study of pollen tube growth in laboratory crosses at two constant
temperatures of 12° C and 22°C. The observations by fluorescent microscopy allowed to
establish the rate of pollen tube growth and the extent of style traversed by pollen tubes until
their arrival at the style base.

The second stage was the study of the detailed process of fertilization by histochemical
techniques to establish the day when fertilization occurs. This study was limited to four crosses,
two intraspecific and two interspecific, where pollen tube growth in the ovary and its entry into
the ovule was followed. The time of fertilization was determined by the entrance of the pollen
tubes into the nucellus or incompatibility was assessed when the polien tubes stopped in the

ovary,

"In vitro™ ovuie culture was assayed to recover a higher number of hybrid embryos due
to the low level of fruit set usually obtained in interspecific crosses. The state of the ovule at the
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right moment of its "in vitro™ culture was determined. The percentage of fertilization was
assessed in all crosses by the ovule clearing technique, which allows a quicker observation of
a higher number of samples than with the histochemical techniques. The percentage of ovule
degeneration was established by the observation of callosc deposits at the chalaza end, as an
indication of this degeneration, in order to evaluate the results of "in vitro" culture. A low
percentage of embryos was recovered from “in vitro" culture in a single intraspecific cross,
showing the high variability of responses to "in vitro" culture according to the type of cross.
Callus formation was observed in most crosses, both in those where fertilization was assessed

and in those where neither endosperm nor embryo was observed.

Fruit set was measured in the field for compatible crosses. The different patterns of fruit
drop were observed both in pollinated and unpollinated flowers to establish the differences due
to pollination.

These results allows to establish the compatibility of the intraspecific crosses as well as
of some hybridizations, including one between species from different subgenera. The
environmental conditions and the plant status are of paramount importance to be successful in
the crosses. "In vitro" culture to rescue hybrid embryos requite more deepening of the specific
requirements for each type of mother plant.

INTRODUCCION GENERAL




Introduccién

INTRODUCCION GENERAL.

'I. PATRONES FRUTALES

EI 4rbol frutal consta generalmente de dos partes, el patrén y la variedad, cumpliendo
‘una de ellas un papel crucial en Ia produccién frutal. Sin embargo, estas dos partes reciben
atencién diferente, siendo la variedad la parte mds conocida, especialmente a través del
consumo de sus frutos, que la caracterizan. El pairén es el soporte material de la variedad y le

finistra los nutrientes del suelo, pero no transciende de los limites de la plantacién frutal,

qhe en ella cumple una funcidn basica. .

La propagacion de los drboles frutales, y en concreto de los patrones, se realiza de dos
formas diferentes. Una forma es la sexual, por medio de la siembra de semillas, de fa cual
':""'van los patrones denominados francos, y la otra es la via asexual o vegetativa, mediante ¢l
aﬁhizamienbo de las partes vegetativas de la planta, como son trozos de ramas, rafces, efc.
isten diversos procedimientos para lograr partes enraizadas de una planta: estaquillas, acodos,
.. A los patrones Iasi obtenidos, cuando son procedentes de una sola planta inicial, se les

omina patrones clonales.

_ El uso de patrones en el cultivo frutal viene obligado por la dificultad de enraizamiento
de la mayorfa de las variedades, por lo que para su muitiplicacion vegetativa clonal se requiere

¢1-_'inje1to sobre otro pie. El injerto se hizo imprescindible para mantener las buenas variedades,

'sya:" que rdpidamente los agricultores de hace mds de 2000 afios se dieron cuenta de que las
buenas caracterfsticas de una variedad no se conservaban en las plantas que nacfan de la
__S_lembra de sus semillas. Asi se empezd por injertar los drboles de semilla que presentaban
E'c__llg'tma deficiencia con varetas de drboles vecinos satisfactorios. Posteriormente se generalizd
injerto para mantener de forma comercial estos genotipos destacados. Asf Columela en el
glo I de nuestra era describe ya varios tipos de injerto.

El uso de los patrones francos ha sido el tradicional en la fruticultura pues son en general

5



Introduccion general

mds baratos y mds ficiles de obtener. Por otra parte no todas las especies permiten una
propagacion vegetativa asequible. Sin embargo, varios factores se han aunado para favorecer el
uso de patrones clonales frente a los francos en casi todas las especies, como son el excesivo
vigor inducido en general por los francos, el avance en las técnicas de propagacion, y la falta
dg homogeneidad de los francos. Ello hace que cada vez se utilicen m4s los patrones clonales.

Dentro de los patrones clonales estd surgiendo un grupo de especial interés, como es el
de los hibridos, fundamentalmente en el campo de los frutales de hueso. Muy conocido en este
grupo es el de los hibridos almendro x melocotonero, que llevan ya bastantes afios de uso
satisfactorio y en superficies importantes tanto para el aimendro como para el melocotonero.

Los frutales de hueso forman parte del género Prunus L. Con la diversidad de las
especies que constituyen los frutales de hueso, este género probablemente representa e} conjunto
mds importante de la fruticultura. La capacidad de cruzamiento de todas ellas es todavia poco
conocido, pero se tienen ya algunas experiencias en determinados cruzamientos, tanto
espontineos como artificiales, de los que se han obtenido descendencias que estdn ya siendo
utilizadas como patranes.

Introduccidn general
'L1. DISTRIBUCION DE PATRONES.

De los 20,5 millones de hectdreas que Espafia dedica a los distintos cultivos, algo més
de 270.000 Has. se destinan a especies lefiosas productoras de fruta dulce (PUERTA, 1984), de
las cuales 101,092 corresponden a especies de hueso, lo que supone un 37,3 % de toda la
produccién de fruta dulce. Entre los frutos secos, aproximadamente unas 615.000 Has. estdn
destinadas al cultivo del almendro, lo que supone un 3.04% del total destinado a los distintos
cultivos (M.A.P.A. 1989).

PATRONES DE MELOCOTONERO Has. %

Francos de melocotonero 34.985 62.3
Pollizos y otros ciruelos 13.800 24.6
Francos de almendro . 4.100 7.3
Hibridos almendro x melocotonero 2.380 42
Sin identificar y otros 910 1.6
TOTAL 56.175 100.0

FUENTE: CARRERA (1987).

PATRONES DE ALBARICOQUERO Has. %

Francos de albaricoquero 8.345 53.6
Ciruelos 6.300 40.5
Francos de almendro 677 4.4
Sin identificar y otros 237 1.5

TOTAL 15.559" 100.0
FUENTE: PUERTA (1934). -

* En el momento actual esta superficie es de unas 22.100 Has. (FELIPE, 1991)
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PATRONES DE CIRUELO Has. %
Mirobolan 5.462 41.8
Pollizos 3.140 24.0
Francos de aimendro 2.950 22.6
Francos de albaricoquero 430 3.3
Otros ciruelos 728 5.6
Sin identificar y otros 351 2.7
TOTAL 13.061" 100.0
FUENTE: PUERTA (1984). -

* En el momento actuai esta superficie es de unas 19.500 Has, (FELIPE, 1991)

PATRONES DE CEREZO Has. %
Reboldo 7.470 47.8
Prunus mahaleb 6.551 41.9
Prunus avium 1.074 6.9
Otros 347 3.4
TOTAL 15.642 100.0
FUENTE: PUERTA (1934).
PATRONES DE ALMENDRO Has. %
Francos de almendro 623.000 99.68
Hibridos almendro x melocotonero 1.000 0.16
Otros y sin identificar 1.000 0.16
TOTAL 625.000 100.0

FUENTE: FELIPE, Comunicacion personal.

Introduccién general
1.2, SISTEMATICA. GENERO PRUNUS L.

El género Prunus L., forma parte de la subfamilia Prunoidea de la Familia Rosaceae.

Este género comprende 77 especies, agrupadas en 5 subgéneros (REHDER, 1940). El mimero
cromosémico base es x=8 y la ploidia dentro del género varia de 2x a 22x. Los 5 subgéneros
son:

-PRUNOPHORA Focke

-CERASUS Pers.

-AMYGDALUS (L.) Focke

-PADUS (Moench) Koehne

-LAURQCERASUS Koehne

El subgénero PRUNOPHORA Koehne se divide a su vez en 3 secciones:
-Euprunus Koehne (13 spp.)
-Prunocerasus Koehne (15 spp.)
-Armeniaca (Lam.) Koch (5 spp.)

El subgénero CERASUS Pers. incluye 7 secciones:
-Eucerasus Koehne (3 spp.)
-Pseudocerasus Koehne (14 spp.)
-Microcerasus Webb (6 spp.)
-Lobopetalum Koehne (2 spp.)
-Mahaleb Focke (4 spp.)
-PhyHomahaleb Koehne (2 spp.)
-Phyllocerasus Keehne (1 spp.)

El subgénero AMYGDALUS (L.) Focke comprende 2 secciones:
-Enamygdalus Schneid (15 spp.)
-Chamaeamygdalus Focke (2 spp)
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Los subgéneros PADUS y LAUROCERASUS no tienen secciones y contienen especies
m4s alejadas del conjunto de los frutales de hueso.

P. cerasifera: miroboldn

P. avium: cerezo

P. mahaleb: cerezo Santa Lucia
P, cerasus: guindo

1.2.1. ESPECIES CULTIVADAS: P. persica: melocotonero
Las 10 especies que se cultivan para aprovechamiento de sus frutos, y por tanto las mds Dentro de los patrones francos se pueden distinguir los pracedentes de mezcla de semillas

extendidas y conocidas son: de distinta procedencia, en general de la industria conservera, y los procedentes de variedades

-especialmente obtenidas y cultivadas para la obtencién de semillas: INRA GF-305, Rubira,
. domestica L. (ciruelo europeo) Lovell, Higama, Montclar, Siberian-C,
. insititia L. (pollizos, Damas y San Julidn)
. cerasifera Ehrh. (ciruelo miroboldn)

. salicing Lindl. (ciruelo japonés)

Patrones clonales:
P. avium: F-12/1, Pontaris, Pontaleb.
P. mahaleb: INRA-S.L. 64
P. cerasus: F-350, *Stockton Morello’, Masto de Montafiana, Viadimir.

americana Marsh. (ciruelo americano)
armeniaca L. (albaricoquero)

P. canescens: Camil

P. dawyckensis: Damil

- P. domestica: Brompton, INRA-GF-43 _

P. insititia: San Julidn-A, INRA.S.J.-635-2, Pixy, Pollizos de Murcia
(Monpol, Montizo, Puebla de Soto-101-AD)

P. cerasifera: Mirobolan-B-E.M. Mirobolan 29-C.

persica (L.) Batsch (melocotonero)
amygdalus Batsch (almendro)

avium L. {(cerezo)

oI T e e e - I - I B - B

cerasus L. (guindo).

L.2.2. ESPECIES PATRON:
Hibrides francos:
Dentro de este género son muchas las especies utilizadas como patrones. Consideraremos P. davidiana x P. persica: Nemaguard
Nemaguard x P. persica: Nemared

INRA San Julidn n® 1 yn®2

primero los patrones francos de todas las especies cultivadas, a continuacién los patrones
clonales y por tltimo los hibridos interespectficos, tanto francos como clonales.

Hibridos clonales:
P. incisa x P. serrulata: "Inmil’
P. qvium x P. mahaleb: "MaxMa’, *OCR’
P. fruticosa x P. cerasus: *Oppenheim’

Patrones francos:
P. armeniaca. albaricoquero
P. amygdalus: almendro
P. domestica: cituelo

10 i1




P. aviwm x P. pseudocerasus: *'Colt’ II. INCOMPATIBILIDAD EN ANGIOSPERMAS.
P, domestica x P. spinosa: Damas-1869

P. cerasifera x P. salicing: Mirobolan GF-31

P. cerasifera x P, munsoniana: Mariana-GF-8-1, Mariana-2624.

P. amygdalus x P, persica: INRA-GF-557, INRA-GE- 677, Adafuel,
Hansen-2,168, Hansen-536.

P. cerasifera x P. persica:Yumir,Myran.

II.1. AUTOINCOMPATIBILIDAD.

Muchas especies de Angiospermas no son capaces de producir semilla cuando son
autopoiinizadas mientras que sf las producen después de una polinizacién cruzada. Esto no se
debe a ningiin tipo de esterilidad masculina o femenina, sino simplemente a que el polen y el
évulo no se encuentran en la combinacion adecuada (LEWIS, 1949b). SCOTT (1865) y EAST
(1929) (citado por ARASU, 1968) ya hicieron referencia a este fenémeno, y llamaron al fracaso
del polen en penetrar en el tejido estilar femenino, "autoesterilidad’ o ’esterilidad’. El término
*autoincompatibilidad’ fue propuesto por STOUT (1917) y aunque EAST (1929) considerd este
iltimo término mas apropiado continud haciendo referencia en sus publicaciones al término
"autoesterilidad’ (ARASU, 1968). La ‘autoincompatibilidad’ puede ser definida como 1Ia
incapacidad de una planta que produce gametos funcionales para producir semilla cuando es
autopolinizada (BREWBAKER, 1957). KOLREUTER (1764) fue el descubridor de la
autoincompatibilidad en plantas en sus estudios con Verbascum pheoniceum (citado por ARASU,
1968). DARWIN (1876), estudi¢é la autoincompatibilidad en 5 especies,'_ sefialando que la
incompatibilidad es un mecanismo favorecedor de la alogamia para prevenir la fecundacién
cuando los dos elementos sexuales son idénticos (ARASU, 1968).

P. cerasifera x (P. cerasifera x P. persica): Ishtara
P, persica x P. davidiana: *Cadaman’ (Avimag).

Este idltimo término de autecincompatibilidad ha sido el mds usado en la literatura hasta
la actualidad (ARASU, 1968; DE NETANCOURTT, 1977; LEWIS, 1979; MULCAHY vy
MULCAHY, 1983; HARING ef al., 1990) para hacer referencia al control ejercido por los
alelos del locus S de autoincompatibilidad, utilizindose el termino de autoesterilidad en un
sentido mds amplio de esterilidad debida a varias causas, ya sea por anormalidades
cromosomicas por la produccion de gametos no funcionales y por fallos después de la
fecundacién (ARASU, 1968; DE NETTANCOURT, 1977; PICKERSGILL, 1991).

La autoincompatibilidad en las Angiospermas puede ser fundamentalmente de dos tipos:
Heteromdrfica, asociada a diferencias en ia estructura floral, como la longitud del estilo y el
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nivel de las anteras; y homomérfica que no depende de la estructura floral (LEWIS, 1949b).
La heteromdrfica puede ser distflica con dos tipos de flores, uno con estilo corto y anteras .
altas y otro con pistilo largo y anteras cortas; o tristilica con tres tipos de flores, con estilo:

largo, medio o corto. Las primeras diferencias asociadas con Ia incompatibilidad heteromérfica

fueron ya descritas por DARWIN (1877, citado por LEWIS, 1949b). El control genético es por.
un solo gen S con dos alelos en la distilica o por dos genes, con dos alelos cada uno en la-
tristilica. La reaccién de incompatibilidad del polen estd determinada solamente por el genotipo

del tejido somdtico y no por el genotipo del grano de polen individual (LEWIS, 1949b).

En la autoincompatibilidad homomérfica existe un contol genético que condiciona las

reacciones de incompatibilidad y que fue descubierto independientemente por EAST y

MANGELSDORF (1925) en Nicoriana sanderae, y por FILZER (1926) en Veronica syriaca
(LEWIS, 1949b). Este control es por un gen simple, que tiene un mimero indeterminado de
alelos diferentes S,,, ., que se encuentran y operan l:anto en el grano de polen como en el estilo.
PREEL (1921) ya adelant$ una hipétesis de mecanismo oposicional, adoptando la terminologia
O.25....» PETO NO tuvo mucha aceptacion y fue el trabajo posterior de EAST y MANGELSDORF
(1923) al que se reconoce como pionero de esta hipdtesis (ARASU, 1968). El concepto bdsico
de esta hipdtesis de alelos oposicionales es Que la incompatibilidad estd gobernada por una serie
de alelos, de manera que los tubos polinicos que posean un particular tipo de alelo crecen
lentamente o se inhiben en los estilos que poseen el mismo tipo de alelo y crecen rdpidamente
en los que no (ARASU, 1968). Por ¢l contrario, la hipétesis de mecanismo complementario,
formulada posteriormente (BATEMAN, 1952), implica un sistema pasivo en el que los tubos

incompatibles no pueden activarse o fracasan en la obtencién de los nutrientes necesatios para
st crecimiento.

PREEL, EAST y MANGELSDORF, proponen que la reaccién de incompatibilidad det
grano de polen estd controlada por el alelo § del grano de polen, es decir, que la reaccién de
compatibilidad del polen viene determinada por el genotipo del gameto, por lo que cada grano
de polen funciona como una unidad independiente dando lugar a la incompatibilidad
homomérfica gametofitica. Por el contrario, existe otro grupo de plantas en la que la reaccién
de incompatibilidad del polen viene determinada por el genotipo S de la planta que lo produce,
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| por lo que son dos los alelos que determinan la posible compatibilidad de la polinizacidn, dando

lugar a la incompatibilidad homomérfica esporofitica. Este tipo de incompatibilidad fue
descrita simultineamente por GERSTEL (1950) y HUGHES y BABCOCK (1950) trabajando con

. Parthenium argentatum y Crepis foetida respectivamente (ARASU, 1968). Los dos alelos que

intervienen en este tipo de reaccién se hallan situados en el mismo locus. En trabajos posteriores
mostraron este tipo de sistema en especies de Cruciferae y mds familias (BATEMAN, 1954,
1955). Sin embargo el sistema m4s extendido es el sistema gametofitico con mds de 60 familias
de Angiospermas (CROWE, 1964; HARING et 4l., 1990).

En algunas especies, como en las Ranunculaceas, este locus se ha duplicado, por lo que
s¢ complica el estudio de las posibilidades de polinizacién, agravace: &n estas especies porque
puede haber dominancia de uno de los dos alelos sobre el otro. La unica especie frutal
importante con sistema de incompatibilidad esporofitica es el avellano (THOMPSOM, 1979).

A pesar de haber sido ampliamente aceptada la hipétesis de la autoincompatibilidad en
las Angiospermas, proponiendo de 1 a 4 locus de incompatibilidad multialélicos, recientes
observaciones indican que puede haber muchos locus. Esto ha dado lugar al desarrollo de una
tltima teorfa de autoincompatibilidad como la del modelo de la heterosis (MULCAHY y
MULCAHY, 1983), que propone que tanto el polen como el estilo poseen alelos diferentes, y
habrfa interacciones heterdticas entre ellos, o que incrementaria o no la tasa de crecimiento

del tubo polinico.

CHARSLESWOOD (1982, 1985) propuso que los dos sistemas de autoincompatibilidad,
gametofitico y esporofitico, no tienen el mismo origen; estudios moleculares posteriores de las
glicoprotefnas asociadas a la autoincompatibilidad, muestran una composicidn diferente en uno
y otro sistema (HARING ez al., 1990), lo que avalarfa la hipétesis de que el origen es diferente.
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I1.2. INCOMPATIBILIDAD INTERESPECIFICA.

Los cinco sistemas de incompatibilidad sexual en angiospermas, entre ellos 1a
incompatibilidad interespecifica, difieren sustancialmente en su control fisiol6gico y genético

(LEWIS Y CROWE, 1958).

DE NETTANCOURT (1977) define la incompatibilidad interespecifica como "un proceso
de post-polinizacién que previene que determinadas especies, bien sea por falta de germinacién |
del grano de polen o bien por un comportamiento anormal de los tubos de polen, puedan formar |
zigotos hibridos que combinen los genomas de dos especies fértiles diferentes o de dos ecotipos .'
fértiles. Este fendmeno previene el flujo de genes entre especies y en oposicién a los __
mecanismos de la autoincompatibilidad que restringen la autogamia, establece la panmixia dentro
de una poblacién determinada. Asi contribuye al aislamiento de las poblaciones y favorece la
especiacion y el incremento gradual del polimorfismo dentro de los géneros y las especies’.

Otros autores, como HOGENBOON (1973) prefieren hablar de incongruencia

interespecifica, haciendo referencia a *una ausencia de funcionamiento de la relacién de pareja _.
que resuita de la falta de informacién genética en uno de los dos individuos de la pareja sobre

¢l otro, mientras que la incompatibilidad juega un papel secundario. La accidn de la seleccién
natural puede, directa o indirectamente, dirigir un cambio en uno de los individuos de la

relacion, resultando en una incongruencia entre los individuos de una subpoblacién. Esta

correspondencia génica en el otro individuo de la pareja bajo l1a presion de seleccidn, puede ser |

dirigida a reparar la incongruencia’.

Por ello se concluye que la incompatibilidad y la incongruencia son dos fenémenos

diferentes y que sélo el resultado final es similar, al inhibir en Ias angiospermas el crecimiento
del tubo polfnico o, posteriormente, la falta de formacién de un zigoto hibrido.

No se han definido tipos de incompatibilidad interespecifica, sin embargo DE
NETTANCOURT (1977) caracteriza ciertos tipos de incompatibilidad bajo tres criterios: 1) el
estado de determinacidn, segin que el modo de control sea gametofitico o esporofitico; 2) el
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itio de la expresion, ya sea porque el pistilo bloquea la germinacion o el crecimiento del grano
‘polen y 3) Ia dependencia del sistema de reproduccion, que a veces queda restringido a

jertas combinaciones.

Los sistemas de incompatibilidad suelen distribuirse en grupos taxonémicos. En general

 familias enteras manifiestan un tnico sistema de incompatibilidad, como ocurre en Gramineas,
- Solanaceas y Rosaceas, que poseen un sistema homomdrfico gametofitico y en las Cruciferas
.y Compuestas, etc. que poseen un sistema homomérfico esporofitico (LEWIS y CROWE,

1958). Asi la incompatibilidad interespecifica estarfa bajo control esporofitico en las familias

en las que la autoincompatibilidad es esporofitica y bajo control gametofitico en las familias
con antoincompatibilidad gametofitica (DE NETTANCOURT, 1977). Existe evidencia de que

el alelo S de incompatibilidad esporofitica puede operar también en el caso de cruzamientos
interespecificos como se ha observado en chopos (KNOX er al., 1972), en los que
presumiblemente la misma sustancia de reconocimiento que condiciona la autoincompatibilidad
sea 1a que lo haga en la incompatibilidad interespecffica, con la posibilidad de que estas
substancias sean las proteinas de [a pared del polen (KNOXer al., 1972). En las especies de
autoincompatibilidad gametofitica también hay alguna evidencia de que pueda estar gobernada
por un alelo especial del locus S de autoincompatibilidad. Al menos en especies de las
Solanaceas, como en Nicotiana, ambos tipos de incompatibilidad serfan efectos pleiotrépicos
del gen S (PANDEY, 1969, 1970) con dos reacciones diferentes: una reaccidn de especifidad
pnmana que controla la incompatibilidad interespecifica y una secundaria que conirola la
autoincompatibilidad (PANDEY, 1958). En Lycopersicon también se observéd que el
crecimiento del tubo polinico era bastante similar tanto en la autopolinizacidn de especies
autoincompatibles como en los cruzamientos incompatibles interespecificos (DE
NETTANCOURT et al., 1973, 1974).

Otra teorfa posterior resefiada por MARTIN (1961, 1968) propone que la
incompatibilidad interespecifica estarfa gobernada por el alelo S y uno o dos genes
reguladores, sefialando con ello que el alelo S no es el tinico responsable de la incompatibilidad.

Otros autores no estdn de acuerdo con la participacion del locus de autoincompatibilidad
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en la incompatibilidad interespecifica (HOGENBOOM, 1973), y proponen otra teoria gue-
supone que dentro del pistilo habria genes barrera y dentro del polen genes penetracion. Si los
genes barrera y los genes penetracién estin presentes en correspondencia uno a uno el cruce es.-_fi
compatible; por otra parte, la falta de apareamiento o incompatibilidad se deberfa a la no_:':_.:
correspondencia de los genes que gobiernan el proceso de germinacién de polen, crecimiento del’
tubo polinico, fecundacién, formacién del endospermo y formacion del embrién. Asi serfan .
los genes dominantes en el estilo los que aceptarfan o rechazarfan el polen extrafio, aunque
HOGENRBOOM (1975), no especifica si este rachazo serfa determinado gametofiticamente o

esporofiticamente.

La incompatibilidad interespecifica se manifiesta generalmente por la inhibicién del
crecimiento del tubo polfnico en el estilo. Esta inhibicién es estilar en las especies cuya :
autoincompatibilidad se expresa en ¢l estilo y estigmdtica cuando la autoincompatibilidad se
expresa en el estigma (DE NETTANCOURT, 1977). En observaciones hechas en Solanaceas
la inhibicién del tubo polinico en cruzamientos interespecificos es mds temprana y mas
marcada que la inhibicién del propio polen (LEWIS y CROWE, 1958); en Nicotiana la.
inhibicién parece ser mds temprana y se considera como estigmdtica (PANDEY, 1968). Los..i
primeros estudios de cruzamientos interespecfficos en este género entre una especie diploide y
otra hexaploide mostraron que el polen de las especies hexaploides se detienen antes en el estilo
de las especies diploides que en el caso contrario (ROY, 1938). KURSAKOW en sus trabajos..
de hibridacién interespectfica en el género Prunus L. concluyé que cuando el crecimiento del
tubo polinico es completo no s¢ produce el aborto del embrion (KURSAKOW y
DUBOVITSKAYA, 1971; KURSAKOW y SEDYSHEVA 1975). Sin embargo, no puedé_'
considerarse que éste sea el comportamiento general en los cruzamientos interespecificos, ya"'
que es muy frecuente que el tubo polinico alcanze la base del estilo sin que por ello quedé
asegurada la fecundacion (WILLIAMS ez al., 1982), lo que muestra que la incompatibilidad

interespecifica es un problema mds complejo.

LEWIS y CROWE, (1958) describieron la incompatibilidad interespecifica unilateral
como el fenomeno bdsico y mds comiin de la incompatibilidad interespecifica. En estos casos -
¢l polen de especies autocompatibles (SC) es inhibido en el estilo de especies autoincompatibles -
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“(ST), pero no cuando €l cruzamiento es reciproco. Sefialan también que las excepciones a esta
:':regla (SI x SC) de que el polen de las especics autocompatibles fuera rechazado en el pistilo de
las autoincompatibles, serian especies que habrfan mutado recientemente desde un sistema
‘autoincompatible a otro autocompatible (Sc), mientras que en las especies que habrian sufrido
“esta mutacién hace mucho tiempo (SC) seguirian esta regla.

Los autores contrarios a Ia implicacién del locus 8 de autoincompatibilidad en la reaccidn
interespecifica (HOGENBOOM, 1973, 1975), cuestionan la universalidad de esta regia,
argumentando que la incompatibilidad unilateral también puede ocurrir entre especies
antocompatibles (ABDALLA y HERMSEN, 1972, citado por DE NETTANCOUR, 1977) y
entre poblaciones de especies autoincompatibles (PANDEY, 1962, 1968); e incluso en casos de
polen de especies autoincompatibles creciendo en ¢l pistilo de plantas autocompatibles
(PANDEY, 1968, 1969). Sin embargo, es de sefialar que en muchos de estos casos la
incompatibilidad fue establecida por una falta de cuajado, no por un andlisis detallado de la
germinacién y el crecimiento del tubo polfnico (DE NETTANCOURT, 1977).

La autoincompatibilidad en el género Prunus es del tipo homomdrfico gametotitico,
controlada por el locus $§ (CRANE y LAWRENCE, 1929; LEWIS y CROWE, 1958). La
incompatibilidad que se manifiesta en €l caso de los cruzamientos intemspecfﬁéos no estd clara,
ya que no se puede asegurar que sea por efectos pleiotrépicos del gen S (PANDEY, 1958) o que
se trate de incompatibilidad unilateral (LEWIS y CROWE, 1958) y tampoco que esta
incompatibilidad venga determinada por los mismos alelos S que operan en el caso de la
autoincompatibilidad (LEWIS, 1949b).

Los estudios en cruzamientos entre diferentes especies de este género parecen indicar que
las relaciones de compatibilidad podrian venir determinadas por el fenémeno de la
incompatibilidad unilateral (PEREZ y MOORE, 1985; LAYNE y SHERMAN, 1986; COYLE,
1982). Sin embargo, la funcién del alelo S puede ser o no la causa de la incapacidad de dos
especies para cruzarse, ya que pueden estar implicados una multitud de factores: fallo en la
germinacién de polen, para lo cual es necesario conocer la calidad y cantidad necesaria para
obtener el mayor mimero de frutos posibles (WEINBAUM er al., 1986; CHAPARRO y
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reunir determinadas caracterfsticas deseadas que faltan o no se expresan a nivel intraespecifico,

tanto en los frutales de hueso (LAYNE y SHERMAN, 1986), como los frutales de pepita, Pyrus
(BELL y HOUGH, 1986), y Malus (KORBAN, 1986). Asi, con la obtencién de hibridos
3'mspec[ﬁcos se pueden conseguir individuos que aporten unas caracterfsticas que
actualmente no se tienen al utilizar como patrones a clones pertenecientes a las especies puras
cultivadas en uso (MEHLENBACHER, 1986).

Introduccion genera
SHERMAN, 1988), la receptividad del estigma y el perfodo efectivo de polinizacién
(WILLIAMS, 1966), la interaccién polen-pistilo (KNOX, 1984), el fallo en la fecundacién
debido 2 la longevidad del vulo (MARTINEZ-TELLEZ y CROSSA-RAYNAUD, 1982
PIMIENTA y POLITO, 1983) y finalmente el failo en el desarrollo del embridn, caso en el cual
serfa mas conveniente hablar de esterilidad interespecifica (DE NETTANCOURT, 1977
LAYNE y SHERMAN, 1986).

Los hibridos interespecificos se obtienen con mayor dificultad que los cruzamientos
 intraespecificos, porque las barreras genéticas para la hibridacién crecen con la distancia
“genética que separa a los parentales (LAYNE y SHERMAN, 1986). Las hibridaciones
. controladas entre especies estrechamente relacionadas tienen un alto grado de éxito, tanto en la

O.3. HIBRIDACION INTERESPECIFICA.

En la naturaleza, las hibridaciones entre especies son un factor importante de evolucién
(BERNHARD, 1981), La hibridacién interespecifica natural tiene una larga historia y se

conocen casos practicos. El hombre ha intentado en muchas ocasiones la obtencién de hibridos

obtencién de semillas como en vigor de las plantas, mientras que especies mds alejadas fallan
' en la hibridacién, indicando que hay mecanismos que previenen la hibridacidn entre especies
pero los métodos utilizados en las hibridaciones, durante largo tiempo aleatorios, s6k - (ELLIS ez al., 1991).
recientemente se han beneficiado de importantes progresos.
Una vez conocida Ia naturaleza de tales mecanismos se pueden desarrollar métodos y
técnicas especiales para romper Ias barreras y permitir 1a hibridacién. Estas técnicas pueden ser
desde la polinizacién ’in vitro’ (ZENTKELER, 1990; VAN TUYL e al., 1991), a la
polinizacién de yemas (GRADZIEL y ROBINSON, 1991; BROWN e al., 1991), y al cultivo
*in vitro® de évulos (STEWART y HSU, 1978; ZHANG y LESPINASSE, 1988; BINO et al.,
1989; MATHIAS ez al, 1990). Incluso se puede conseguir la hibridacién somdtica de especies

lefiosas sexualmente incompatibles (OCHATT er al., 1987, 1989; GROSSER ef al., 1988).

La comprensién de los mecanismos de la evolucidn, de los procesos de especiacion
de las relaciones genéticas entre las especies hacen que fa hibridacidn interespecffica sea un
instrumento 1til en la mejora genética vegetal, tanto en el campo de los cultivos herbaceo
como en el de lefiosos (CAUDERON, 1981).

Las primeras experiencias sobre hibridacién experimental fueron en polinizaciones en
maiz, descritas por CAMERARIUS (1694) en su tratado sobre la sexualidad en las plantas; y las
primeras variedades de fresa de jardin fueron seleccionadas a partir de un cruzamiento
interespecifico realizado hacia 1700 (citado por CAUDERON, 1981).

La esterilidad total o parcial frecuente en los hibridos interespecificos debido a la
esterilidad femenina de las flores o a la incapacidad de producir polen viable no es dbice en el
caso de Ia mejora de patrones (COYLE, 1982), ya que su reproduccién clonal es vegetativa.
En el campo de los cultivos lefiosos, los avances en materia de muitiplicacién vegetativa
mediante el cultivo ’in vitro’ de tejidos vegetales, iniciados en 1937 por GAUTHERET
(BERNHARD, 1981), facilitan la utilizacién directa de las formas estériles que se obtienen por
la hibridacidon de especies distintas. Ello ha contribuido a la utilizacién de la hibridacidé
interespecffica por los mejoradores para transferir genes de una especie a otra, con el fin de
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I, CRUZAMIENTOS INTERESPECIFICOS EN EL GENERO PRUNUS L. sido obtenidos por cruzamientos diploides y no poliploides (BERNHARD, 1981).

Las hibridaciones entre especies pueden tener lugar espontdneamente en zonas donde las
dos especies parentales crecen en proximidad; es el caso de ciertos hibridos naturales como lo II.1. Hibridaciones en el Subgénero Amygdalus (L.) Focke

ya conocidos en el género Prunus de almendro x melocotonero (P.amygdalus x P.persica) en
El subgénero Amygdalus (L.) Focke comprende sus especies mds conocidas en la

seccién Buamygdalus, en la cual se incluyen el melocotoneto (P. persica) y especies
‘relacionadas: P. davidiana, P. ferganensis, P. kansuensis, P. andersoni, P. mira, (HESSE,
11975) y el almendro (P. amygdalus Batsch), asi como una gran gama de especies silvestres
‘cercanas pertenecientes a algunas de estas especies: P. fenzliana, P. argentea, P. ulmifolia, P.
communis, P. nana, P. ledebouriana, P. georgica, P. petunnikowii, (KESTER y ASAY, 1975).

la zona mediterrdnea, de P.cerasus (P.avium x P.fruticosa) en el Sureste de Europa y dé
Damas de Toulouse (P.domestica x P.spinosa) en Francia (BERNHARD, 1981).

La obtencidn de hibridos artificiales puede permitir el estudio de la naturaleza especffica
probable de los padres de numerosos hibridos naturales, actuaimente de ascendencia dudosa
Los hibridos interespecificos F1 pueden manifestar una velocidad de crecimiento y un

desarrollo superior a los de las especies parentales, pero no es una regla general: un mism
Los hibridos almendro x melocotonero han sido muy estudiados y se han seleccionado

varios clones, (BERNHARD, 1949; KESTER y HANSEN, 1966; CAMBRA, 1990). Es muy
frecuente encontrar hibridos naturales dentro de estas dos especies por ser muy préximas, y
que pueden ser originados por la polinizacion de una flor de almendro con polen de

melocotonero polinizado por cinco variedades diferentes de almendro puede dar cuatr
descendencias muy vigorosas y una muy débil (BERNHARD, 1981). Ciertas caracteristicas
como una mayor aptitud a Ja rizogénesis, drganos mds grandes (hojas, flores), no son quizds
mds que otro efecto general de la heterosis. El cruzamiento de 'Garfi’ x ’Nemared’ (P
melocotonero o por la de una flor de melocotonero con polen de almendro (JONES, 1969). La
semillas hibridas muestran mucha heterogeneidad en su comportamien__to como patrones

(FELIPE, 1989).

amygdalus x P.persica) han dado tipos diversos en la F, (Felipe, comunicacién personal).

La capacidad de cruzamiento entre las especies del género Prunus es todavia poc
conocida, pero se tiene ya alguna experiencia en determinados cruzamientos de los que se han -
En hibridaciones artificiales, sin embargo, es mds ficil lograr individuos procedentes
de la polinizacién de flores de almendro con polen de melocotonero. Parece que la
autoincompatibilidad del almendro facilita la aceptacion del polen de otra especie (GRASSELLY
y DAMAVANDY, 1974). El cruzamiento con melocotonero como receptor del polen es mds
viable si se utiliza una variedad androestéril, con necesidad, por tanto, de ser polinizado por otra
variedad (GRASSELLY y DAMAVANDY, 1974; MARTINEZ-TELLEZ y CROSSA-
RAYNAUD, 1982).

obtenido descendencias que estin ya siendo utilizadas como patrones y se  han puesto
disposicidn del sector productor de plantas, tanto procedentes de hibridaciones espontdneas -
como dirigidas entre distintas especies de este género.

En el género Prunus L., como en otros que existen series poliploides, los hibridos de
ploidfa impar (tri y pentaploide), producen menos frutos que los tetra y hexaploides, aunque hayﬁ.-_'{'f
que tener en cuenta si estos Ultimos son formas alopoliploides que puedan presentar un
comportamiento diploide. As{ estos poliploides tendrian la heterozigosis de un cru.zamiento.':_f
Los primeros hibridos melocotonero x almendro fueron seleccionados en Francia a
mediados de los afios 40: *GF-677' y "GF-557' (BERNHARD, 1949), *GF-557’, es un hibrido
obtenido por cruzamiento entre P. amygdalus y P. persica *Shallil’; 'GF-677", es un hibrido

interespecifico unida a las ventajas fisioldgicas inherentes a la poliploidizacién, debido a la-
supresion de factores letales recesivos y a la posesidn de un mimero mds grande de factores -

dominantes. Sin embargo, fos resultados mds favorables que demuestran el vigor hibrido han
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natural entre P. persica y P. amygdalus. ueden ser utilizados tambien como patrones de melocotonero, ciruelo y albaricoquero

» YP

Un estudio llevado a cabo en estos dos hibridos (SALESSES, 1968) confirma la gran
homologia entre cromosomas de P. persica y P. amygdalus, observando y analizando la meio'sm
en los hibridos 'GF-557" y 'GF-677, en comparacién con un hibrido de 4n = 3
cromosomas, obtenido por tratamiento con colchicina,

Parece ser que P. davidiana, una especie de melocotonero silvestre, con resistencia a
rosis y gran vigor, se cruza ficilmente con P. per;sica y con almendro. 'Nemaguz-ud’,
seleOCIOnadO en California de entre plantas de semilias procedentes de Extremo Ong?nne
(KESTER y GRASSELLY, 1983), se supone que es un hibrido entre P.davidiana y P. persica.
posteriormente se¢ han realizado mé4s cruzamientos, con el fin de seleccionar y utilizar 1a F, de
sen:u]la como patrones. Las dos especies son muy proximas y los individuos F, muestran L.ma
d;syuucién mds débil que la F, de hibridos melocotonero X almendro, aungue el v1-gor hibrido
.e-. la F, es préximo al de la F, de melocotonero x almendro, Cuando el cruzamiento se ha
féalizado entre 'Nemaguard’ x P. davidiana la descendencia es mas homogénea (GRASSELLY
; OLIVIER, 1988; PISANI y ROSELLI, 1983). A partir de 'Nemaguard’, sc han selecionado
ﬁuevos patrones, como "Nemared’, selecionado de pléntulas F, de *Nemaguard’ x melocotonero

de hoja roja (RAMMING y TANNER, 1983).

Los hibridos interespecificos F, muestran una cierta dominancia para algunés
caracterfsticas de uno y otro parental, lo que da al conjunto de hibridos F,, independientemen
de cuales sean las variedades de cada especie parental utilizada, una heterogeneidad relativameﬁ
reducida en comparacién con las generaciones siguientes; los hibridos F, almendro:
melocotonero suelen temer los estambres de tipo almendro y las hojas y flores de tif
melocotonero (BERNHARD, 1981). Estos hibridos se propagan vegetativamente, pai
maritener las caracteristicas deseadas (FELIPE, 1989). La produccidn de semilla hibrida F, es
limitada por la tasa de fecundacidn cruzada natural y la diferencia de floracién entre las dos
especies , aunque en California se ha desarrollado Ia obtencion natural de hibridos de *Titan
con plantaciones aisladas de este almendro, de floracién muy tardfa, coincidente con e
melocotonero. Asf los frutos de ’Titan’, al ser autoincompatible, deben proceder de |
polinizacién con el melocotonero (JONES, 1969). La produccién y utilizacién de semillas

hibridas F, no es recomendable por tener una heterogeneidad mds marcada que en la F, (EGEA
y BURGOS, 1591).

Una mayor distancia genética entre las especies de melocotonero y almendro se pone de
manifiesto cuando se analiza la descendencia de cruzamientos entre . davidi@a x P. amygdalus,
ya que lIa F, muestra mayor disyuncién que la de P. davidiana x P. persica (GRASSELLY y

OLIVIER, 1988).

. Con P. kansuensis, otra especie de melocotonero, se han obtenido buenos resultados, con
gran vigor hibrido, en el cruzamiento con P. persica (BERNHARD, 1962; HESSE, 1975;
GRASSELLY y OLIVIER, 1987). Otros hibridos estan en estudio de los que se pueden citar
P. persica x P. mira (GRASSELLY y OLIVIER, 1988).

Otros hibridos seleccionados y patentados de almendro x melocotonero, se utilizan y
como patrones: *Hansen 2168" y "Hansen 536 (KESTER y ASAY, 1986). Estos también fuero
seleccionados a partir de una poblacién de plantas de un cruzamiento de Almendra B
melocotonero 1-8-2. La seleccidn de melocotonero 1-8-2 fue originada de un cruce del cultivar
"Okinawa’ x H91. Este cultivar H91 fue originado en una linea en la cual estaba implicada otra
especie, P. davidiana.

Otra especie silvestre implicada en hibridaciones dentro de este subgénero es P.webbii
una especie de almendro silvestre que se puede utilizar como patrén para el almendro en
terrenos calizos. De esta especie se ha obtenido un patrén por hibridacién con una especie de

melocotonero silvestre de maduracién tardfa que se utiliza como patrén de melocotonero

(VLASIC, 1977).

Estos hibridos, conocidos desde Hace algiin tiempo como patrones para melocotonérb
son actualmente considerados como unos de los mejores patrones para almendro (FELIPE
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IIL.2. Hibridaciones en el Subgénero Prunophora Focke. Hibridos triploides:

P. spinosa (4x) x P. cerasifera y P. salicing (2x)
P. domestica y P. insititia (6x) x P. spinosa (4x)
Hibridos pentaploides:

P. domestica y P. insititia (6x) X P. spinosa (4x)

El subgénero Prunophora es sin duda el mas amplio del género Prunus, y el q
encierra mayor variabilidad, ya que incluye todos los ciruelos europeos, japoneses, mirobolan
| . Hibridos hexaploides:

- P. domestica x P, insititia (6x)

Su.comportamiento es parecido al de las dos especies consideradas como alopoliploides. La
e&canfa entre estas dos especies viene confirmada por el hecho de que botinicamente no estd
: ....Ealmtmte definido si P. insititia es una especie independiente o una subespecie de P. domestica.

y el albaricoquero.

Las especies mds estudiadas pertenecen a la seccién Euprunus (ciruelos y miroboldn)
ccon distintos grados de ploidia; diploides: P. cerasifera y P. salicina; tetraploide: P. spino. :
y hexaploides: P, domestica y P. insititia. La secién Armeniaca, generalmente diploide, incluy
P. armeniaca (albaricoquero) y especies relacionadas: P. brigantiaca, P. znsu, P. mtmw,P
sibirica, P. dasycarpa; éste dltimo considerado hibrido natural entre P. armeniaca y
cerasifera (BAILEY y HOUGH, 1975).

Hibridos diploides:
P. cerasifera x P. salicina (2x)
Estos hibridos tienen un comportamiento regular y fertilidad normal, lo cual prueba

De acuerdo con la hipétesis de CRANE y LAWRENCE (1931) los ciruelos hexaploides alguna homologfa entre los dos genomas.

cultivados serian anfiploides entre P. spinosa (4x) y P. cerasifera (2x), existiendo relacionés _
Algunos patrones ya comercializados desde hace varios afios tienen todavia un origen

impreciso; es el caso de 'INRA GF 8-1' y 'INRA GF 1869°, (SALESSES? 1981).

de homologia entre las especies hexaploides de una parte y de P. spinosa y P. cerasifera por
otra. Estudios citogenéticos de hibridos interespecificos permitieron estudiar la homologia
de especies tetra y hexaploides (SALESSES, 1973). Esta hip6tesis ha sido ampliamente aceptada
por los evolucionistas y fruticultores (WEINBERGER, 1975; WATKINS, 1979). SALESSES
(1977a), sin embargo, cuestiond la participacién de P. spindsa en la génesis de las especies
hexaploides basdndose en sus estudios citolégicos (SALESSES, 1973) que muestran la

'INRA GF 8-1° 0 *Mariana GF-8-1": es un hibrido triploide de origen controvertido.
Parece cierto que el ciruelo diploide (2x) ’Mariana’ ¢s su pareﬁtal femenino, ya que la
fecundacion libre de este ciruelo 'Mariana’ da una descendencia muy heterogénea, de ploidia
variable, lo cual podria hacer aparecer el triploide (3x) "Mariana GF-8-1’ (SALESSES, 1977a).
Se han propuesto varias hipdtesis para su origen: P.cerasifera x P. hortulana o P. angustifolia,
P. cerasifera x P. munsoniana, P. cerasifera x P. injuncunda. Estos tres origenes posibles son
citados por SALESSES, (1977a) quien propone otras dos hipdtesis, teniendo en cuenta al
diploide *Mariana’ como parental femenino: *Mariana’(2x) x P. cerasifera (2x) no reducido y
*Mariana’ no reducido x P. cerasifera (2x) normal. La segunda hip6tesis parece m4s razonable,
habida cuenta de la predominancia de caracteres del *Mariana’ (2x) en el hibrido triploide (3x).

homologfa entre los genomas de P. spinose y P. cerasifera , y esta teoria ha sido reforzada por
comparacién de RFLPs de P. spinosa y P. cerasifera (REYNDERS y SALESSES, 1990). Sin
embargo esta teoria no estd ampliamente aceptada y recientemente, ZOHARY (1992), vuel\fé
a cuestionar la participacion de P.spinosa en la génesis de P.domestica, sugiriendo que se
habrfan originado directamente de P.cerasifera.

Otros hibridos realizados artificialmente, han sido estudiados en este subgénei‘d

mostrando las homelogias cromosomicas (SALESSES, 1977b):
"INRA GF 1869' o 'Damas 1869": es un hibrido pentaploide, que podria resultar de las
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ciruelo (PARMAR y SHARMA, 1992), podrfa resultar interesante para ampliar la base
genética de seleccién de caracteres interesantes debido a que es una especie resistente al frio

Introduccidn general
hibridaciones siguientes: ciruelo hexaploide (domestica o insititia) x P, spinosa (4x); cirue
hexaploide x P. cerasifera (2x) no reducido y P. spinosa (4x) no reducido x P. cerasifera.
dos hipétesis itimas parecen menos plausibles por el hecho de intervenir gametos no reducidos
hecho menos frecuente (SALESSES, 1973).

a’la sequfa.

Los cruzamientos interespecificos entre P.armeniaca y otras especies, entre ellas
especies del subgénero Amygdalus, ban sido puestos de manifiesto (MEHLENBACHER eéf al.,
1990). Asf, la cruzabilidad inferespecifica no estd restringida dentro de un subgénero, es
' , que el conjunto de especies del género Prunus son susceptibles de cruzasse, si no operan

Estos dos patrones se ufilizan para variedades de ciruelo europeo, con alg ]
excepciones, para ciruelo japonés y en el caso de 'Damas 1869° es compatible con muc
variedades de melocotonero (FELIPE, 1989).
barreras genéticas insalvables. Cruzamientos intersubgenéricos son conocidos desde hace
La genética de la incompatibilidad del melocotonero en el caso de injerto sobre "Damas micho tiempo, como P. nigra Aiton x P. tenella Batsch (=P. nana Stokes; ahheadm ruso)
(CUMMING, 1963). Este hibrido resulta féstil y presenta caracteres de los dos parentales,
ciruelo y almendro ruso, pero hibridos de P. amygdalus x ciruelos resultan estériles

(BERNHARD, 1962).

de Toulouse’ es de los pocos casos conocidos en este género. Asf el comportamiento de diversas
variedades de melocotonero, estd en dependencia de dos genes, aparentemente independien.
llamados I, e L. El modo de accién es tal que toda variedad que posee al menos dos alei
dominantes I, o L, es incompatible con *Damas de Tonlose 1869° (SALESSES er al., 1988
- Una posibilidad en la hibridacién interespecifica es utilizar especies como puente
Hibridos espontaneos entre P.cerasifera y P.armeniaca han sido descritos en la literatu genético para facilitar la transmisidn de caracteres; P. davidiana podria considerarse como
(KNIGHT, 1969) y de algunos de ellos se comerzializan sus frutos, como es €l caso del
albaricoquero piirpura o P.dasycarpa (REHDER, 1990). Desde entonces se han obtenido
estudiado cruzamientos entre estas dos especies (RAMMING, 1976), hasta que se han llegado
a seleccionar de una poblacién de hibridos entre un miroboldn y el albaricoquero °NJA
plantas que han dado frutos y que se han comerzializado con el nombre de 'Plum

(MUSACCHI, 1992),

puente para transmitir caracteres al albaricoquero y viceversa; con P. armeniaca como receptor
de polen y el hibrido P. persica x P. davidiana como donante, se obtienen plantas hibridas
(BAILEY y HOUGH, 1975). Estos autores sefialan que usar P. davidiana como puente podria
ser bueno si se explotara la variabilidad genética en las especies de melocotonero.

El potencial de cruzamiento de P. persica fue puesto de manifiesto cuando se
selecionaron los primeros patrones de hibridos entre P. cerasifera y P. persica. Dos seleciones
de este grupo son 'Myran’ (Miroboldn x melocotonero Yunnan) e ‘Ishtara’ (Miroboldn x
{Mirobolan x melocotonero)), patrones en un principio para melocotonero (BERNHARD, 1962;
GRASSELLY y OLIVIER, 1987) y actualmente ensayados para almendro (GRASSELLY y
OLIVIER, 1988; RENAUD er al., 1988).

Los cruzamientos de P. armeniaca x P. cerasifera o P. salicina, con P, armeniaca como
parental femenino, son viables (BAILEY y HOUGH, 1975) al igual que P. salicina
P.armeniaca (RAMMING, 1976). Generalmente los cruzamientos en los que P.cerasifera es 1a
receptora del polen suelen dar mejores resultados (GRASSELLY y OLIVIER, 1988). Hibridos
interespecificos resultantes del cruzamiento P. salicina Lindl. y P. mume Sieb. et Zucc. han
dado plantas viables obtenidas por cultivo de embriones (KYOTANI y YOSHIDA, 1988). Igualmente las descendencias del cruzamiento de Miroboldn P.2032 x almendro se estdn
estudiando como patrones para almendro. Las primeras selecciones de estos hibridos P

Una especie silvestre de atbaricoquero "Chulli’, utilizada como patrén para albaricoquero cerasifera x P. amygdalus fueron resultado de fecundacidn libre de miroboldn en medio de
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« especies de Pseudocerasus. Muchos de estos hibridos son triploides; algunos diploides

Introduccic

parcelas de almendro. Estos resultan incompatibles como patrdn para las variedades de almengd
que son incompatibles con el ciruelo miroboldn (GRASSELLY y OLIVIER, 1988). en de cruces de P. avium con determinadas especies de Pseudocerasus.

El patrén de cerezo ’Santa Lucia-64' pertenece a la especie P. mahaieb, y fue
seleccionado de una poblacion de semillas en la estacidn francesa de la Gran Ferrade del INRA.
La especie P. fontanesiana Schneid aparentemente es un hibrido de cerezo silvestre y P.

1I1.3. Hibridaciones en el Subgénero Cerasus Pers.

Los hibridos de Prunus, utilizados para la mejora de patrones de cerezo, incluyen cruces
dentro y entre las dos secciones de cerezos: Eucerasus (E) y Pseudocerasus (P) (SCHMIDf
GRUPPE, 1988): '

Eucerasus:  P. cerasus, P. fruticosa; tetraploides (4x)

P, avium, P. canescens, P. mahaleb; diploides (2x)

Pseudocerasus:P. concinna, P. incisa, P. nipponica,

P, subhirtella, P. pseudocerasus; diploides (2x)

mahaleb, También se han realizado cruzamientos que incluyen a ciruelos y cerezos del grupo
de los gnindos que dieron como resultado "Nicollet’ (P. avium x P. pensylvanica) x P. besseyi,
..‘brido estrechamente ligado al tipo P. cerasus, el cual polinizado con 'Nicollet” tiene algiin
potencial como patrén (FOGLE, 1975).

Los hibridos interespecificos méds recientes para ser utilizados como patrones son los
e estdn siendo estudiados en Ia estacidn de Gembloux (Bélgica): *Immil’, seleccionado de
lantas obtenidas del cruzamiento de P, incisa x P. serrulata, *Camil’, seleccion de P.canescens,
Los hibridos dentro de la seccién Eucerasus pueden dar diferentes grados de ploidia:

Diploide:

P.

Triploides:  P. avium x P. cerasus
P.
P.

*Damil’, seleccidn de P.Dawyckensis, Otros hibridos en estudio incluyen a los hibridos entre
avium x P. canescens P. avium x P, mahaleb (clones OCR y MA x MA) y P. fruticosa x P. cerasus (*Oppenheim’),

avium x P. fruticosa El patrén *Colt’ fue seleccionado de una serie de hibridos interespecificos entre P.

canescens x P. cerasus - avium y P. psendocerasus; de esta misma poblacion se ha seleccionado més recientemente otro
P. canescens x P. fruticosa . patrdn, *Cob’. Estos ultimos hibridos son compatibles con variedades tanto de cerezo como
Tetraploide: P. cerasus x P. fruticosa y presumiblemente también P. gonduin de guindo.Una especie de la seccién Microcerasus, P. besseyi, forma parte de la seleccién de

resultado de la polinizacién de P. cerasus, no reducido x P. avium (FOGLE, 1975). hibridos BBX-1, obtenidos por cruzamiento con P. salicing, para Ia seleccion de patrones para
albaricoquero (CUMMINS, 1985).

En la seccion Psendocerasus la mayoria de los hibridos son diploides. También se hail
producido hibridos por cruzamientos entre las dos secciones; sin embargo la incongruenc
polen-pistilo unilateral y bilateral a menudo inhibe la produccién de fruto (SCHMIDT

GRUPPE, 1988).

La citologia de este subgénero no ha sido bien estudiada, asif como tampoco s
comportamiento meidtico, aunque existen algunos hibridos utilizados como patrones.
mayorfa de los hibridos producidos lo han sido por Ia polinizacién de tetraploides de Euceras
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IV. OBJETIVOS GENERALES V. MATERIAL VEGETAL.

El presente trabajo tiene por objetivo, en vista de los conocimientos y de las experienciag Las especies objeto de estudio y los cruzamientos a realizar se eligieron con los siguientes
mds recientes, el establecimiento de las relaciones genéticas existentes entre las especies:
género Prunus L. para concretar las posibilidades de realizar hibridaciones interespecfficas en_"
ellas.

rios: igual nimero de cromosomas en las combinaciones (2x o 6x), clones de diferentes
ésj;ecies de Prunus, utilizados como patrones 0 que presenten gran potencial como tales por
encontrarse en proceso de seleccién (P.cerasifera, P.insititia), especies de importancia
econémica (P.armeniaca, P. domestica, etc.) y especies silvestres (P.fomentosa) que muestran
al

Establecidas las relaciones de compatibilidad entre las distintas especies se pueden
conocer los cruzamientos que se podrian plantear con mayor facilidad para obtener nue\}:
patrones frutales hibridos. Estos nuevos patrones deberfan afiadir a su polivalencia las buenas
caracterfsticas dispersas entre los distintos parentales para resolver los problemas
compatibilidad y adaptacion a situaciones diversas que plantea el cultivo de los frutales de hu&sb

gun cardcter deseable {resistencia a nematodos, etc}.

El cuadro IV muestia las especies utilizadas y su nivel de ploidia:

CUADRO V. Especies utilizadas y nivel de ploidfa:

Se ha planteado una serie de cruzamientos interesantes desde el punto de vis

Especie Autor 2n
agronémico para dilucidar la naturaleza de la incompatibilidad que se pueda presentar. _
comparar cruzamientos intraespecificos e hibridaciones. Igualmente se pretende determinar P.amygdalus Batsch 16
que nivel, prezigdtico o postzigético, esta incompatibilidad se pueda expresar en cada uno P.armeniaca L. 16
ellos, asf como las técnicas que podrian utilizarse rar la incompatibilidad en I
q pams supe P P.cerasifera Ehrh. 16, 24
cruzamientos en los que se manifiesta,
P.domestica L. 48
P.insititia L. 48
- P.persica (L.) Batsch 16
P.salicina - Lindl 16

P.tomentosa Thunb. 16
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V.1. CRUZAMIENTOS INTRAESPECIFICOS.

1) Albaricoquero (P.armeniaca): "MONIQUI’ X *CANINO’

2) Mirobolanes (P.cerasifera): "MIROBOLAN AD605’ X "MIROBOLAN B*

3) Ciruelos hexaploides
(P. insititia): "PUEBLA DE SOTO 101' X "MONTIZQ’
4) Hibridos almendro x melocotonero (P. amygdalus x P. persica)
"CACHIRULO’ X 'BALONES’

V.2. CRUZAMIENTOS INTERESPECIFICOS.

1) *CACHIRULO’ (P. amygdalus x P. persica) X P. tomentosa
2) *CACHIRULQ’ (P. amygdalus x P. persica) X

"MIROBOLAN AD 605’ (P. cerasifera)
3) 'CACHIRULQ® (P. amygdalus x P. persica) X

"MIRANDIER 617’ (P. amygdalus x P. cerasifera)
4) "MIROBOLAN B’ (P. cerasifera) X "MONIQUI’ (P. armeniaca)
5) 'GF-31 (P. cerasifera x P. salicing) X P. tomentosa
6) "REINA CLAUDIA’ (P. domestica) X *"MONTIZO' (P, insititia)

34
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. DESCRIPCION DE LOS CLONES UTILIZADOS EN LOS CRUZAMIENTOS.

"MONIQUY

Variedad de albaricoquero P. armeniaca, se trata de un clon obtenido de una variedad
blacién en Murcia. El drbol es vigoroso, de porte abierto y produccién irregular
UERRIERO et al,, 1988). Iunto con 'Paviot’, es la variedad de albaricoquero mds importante
'1a regién de Zaragoza (FELIPE, 1990), Presenta incompatibilidad localizada frente a un gran
itmero de patrones, especialmente los mirobolanes y marianas. Sélo con albaricoquero franco
) ha desarrollado incompatibilidad (AUDERGON et al., 1988). En los tltimos aios se ha
:fhprobado que con el patrdn obtenido en esta unidad, "Montizo’, no ha presentado por el
6mento problemas de roturas en la unién, sintoma de incompatibilidad, e igualmente con los
ridos de almendro x melocotonero el porcentaje de rotura es muy reducido (ERREA, 1991).
Esta variedad no ha sido utilizada como patrén franco, al no tratarse de una variedad que vaa
1a industria trasformadora de frutos, de donde frecuentemente provienen las semillas que luego
pueden ser utilizadas en cantidades grandes para la seleccién de patrones (FELIPE, 1990).

'CANINO’

Variedad de albaricoquero P.armeniaca procedente de semilla. Junto con "Moniqui’ son
_ias dos variedades mds importantes de Espada (FELIPE, 1990), con buena resistencia a al
.fnanipulacién y trasporte (GUERRIERO et al., 1988). Presenta problemas de incompatibilidad
con la mayorfa de los patrones, especialmente con miroboldn, y menos acusado con
melocotonero franco.

: Sus semillas son utilizadas como patrones francos de albaricoquero, ya que se utiliza en
1a industria. Estos patrones son compatibles con todas las variedades de albaricoquero, aunque
_deben reservarse para suelos sueltos y bien drenados, ya que tienen un sistema radicular con
'tendencia a profundizar en €l suelo cuando las condiciones de éste se lo permiten (FELIPE,

35



Introduccidn p
sy uizet’. Propaga aceptablemente por estaquilla lefiosa hecha en otofio y temprano en

emo (FELIPE, 1989).

1989).

Los francos de albaricoquero son resistentes a los nematodos Meloidogyne
Pratylenchus (CROSSA-RAYNAUD y AUDERGON, 1987) y poco resistentes a Agrobacter;
(FELIPE, 1990). Resistentes a clorosis y bastante a la sequfa (CROSSA-RAYNAUD
AUDERGON, 1987). Estos francos son sensibles a la asfixia de cuello y de la rafz,
podredumbre de cuello debida a Phyrophthora, a Armillaria y a Verricilium (FELIPE, 1989) S
propagacion vegetativa es muy dificil, por lo que comercialmente no se aplica.

"MONTIZO’

Es un ciruelo ''Pollizo de Murcia’ P. insititia perteneciente al grupo de ’ciruclos de
..imiento lento’ (San Julidn y Damas). Seleccionado en Ia Unidad de Fruticultura de Zaragoza,
_:.partir de una poblacién de semillas en 1975 (FELIPE, 1990). Parece haber heredado la
Jlivalencia de los 'Pollizos de Murcia’, ya que no muestra incompatibilidad con almendro,
'bancoquero ni melocotonero y por supuesto con ciruelo, Los pollizos en general son resistentes
1a asfixia radicular y a suelos compactos, calizos y salinos, pero son sensibles a la sequia.
Propaga bien por estaquilla lefiosa (FELIPE, 1989; MORENO, 1991), su sistema radicular no
s tan superficial como en otros “Pollizos’ por 1o que hasta los ocho afios ha emitido pocas
erpes (FELIPE, 1990). Resistente 2 nematodos del grupo Meloidogyne (PINOCHET ez al.,

990).

"MIROBOLAN 605- A.D.’ .

Es un ciruelo de “crecimiento rdpido’ (P. cerasifera Ehrh.). Procede de una seleccié
realizada en la EE de Aula Dei, aunque no ha llegado a comerzializarse, Es mds resistente a)
asfixia radicular que el albaricoquero franco, también es resistente a la caliza y a Ia sequi
(CAMBRA, 1983). Susceptible al chancro bacteriano (CROSSA- RAYNAUD y AUDERGON
1987). Tiene afinidad muy deficiente con 'Canino’ y 'Moniqu® y excelente con ’Lulze

(ERREA, 1991). Retrasa la entrada en fructificacién del albaricoquero (CAMBRA, 1983).
| 'PUEBLA DE SOTO-101-AD’

'MIROBOLAN-B-E.M..’ Es un clon del ciruelo *’Pollizo de Murcia’ P. insititia , ciruelo de crecimiento lento.
'Seleccionado en la EE de Aula Dei, a partir de una poblacién de sierpes recogida en diferentes
‘localidades de Ia regién de Murcia (CAMBRA, 1979). Tiene compatibilidad generalizada con
:_5"'albalicoquero, almendro, melocotonero y nectarina (CAMBRA, 1983). La propagacién por
;'estaquilla lefiosa es mediocre (FELIPE, 1989). Actualmente se propaga aceptablemente mediante
“cultivo *in vitro'. EIl sistema radicular es superficial y serpea bastante (CAMBRA, 1979;

‘FELIPE, 1989; MORENO, 1991).

También es un ciruelo de 'crecimiento rdpido’ (P.cerasifera Ehrh.) Seleccionado en
estacién inglesa de East Malling (Reino Unido). Patrén muy utilizado para albaricoquero, n
retrasa la maduracin, propiedad muy importante en variedades muy productivas (FELIPE
1989). Es moderadamente resistente a Verticilliun, a Phytophthora y al chancro bacteriano de
cuello (CROSSA-RAYNAUD y AUDERGON, 1987), relativamente resistente a la  sequia
Sensible a los nematodos M. incognita, M. javanica y P. vuinus, asi como a Armillaria
Agrobacterium. Es compatible con los ciruelos europeos y japoneses, pero incompatible con
melocotonero y el almendro y algunas variedades de albaricoquero, entre las que se encuentxéﬁ
"Moniqui’, *Canino’, etc (HERRERO, 1969; FELIPE, 1990), siendo su compatibilidad excelente
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’INRA- REINA CLAUDIA-1380° 'MIROBOLAN INRA GF 37’

Hibrido de P. cerasifera Ehrh. x P. salicina Lindl. Seleccién procedente de la estacién
1a Gran Ferrade (Francia). Vegeta bien en suelos superficiales, calizos y secos (BERNHARD
UQUERNE, 1961). Susceptible 2 la asfixia de raices (FELIPE, 1989) y menos resistente
| clorosis gue el albaricoquero franco (CAMBRA, 1983). M4s vigoroso que los miroboldn
@ERN‘HARD y DUQUERNE, 1961). Su comportamiento con *Canino’ es bastante irregular
(HERRERO, 1969), mostrando mejor afinidad que el resto de los mirobolanes.

Es un P. domestica. Clon de Reina Claudia, *ciruelo de crecimiento lento’. Seleccion:
por la estacidn francesa de La Gran Ferrade. Su morfologia se corresponde con el grupo
variedades 'Reina Claudia’. Es moderadamente resistente a Vem’ciﬂimn, Agrobacterium
clorosis (CROSSA- RAYNAUD y AUDERGON, 1987). Es muy compatible con muchas de.
variedades de albaricoquero que son poco compatibles con otros cituelos: 'Canino’; ¢
(FELIPE, 1989; CAMBRA, 1983). El mejor sistema de propagacion es por acodo de tallo y
por estaquilla lefiosa, (FELIPE, 1989).

'MYRANDIER 617
*CACHIRULO?
Hibrido de P. cerasifera Ehrh. x P, amygdalus Batsch. Seleccién proveniente de
‘rancia, de 1a estacion del INRA de Montfavet. Resultado de una serie de polinizacion libre de
Miroboldn P.2023 en medio de parcelas de almendro (GRASSELLY y OLIVIER, 1988). Esta
sélecciéu tiene un comportamiento interesante. En general este tipo de hibridos son resistentes
| 1a clorosis y sensibles a Agrobacrerium (GRASSELLY y OLIVIER, 1987). Resultan
incompatibles como patron con las variedades de almendro que son incompatibles con ciruelo
miroboldn (GRASSELLY y OLIVIER, 1988).

Hibrido de almendro x melocotonero, P. amygdalus Batsch. x P. persica L. Batsc
Clon procedente de una seleccién llevada a cabo en la Unidad de Fruticultura del S.LA., de
polinizacién dirigida de flores del almendro *Belle d’Aurons’ con polen del melocoton
"Rutgers Red leaf’. El cardcter “hoja roja’ , es un cardcter morfol6gico diferencial de interés
con vistas a vivero, lo que ha llevado a la bisqueda de patrones que presenten esta propiedad
Es un clon que se encuentra en fase de seleccidn, tanto por su facilidad de propagacién co
por sus caracteres agrondmicos y morfoldgicos (FELIPE, 1989).

P. tomentosa Thunb,
'BALONES’
Especie perteneciente a 1a seccidn Microcerasus Webb, también ha sido descrita como
Cerasus tomentosa Wall., y P. rrichocarpa Bge. Es una especie de cerezo silvestre, originario
e China, Japén vy la cordillera del Himalaya. Se ha observado su resistencia a nemdtodos
(MARULL, 1992).

Hibrido de almendro x melocotonero, P. amygdalus Batsch. x P. persica (L.) Batsch
Es un clon procedente de Murcia seleccionado a partir de una poblacién de hibridack
espontdnea (RODRIGUEZ-NAVARROQ, 1983),
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1. INTERACCION POLEN-PISTILO.

1.1 INTRODUCCION

1.1.1. La flor en el Género Primues L.

- El género Prunus L. pertenece a la familia Rosdceas, y se caracteriza por poseer flores
general hermafroditas con un cdliz gamosépalo de 5 sépalos, corola de 5 pétalos blancos o
n'diferentes tonalidades rosdceas y una media de 25 a 30 estambres insertos en el borde de
reoepﬁculo floral que tiene forma de copa, en general poco profindo y en el que se inserta

La fase haploide o gametofitica del ciclo vital de las angiospermas queda reducida al
interior de su flor, mientras que en las plantas inferiores adquiere una gran importancia. Esta
ase haploide comienza después de la meiosis y consiste en el grano de polen, del que procede
tubo polfnico, y en 1a ovocélula. Tras el crecimiento del tubo polinico por el estilo y su
trada en el saco embrionario, donde se produce la fecundacion, se inicia la fase diploide o
sj;omﬁ’tica con la formacién del embridn que al final de su desarroilo da lﬁgar a una semilla,
cual puede dar origen a una planta que en sus flores, tras las divisiones meidticas, dard lugar
ﬁna nueva fase gametofitica. La fase gametofitica es de especial impbztancia pues centra todos
procesos de la fecundacidn, especialmente en las plantas cultivadas por sus frutos. En el
oceso de Ia fecundacidn adquiere una importancia especifica la interaccion polen-pistilo, que
tiene lugar en la denominada fase progdmica, definida como ¢l tiempo que transcurre desde la
polinizacién hasta la fecundacién y en la que tiene lugar esta interaccién entre los tejidos
femeninos y masculinos (HESLOP-HARRISON y HESLOP-HARRISON, 1975). En esta fase
-ponen de manifiesto las relaciones de compatibilidad o incompatibilidad en el caso de que
ya barreras prezigéticas que impidan la fecundacién, determinando como consecuencia la
ausencia de una semilla o el desarrollo normal del fruto. Estos procesos ponen en evidencia que
1 polinizacidn es un proceso vital para la supervivencia de las plantas. En los cultivos fruticolas
a cosecha comercial depende muchas veces de una polinizacién eficaz.
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1.1.2, Grano de polen. ER ef al., 1976).

La viabilidad del polen puede ensayarse “in vivo" o "in vitro". Los métodos utilizados
smprobar 12 viabilidad "in vitro" comprenden la germinacién en gota suspendida, el
‘de manchas, el ensayo de pocillo, el ensayo de agar o sacarosa y el soporte de membrana
ANLEY y LINSKENS, 1974). El método mas ficil para la observacidn "in vivo" de la
erminacion s la técnica de fluorescencia (LINSKENS y ESSER, 1957). Posteriormente se
tollé otro método basado también en la reaccién de fluorescencia como es la téenica
._ gica de reaccién fluorocromdtica (FCR) de HESLOP-HARRISON y HESLOP-HARRISON
) Este método, aunque rdpido, es destructivo y los granos de polen no pueden ser
os para la fecundacién. Otro método es el de la resonancia magnética nuclear (RMN)

UMAS et al. 1983).

El grano de polen se forma dentro de las anteras, donde se desarrolla Ia
gametofitica masculina. Las células madres del polen, tras una divisién meidtica, dan Iu
cuatro microsporas haploides, que despues de una divisién mitética originan el nicleo veg '
y el micleo generativo del grano de polen. El nidcleo generativo sufre otra divisién mité#
dando lugar a las dos espermitidas o gametos masculinos; esta divisién puede tener lugar en
grano de polen antes de germinar o una vez iniciado el crecimiento del tubo polinico, fo
diferencia las especies de polen trinucleado o binucleado. El genero Prunus posee polen del "
binucleado.

El tubo polinico es el camino de progresién de los dos gametos masculinos
espermdtidas al saco embrionario para que se lleve a cabo la doble fecundacién (KNOX, 198

El gametofito masculino haploide es simple, pero su objetivo funcional demanda una considei-é__b Durante €l periodo final de la maduracién en la antera, el grano de polen, junto con el

» de las tecas, se deshidrata (STANLEY y LINSKENS, 1974). Sin embargo, el grano de
{' :debe rehidratarse para poder ser capaz de germinar, fendmeno que tiene lugar cuando
alcanza la superficie del estigma (HESLOP-HARRISON, 1987).

sofisticacion fisiolégica que se expresa en un complejo de adaptaciones asociadas, cu
conocimiento es indispensable para la comprensién de su funcién: interacciones con el estig
y el estilo, germinacién, nutricién y crecimiento (HESLOP-HARRISON, 1987).

Los granos de polen poseen protefnas extracelulares en las capas que forman su
ltura: en la capa interna de celulosa, llamada intina, y en la cayidad de la capa externa,
exina (MATTSON et al, 1974). La germinacién se produce cuando se emite el tubo polinico
mo una prolongacién de la intina (CRESTI er al., 1977) que se adentra en la cuticula del
estlgma (HESLOP-HARRISON, 1977). La adhesidn del grano de polen al estigma implica tanto
intercepcidn del polen como la subsiguiente formacidn de lazos de unién entre moléculas del
len con molécuias del estigma (KNOX, 1984).

Todos los aspectos relacionados con la produccidn de polen, asi como los relativos
mantenimiento de su calidad y conservacién (LINSKENS, 1974) son importantes en todos |
estudios que impliquen la fecundacion y por ende el cuajado de una especie. A este respecto'.:'
cuestiones de interés la mayor o menor produccién de polen por las distintas especim;.-.
cantidad de polen que puede depositarse sobre los estigmas (WEINBAUN ef al., 1986) y
porcentaje de estos granos de polen que germina sobre el estigma de una flor. |

Quizds el aspecto mas importante sea 1a viabilidad, concepto que hace referencia a
capacidad para vivir o continuar desarroildndose (RIEGER et al., 1976), asi como también
competencia entre individuos de una poblacion determinada para liberar los gametos masculin L.1L.3. Pistilo y receptividad del estigma.
en el saco embrionario (HESLOP-HARRISON ez al., 1984), concepto diferente de la fertilida
que se define como una medida de Ia abilidad de un individuo para producir descendencia viab

y de la esterilidad, igualmente una medida de la capacidad de producir gametos anormal

El pistilo, érgano femenino de la planta, estd compuesto por tres elementos: el estigma

actia como soporte para la recepcién del polen y su germinacion; el estilo, por donde crece
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el tubo polinico; y el ovario, que contiene el 6vulo donde tiene lugar la gametogénesis femen receptividad depende tanto del momento preciso en el desarrollo del estigma como de la
: ficie Teceptiva. La aparicién de glicoproteinas, proteinas 8, en el estigma coincide con
ﬁerfodo de receptividad (ROBERTS y DICKINSON, 1981}, lo que debe coincidir también
‘1a presencia de glicoproteinas del grupo de las lectinas en el grano de polen (GAUDE ef
i 983). También sc han obscrvado en este periodo secreciones con actividad enzimdtica,
especial con actividad esterasa y dcido fosfatasa CIESLOP-HARRISON, 1977; HESL.OP-
HARRISON y HESLOP-HARRISON, 1981), actividad que sirve de marcador para el drea

receptiva (MATTSON er al., 1974).

y la fecundacién, y que ademas sostienc el desarrollo de los estados tempranos del nug
esporofito y el embrién. o

El estigma de la rosdceas es de tipo hiimedo, por lo que su superficie se encuen
recubierta por un exudado (HESLOP-HARRISON, 1975). La composicién del exudado ha s
estudiado en algunas especies y consiste en lipidos, compuestos fendlicos, carbohidratos y a
(HESLOP-HARRISON y SHIVANA, 1977). La funcién del exudado es variada (KNOX, 198
desde controlar 1a adhesion del polen a través de un balance osmético, proteger al plshlo
infecciones bacterianas y de la deshidratacién de la cuticula, hasta servir de nutricién al gmn
de polen y al tubo polfnico (HERRERO y DICKINSON, 1980). La adhesién del grano de po
se lleva a cabo por unas protefnas arabinogalactanas (DUMAS et al., 1985).

También en los sistemas de incompatibilidad gametofitica del género Prunus, como en
0, se han identificado diferentes antigenos; uno de ellos se ha llamado antigeno S, que se
comprobado que sélo estd presente justo antes de la eclosién (CLARKE ez al., 1981) en el
odo de receptividad del pistilo, y que no se encuentra en ninguna otra estructura de la flor,
antfgeno es capaz de inhibir el crecimiento de los tubos polinicos de los granos de polen
donde es extraido (WILLIAMS er al., 1986). Otro antigeno ha sido llamado P y se ha
etectado en estilos de albaricoquero, melocotonero y peral (DUMAS ez al., 1985), aunque de

Tras la llegada del grano de polen al estigma se produce su hidratacién y posteriorme
la reaccidn de reconocimiento de las protefnas de compatibilidad, llamadas protefnas S se,
el modelo propuesto por LEWIS (1960). En el caso de que exista incompatibilidad, el rech

puede tener lugar en la superficie del estigma antes de la formacién del tubo polinico o en romento se desconoce su funcidn. Posteriormente se han identificado otras proteinas en el estilo

estilo durante 1a progresidn del tubo polinico. En el primer caso, el sistema de incompatibili 2 algunas Solandceas asociadas con el sistema de incompatibilidad gametofitico (MAU er al,,

es esporofitico y las proteinas estdn localizadas en la cubierta polinica y en la superficie
estigma (KNOX y HESLOP-HARRISON, 1969) y posiblemente algunas protefnas  so:

precursores de enzimas como la cutinasa, que es activada por un factor de la secrecidn El perfodo de receptividad del estigma varfa segin las especies desde unas horas a

varios dfas: en los distintos frutales se han indicado 7 dfas en peral (BINI y BELLINI, 1971);
en cerezo (TOYAMA, 1980, MARTINEZ-TELLEZ y CROSSA-RAYNAUD, 1982); 5 en
albaricoquero (TOYAMA, 1980, MARTINEZ-TELLEZ y CROSSA-RAYNAUD, 1982; PEREZ
MOORE, 1985), 5-6 dfas en melocotonero (PEREZ y MOORE, 1985) y hasta 12 dfas en
guna variedad de melocotonero (TOYAMA, 1980) y en el olivo (BINI, 1984). Los pardmetros
ue condicionan la receptividad son la temperatura y Ia humedad.

estigma y que se almacena en el mismo durante su maduracién para formar un enzima act
(HESLOP-HARRISON, 1977). En Crocus el grano de polen contiene en su exudado var
hidrolasas dcidas pero son incapaces de romper por si solas la pared del estigma por lo que
tubo polinico no penetra, y ha de ser con la ayuda de los precursores que la cuticula
estigma se rompa y que ¢l tubo polinico pueda crecer entre las células hacia el estilo (HESLO
HARRISON, 1987). En el segundo caso de rechazo en el estilo, se tata del sis

gametofitico, en el cual las proteinas S son sintetizadas por el micleo vegetativo del polen
El estilo de las Rosdceas es de tipo cerrado o sélido (RNOX, 1984) y a través de €sie

Pasa ¢l tubo de polen hacia el ovario, creciendo entre los espacios intercelulares. En estos estilos

forma parte del gametofito.

Para que se produzca la germinacién es preciso que ¢l estigma se encuentre recepti terrados se han identificado dos zonas en el camino del tubo hasta el ovario, una zona
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estigmadtica glandular o cuello que da paso al tejido transmisor del estilo (DUMAS, 1974).

1.1.4. Interacciones en el estigma.

Cuando el polen contacta con el estigma puede tener lugar su aceptacién o su Ieché_io
produciéndose entonces la reaccién de compatibilidad o de incompatibilidad (HESLO
HARRISON, 1975). Cuando el polen compatible toma contacto con ¢l estigma, rdpidamente
absorbe agua del exudado del estigma; por el contrario, el polen incompatible no consi; .
hidratarse (HESLOP-HARRISON y SHIVANA, 1977; DUMAS et al., 1983). |

En el caso de que se produzca su aceptacién los granos de polen germinan y emiten el
tubo polinico que atraviesa la membrana estigmética y continia su crecimiento por el estil
hasta que algunos penetran en el ovario y uno de ellos fecunda el dvulo. En el caso de que se
produzca su rechazo, los granos de polen no se adhieren o no se hidratan y no emiten tubo
potinico. Puede darse el caso de que el grano de polen emita un tubo polfnico que paseal
estilo, produciéndose aqui el rechazo con la detencién del crecimiento del tubo polinico.

Generalmente, las especies de estigma seco manifiestan incompatibilidad de t1po
esporofitico. En este caso los productos de naturaleza protefnica se forman en el tapetum y se
afiaden a la exina del grano de polen (HESLOP-HARRISON e al., 1973). Estos productos se
establecen libremente en el estigma y estdn envueltos en una reaccién complementaria (VAN
WENT y WILLENSE, 1984; MATTSON et al. 1974). Los tubos incompatibles se paran despues
de que sus dpices tomen contacto con las papilas del estigma (HESLOP-HARRISON, 1978). El
origen del dpice polinico proviene de la intina del grano de polen, con un componcnté.:
microfibrilar de celulosa que es 1a pared primaria de Ia celula somdtica (LINSKENS, 1976).

Los casos de incompatibilidad gametofitica suelen estar relacionados con especies de
estigma himedo (VAN WENT y WILLENSE, 1984), como es el caso del género Prunus. En
este tipo de incompatibilidad, los productos implicados en su manifestacién se forman en eI':_
polen durante su desarrollo y se almacenan en la intina (KNOX y HESLOP-HARRISON, 1969;.
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HESLOP-HARRISON et al., 1973) y se secretan durante la polinizacion en el estigma, donde

guan inmediatamente después de la polinizacién.

HESLOP-HARRISON (1987) atribuye tres funciones a la intina durante la germinacidn:

¢l control de las aperturas de germinacién (colpus), el ser fuente de enzimas y otras protefnas
que son tranferidas a la superficie del estigma durante la germinaci6n y actuar de progenitor de
fa pared del tubo polini¢o. Las aperturas germinales se ponen de manifiesto al hidratarse. Las
sustancias de reconocimiento del estigma son las que determinan la reaccién de compatibilidad
e incompatibilidad (KNOX er al., 1972). Estas mismas sustancias de reconocimiento estarfan
unphcadas en los cruzamientos tanto intraespecificos como interespecificos en Populus, en los
que la reaccién de incompatibilidad es de tipo esporofitico (KNOX ez al., 1972).

Estas protefnas tienen otras funciones, como indica la presencia de enzimas y alérgenos

_(KNOX, 1984). En el melocotonero, a los 30 segundos se produce una difusion de proteinas
" de 1a exina alrededor del grano de polen y a los 2 minutos lo hacen las de la intina, que fluyen
" por el colpus. Este debe ser el comportamiento general en el género Prunus , sin que el hecho
de que el melocotonero sea autocompatible influya en el tipo de proteinas que se difunden, ya
que estas proteinas no parecen tener ninguna funcion en las relaciones de cpmpatibi]idad, sino

que tendrfan un papel mas general en el proceso de adhesidn y en el contacto con el estigma
- (ARBEOLA y HERRERO, 1987).

El crecimiento del grano de polen en el estigma es muy similar al crecimiento "in vitro®,
ya que en una primera fase este crecimiento se realiza de forma autétrofa a expensas de las
reservas del grano de polen (HERRERO y DICKINSON, 1979; MULCAHY y MULCAHY,
1983).

1.1.5. Interacciones en el estilo.

Después de atravesar el estigma el crecimiento de los tubos polfnicos se produce 2
través del tejido transmisor del estilo. En el espacio intercelular del tejido transmisor de .los
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1@ transmisor (HERRERO y DICKINSON, 1979); igualmente Ia polinizacién, tanto de polen
;;faﬁble como incompatible, estimularia la produccion de un mecanismo direccional en el
i 0 que guiaria los tubos polinicos hacia ef ovario (MULCAHY y MULCAHY, 1987).

Introduccidn Interaccidn Polen

estilos sélidos, se acumula el exudado tanto de las células estigmdticas como de las cél
secretoras estilares (KNOX, 1984) y a su través van creciendo los tubos polfnicos
‘ovario para llevar a cabo eventualmente la fecundacion del 6vulo.

En los cruzamientos incompatibles el tubo polinico detiene su crecimiento en el estilo
(HESLOP-HARRISON, 1975; DE NB‘I'TANCOURT; 1977, HERRERQ y DICKINSON, 1979).
Fsto parece deberse a la interrupcion en la sintesis de protefnas (DE NETTANCOURT et al.,
1973). En Petunia se ha observado que los granos de polen incompatibles tienen un efecto
smérgloo y ayudan a crecer a los granos de polen compatibles (HERRERO y DICKINSON,
1980), pero los tubos compatibles alcanzan una velocidad mayor que los incompatibles, Estas
ferencxas en desarrollo estdn asociadas a cambios estructurales y fisiolégicos (HERRERO y
DICKINSON, 1981).

En el interior del tubo polinico y cerca de su extremo se forman unas vest
probablemente esenciales para su crecimiento. Unas vesfculas presumiblemente se
depositando sobre la pared del tubo polinico para promover asf su crecimiento al favoreber
sfntesis de su pared (ROSEN, 1964, citado por STANLEY y LINSKENS, 1974), mientras
otras vesiculas estarfan implicadas en ¢! mecanismo de crecimiento del dpice (CRESTI et
1977).

Uno de los componentes de la pared del tubo polinico son las placas de callo:
componente no fibrilar, que se van sintetizando a medida de que va creciendo, fenémeno
fue descrito por primera vez en 1889 por MANGIN (HESLOP-HARRISON, 1987). Las p
de callosa empiezan a formarse cuando el tubo polfnico pasa de ser autétrofo, crecien
expensas de sus propias reservas, a ser heterétrofo (HERRERO y DICKINSON, 1980).

En muchas especies se ha observado una expresién morfolégica de la incompatibilidad
Jue es el engrosamiento del extremo de los tubos polinicos (ROY, 1938; DE NETTANCOURT
et al., 1973; SOCIAS i COMPANY e¢r al., 1976; WILLIAMS et al., 1982).

DE NETTANCOURT ez al., (1973) observaron en cruzamientos de Lycopersicum
peruvianum que la respuesta de incompatibilidad se localiza en la pared del tubo polfnico y
sefialaron unas arrugas seguidas de la destruccidn de la pared intema,_ indicando que existe una
semejanza entre esta descarga y la que se produce en la sinérgida. Las paredes de los tubos
polinicos incompatibles en Lycopersicun son mas delgadas y por la forma del reticulo
ndopldsmico parece que la sintesis de protefnas estd inhibida (DE NETTANCOURT er al.,
974). También se ha observado una diferencia en la sintesis de RNA entre tubos compatibles
incompatibles (CAMPBELL y ASCHER, 1975).

Las acumulaciones de callosa son mas numerosas en lo que BHATTACHAJY
LINSKENS (1955) han denominado zona de interferencia; estos depdsitos de callosa v
disminuyendo hasta casi desaparecer a nivel del ovario y se observan débilmente en la
(MARTINEZ-TELLEZ y CROSSA-RAYNAUD, 1982; TISNE-AGOSTINI y ORSINI, 1990)

Los tubos polfnicos crecen a expensas de las reservas de almidén que se van sinteti
a lo largo del estilo, asi como de otros elementos, como el calcio (MASCARENHAS, 197'5)
aunque posteriormente no se haya observado un gradiente de calcio a lo largo del pmnlo

tambi€n se ha observado un papel activo del boro (ROSEN, 1964; HESLOP-HARRISON, 198?__)
La velocidad de crecimiento de los tubos polinicos es muy variable, dependiendo

¢specialmente de la temperatura, aunque parece ser bastante constante en las diferentes especies;
“en ¢l género Prunus se ha visto que los tubos polinicos tienen velocidades de crecimiento
similares a las observadas "in vitro® (PEREZ y MOORE, 1985). La velocidad de los tubos

En los cruzamientos compatibles se ha observado que el estilo tiene un papel
quimiotréfico (ROSEN, 1964), asf como un trofismo mecdnico (TILTON y HORNER, 1980

El simple hecho de la polinizacién estimula en algunas especies la sintesis de almidén en"f_ ;5 incompatibles parece depender en parte del propio polen, ya que se han sefialado diferencias
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Para ello el grano de polen ha de ser transferido al sitio correcto en ei estigma. Esto no

Introduccién Interaccidn_ Polen-Pj:

inherentes a la especie polinizadora (PEREZ y MOORE, 1985). En términos generales la parady _
problema en las plantas que tienen un estigma grande como Lycopersicum (GRADZIEL y
) INSON, 1989), aungue en algunas especies el drea receptiva es muy pequefia y hay que
ositar el polen en 1a parte correcta del estigma (AHMAD y SLINKARD, 1991). La posicién
'1- tamanio del 4rea receptiva puede ser determinada aplicando una apropiada tincién como la
Azul de Comassie que tifie las proteinas del drea receptiva (FISHER, 1968). También el
ha de ser transferido en el momento exacto en ¢l que el estigma sea receptivo. En las
especies de Prunus estudiadas este perfodo comprende entre 5 y 8 dias (MARTINEZ-TELLEZ
ROSSA-RAYNAUD, 1982). El polen debe hidratarse correctamente una vez rota la cuticula
del estigma. Una humedad relativa alta ayuda a la germinacién del polen incompatible tanto "in
vivo" (GALLETTA, 1983) como "in vitro” (LIU er al., 1992), Una concentracidn elevada de
Ca es importante, pero los requerimientos difieren para cada especie (MASCARENHAS, 1975).

del crecimiento de los tubos polinicos incompatibles tienen lugar en el tercio medio del es
aunque se¢ han seﬁaladb diferencias segin se trate de especies diploides o hexaploides (AFIR
1933). Asi se ha sefialado en el primer tercio del estilo en clementinas (TISNE-AGOSTINJ
ORSINI, 1990), en la primera mitad del estilo en Prunus (ROY, 1938; COYLE, 1982; PEREZ
y MOORE, 1985), o en la mitad del estilo en Capsicum (ZULSTRA et al., 1991). |

En relacidn con las reacciones de incompatibilidad se ha apuntado que los produétos'd’
la exina dominan en los sistemas esporofiticos y los de la intina actian en los sis
gametofiticos con inhibicién estigmdtica, aunque en las plantas con inhibicién estilar, no estg
claro (HESLOP-HARRISON er al., 1973).

Consideracién aparte merece la incompatibilidad interespecifica, en la que no se
desarrollado estudios moleculares de este tipo para aclarar este concepto. DE NETTAN COU:R_;;_
(1977) describe los dos modelos que explican el sitio de inhibicién interespecifica similar al d
la autoincompatibilidad. Segiin Ia teorfa de PANDEY (1969) ambas clases de incompatibilida

La utilizacién de una mezcla de polen compatible muerto de la especie que se va a
ﬁoljnizar, llamado polen mentor o de reconocimiento, con polen incompatible de la especie
extrafia puede ayudar a la germinacidn del polen extrafio. Esta técnica fué utilizada por primera
vez por MICHURIN (1948) y ha sido eficaz en chopos para superar la barrera de la
incompatibilidad interespecifica (KNOX er al, 1972). En Malus se quebré la
antoincompatibilidad inactivando el polen con metanol, aunque no se consiguié el mismo
resultado en hibridos interespecificos de Pyrus, en los que el polen fue irradiado (STETTLER
y AGER, 1984). Una segunda polinizacién con polen oompatlble ha sido utilizada en

son efectos plejotrdpicos del gen S, con dos reacciones diferentes: una especificidad que control
la incompatibilidad interespecifica y una secundaria que controla la autoincompatibilidad
incluso la segunda puede cambiar sin alterar Ia primera. La teorfa de HOGENBOON (1973

hace referencia a la incongruencia, segiin la cual la reaccién estd determinada por genes barre_,fa

del estilo y genes penetracion del polen.
cruzamientos interespecificos en el género Solanum, después de una primera polinizacién con
polen incompatible, para estimular la fecundacién y el desarrollo del fruto (WANAGA et al.,
1.1.6. Barreras y Técnicas.
Cuando se realizan hibridaciones hay que tener en cuentz una serie de factores que La polinizacién “in vitto" ha sido otro método utilizado para superar la
aseguren que una vez realizada la polinizacidn el grano de polen germine y supere los cstadé::
estilares para llegar a realizar la fecundacion del évulo. En el caso de hibridaciones
incompatibles el uso de determinadas técnicas puede ayudar a superar algunas de las ban'elas

+ fue mayor después de la polinizacién cruzada en la flores polinizadas "in vitro" que "in situ"
| (LEDUC e al., 1990). También se ha utilizado para la fecundacién interespecifica en
Gossypium (LIU et al., 1992) utilizando 5 tipos de medios: germinacidn, fecundacidn, desarrollo
" de embrién, etc. y en Lilium (VAN TUYL, er al., 1991).

presentes desde que se produce la germinacion hasta la fecundacién, pasando por el crecimiento
del tubo polinico hasta el ovario.
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del estilo. Una medida ha sido usar las especies con €l pistilo mas corto como receptoras
ﬁolen. En Prunus, los cruzamientos con miroboldn, que tiene una flor pequefia, han dado
ven ndmero de hibridos interespec{ficos (GRASSELLY y OLIVIER, 1988). Otro método
do cortar el estifo y aplicar el medio de germinacién del polen en la superficie del corte
YMSEN, 1977); este método no ha dado buen resultado en Prunus (SCHMIDT, 1972), pero
Nicotiana (ZHOU et al., 1991). También se ha injertado la porcién estigmdtica
directamente en el ovario (DE NETTANCOURT, 1977, SCHIMDT, 1972). Una combinacién
.:'estos dos métodos ha dado buenos resultados para romper las barreras de incongruencia en
mmmentos interespecificos en Lilium (VAN TUYL, et al., 1991) y Allium (VAN DER VALK

al., 1991).

Introduccidn Interaceid
Otro método eficaz para superar la incompatibilidad intra e interespecifica ha sid

polinizacién de yemas porque en ellas el estigma, aunque inmaduro, se encuentra ya recep
antes de la antesis y supuestamente todavia no se han formado las proteinas de reoonomlm
que se sintetizarian sélo unas horas antes de Ia antesis (DE NETTANCOURT, 1977). Tam
se pueden superar las barreras de incompatibilidad por la polinizacién de flores senescentes
las que ya han desaparecido las proteinas de reconocimiento. Esta prdctica s¢ ha demost;
eficaz en Brassica, tanto en cruzamientos intra como interespecificos, en los que la polinizacig
de las yemas mas jovenes y las mas vigjas han dado el mayor mimero de frutos (BROWN et
1991). También en cruzamientos interespectficos entre Fagopirum, en los que se observé g
los tubos polfnicos crecen y alcanzan el saco embrionario, aunque no llega a crecer el embri¢
(SAMIMY, 1991). En el cruzamiento entre Solanum lycopersicoide:, y Lycopersicy
esculentum, en el que la incompatibilidad se muestra por una parada del crecimiento del tub
tanto en la parte superior del estilo como en la parte inferior del pistilo, esta incompatibilidz
se rompe gracias a la polinizacién de yemas (GRADZIEL y ROBINSON, 1989). .
cruzamientos entre especies de Lycopersicum se ha quebrado la incompatibilidad aplicand

1.1.7. Incongruencia y Seleccién Gametofitica.

Un obstdculo muy comiin a la hora de realizar cruzamientos interespecificos suele ser
el estigma de Lycopersicum peruvianum un medio artificial andlogo al exudado del estigma Q_ la distancia entre las especies. En determinados casos, el sentido del cruzamiento es muy
permite la germinaciéon del polen y el crecimiento del fubo en los pistilos xmmaduro . .
(GRADZIEL y ROBINSON, 1991). Sin embargo, esta préctica ha resultado negativa p_

cruzamientos en Prunus (COYLE, 1982; PEREZ y MOORE, 1985).

1mportante ya que la incompatibilidad unilateral es un mecanismo que restringe los cruzamientos
yes un fenémeno muy general en la las plantas superiores (LEWIS y CROWE, 1958; DE
'I;«IE'I'I‘ANCOURT, 1977). Existe una evidencia indirecta de que en Prunus estd presente
(COYLE, 1982; LAYNE y SHERMAN, 1986), asi como en Lycopersicum (HOGENBOON,
1972; GRADZIEL y ROBINSON, 1991). Por este fenémeno las eépecics autoincompatibles
inhiben el crecimiento del tubo polinico de las especies autocompatibles, y deben ser las
especies autoincompatibles las utilizadas como polinizadoras de las especies autocompatibles
(LEWIS y CROWE, 1958; DE NETTANCOURT, 1977). Esta evidencia es considerada por
HOGENBOON (1975) como incongruencia unilateral. La distancia taxondmica ha sido estudiada

Se ha probado que el uso de altas temperaturas puede desnaturalizar las proteinas
romper asi la autoincompatibilidad en Malus y Pyrus (DE NETTANCQURT, 1977);
aplicacién de reguladores de crecimiento puede retrasar la abscision de la flor y permitir al it
de polen alcanzar el ovario antes de que el 6vulo degenere (MLADENTSEVA, 1974, citado p
COYLE, 1982). En Rusia se han sefialado varios trabajos sobre hibridaciones interespec{_ﬁ
en Prunus, aplicando varios tratamientos al polen como luz UV, rayos X, campos eléctricos en Eucaliprus, sefialando la mdxima importancia de esta distancia en establecer ¢l aislamiento
. entre las especies (ELLIS er al., 1991), va que la severidad de las anormalidades y la
 probabilidad de la parada de los tubos en el pistilo es proporcional a la distancia taxonémica

entre las especies. Este efecto de la distancia no ha sido el mismo en otras especies como

magnéticos, que han demostrado ser eficaces para aumentar el cuajado. Parece ser que el efec
de todos estos tratamientos es el de mutar o desnaturalizar las sustancias de incompatibili'
(COYLE, 1982).

Chamaecrista fasciculata en la que el crecimento de los tubos polfnicos parece no verse afectado

También es posible romper estas barreras por medio de acortar o eliminar el paso ~ por la distancia genética o por variacién fenotipica entre los polinizadores (FENSTER y SORK,
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tejido femenino, que marca la cinética del crecimiento del tubo poifnico (HERRER
ARBELOA, 1989). Una competencia gametofitica er condiciones naturales ha sido seiiz
como unza fuente de seleccion (MULCAHY y MULCAHY, 1987). Esta competencia -

posibilidades de una seleccién como instrumento de mejora ha sido ampliamente

(HORMAZA y HERRERO, 1992).
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1988), y ademas parece no haber competicién gametofitica, sino mas bien una influencia

1.2. MATERIAL Y METODOS.

© 1.2.1. Especies polinizadoras estudiadas.

Las variedades utilizadas como polinizadoras fueron los albaricoqueros ’Canino’ y
oniqui’, (P. armeniaca); los mirobolanes clones 'Miroboldn 605° y ‘Mircboldin B’
.éra.ﬂ)“era); los hibridos ’Balones’ (P.amygdalus x P.persica)' y 'Mirandier 617
erasifera x P.amygdalus), el cirelo pollizo "Montizo’ (P.insitiric) y un clon de

fomentosa.
1.2.1.1. Extraccién del polen.

La recoleccion del polen para el estudio de la viabilidad se realizé en 1992, tanto de
ramas forzadas en invernadero, como de recogida directa de los botones florales en campo.
Debido a que algunas variedades que han se ser polinizadoras florecen mds tarde que la especie
que iba a ser polinizada, se procedi6 al forzado de las ramas en invernadero para obtener el
polen El forzado en invernadero se realizé a una temperatura de 24° C, en ramas cortadas del
mpo y puestas en un vaso de precipitados con agua. Las bases de las ramas se cortaron cada
dfa para mantenerlas frescas y el agua fue renovada diarizmente, hasta la recogida de todas las
ﬂéres. La recoleccidn de las flores en el campo se llevé a cabo antes de la antesis en flores en
estado fenoldgico D (BAGGIOLINI, 1984). En el laboratorio se procedio a eliminar la corola
y-con la ayuda de unas pinzas se separaron las anteras del filamento y se depositaron en papel.
Se dejaron secar en el laboratorio durante 1 o 2 dias a 20 °C, hasta que dehiscieron v
posteriormente se colaron a través de una malla fina de 0,26 x 0,26 mm, El polen se introdujo
eh botes de cristal herméticamente cerrados y que se guardaron en un refrigerador a 4° C,
dondc el polen se conserva en buenas condiciones. Algunas muestras s¢ conservaron €n
congelador a -20° C. El polen de ’Canino’, *Moniqui®’, "Miroboldn 605°, 'Miroboldn B’,
"Mirandier 617" y P.tomentosa se obtuvo por forzado en invernadero; ¢l polen de "Montizo’

¥ 'Balones’ se obtuvo directamente de yemas recogidas en campo.
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o como la media de granos germinados en las cinco repeticiones sobre el total observado

MEét Interaccion Polen-}

1.2.1.2. Estudio del potencial germinativo y viabilidad. |
cada variedad. Se consideraron los porcentajes medios correspondientes a cada una de las

1.2.1.2.1. Medio de coitivo.

El test utilizado para el estudio de la germinacién "in vitro” fue el de placa de agar
utilizado en estudios con polen del género Prunus (PARFITT y GANESHAN, 1989). El
de cultivo estd compuesto por una solucién de sacarosa al 15% y agar ai 1% en agua destil

1.2.1.3. Tratamiento estadistico de los datos.

Para llevar a cabo el estudio estadistico de los datos obtenidos al determinar la
viabilidad, se consideraron los porcentajes medios de los 5 portas analizados correspondientes
cada una de las variedades estudiadas como especies polinizadoras. Se realizé un andlisis de
varianza (ANOVA) de la germinacién "in vitro" tras 24 h de incubacin, para ver la
ferencia entre los cultivares y seguidamente se hizo una separacién de medias segiin el test
o Duncan de los porcentajes de germinacién de cada uno, para ver qué variedades pueden
ynsiderarse iguales desde el punto de vista de la germinacién del polen en medio artificial. Los
iveles de significacion fueron del 5% en todos los andlisis realizados. Los andlisis se
mhzaron en el programa estadistico SAS, versién 6.03, utilizando las funciones de SAS/BASIC
 PROC/GLM.

que se deposita en un porta donde se deja enfriar y solidificarse. La sacarosa aporta la fuen
de energfa metabdlica y actia de regulador osmético a esta concentracidn, y el agar apoi
hidratacién y humedad relativa necesaria para la germinacién (STANLEY y LINSKENS, 1974

1.2.1.2.2. Preparacién y siembra del polen.

El polen fue hidratado en un pocillo sobre un papel humedecido introducido en una p}aca
Petri durante una hora. Seguidamente se espolvores con un pincel sobre el porta que conti '_:

el medio de cultivo, distribuyéndolo de forma més o menos homogénea para hacer el conte
ms f4cil y obtener una densidad de siembra similar. Se sembraron 5 portas por cada variedad
y se introdujeron en cajas de ctistal para mantener una humedad relativa del 100% y evitar
rasgado del agar. Una vez realizada 1a siembra las placas se colocaron en la incubadora a 22° 1.2.2, Polinizaciones controladas en laboratorio.

en la oscuridad (PARFITT Y GANESHAN, 1989) durante 24 h,
Todos los cruzamientos fueron realizados en el laboratorio para observar mediante

microscopia de fluorescencia el crecimiento de los tubos polfnicos o su parada en el estilo.
Las flores fueron recogidas del campo en estado D, se emascularon, y se colocaron sobre una
malla o espuma de florista con el pediinculo humedecido en una bandeja con agua. Trascurridos

dfas en el laboratorio a una temperatura ambiente, se polinizaron manualmente con polen
.mparado segun el método descrito y se introdujeron en cdmara oscura a incubar 2 dos
temperaturas diferentes 12° y 22° C. Los cruzamientos se detallan numerados en numeracién
romana, atendiendo a la fecha de antesis de la especie utilizada como planta polinizada y

iferenciando los cruzamientos intraespectficos e interespecificos.

1.2.1.2.3. Observacién microscépica y conteo,

Se consideran como germinados a todos los granos cuya longitud del tubo polini
igual o superd el didmetro del grano de polen (LUZA ef al., 1987). Los campos elegidos para
el conteo contenian entre 30 y 50 granos de polen, siendo el camipo dptico de 0,314 mm’,'_l
que supone una densidad de siembra de 95 a 159 granos/mm?, Las observaciones se realizaro
en un microscopio Olympus BH-2 de luz normal. Alrededor de 200 granos de polen fueron

evaluados para cada repeticién, en cada variedad ensayada. El nivel de germinacién se h
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1.2.2.1. Cruzamientos estudiados.
Cruzamientos intraespecificos.

L. "Moniqui’ (P. armeniaca) X *Canino’ (P. armeniaca)
I, ‘’Cachirulo’ (P. amygdalus x P. persica) X ’Balones’
(P. amygdalus x P. persica)
VIL 'Miroboldn AD 605’ (P. cerasiferad) X Miroboldn B’
(P. cerasifera)
IX. 'Puebla de Soto 101'(P.insititia } X *Montizo® (P. insititia)

Cruzamientos interespecificos.

II. ’Cachirulo’ (P. amygdalus x P. persica) X (P. tomentosa)

IV. ’Mirobolin B’ (P. cerasifera) X "Moniqui® (P. armeniaca)

V. ’Cachirvlo’ (P. amygdalus x P. persica) X 'Miroboldn AD 605°
(P. cerasifera)

VI. ’Cachirulo’ (P. amygdalus x P. persica) X 'Mirandier 617°
(P. amygdalus x P. cerasifera)

VIII. "GF 31’ (P. cerasifera x P. salicina) X P. tomentosa

X. 'Reina Claudia’(P. domestica) X "Montizo® (P. insititia)

1.2.2.2. Seguimiento en laboratorio a diferentes temperaturas.

Se recogieron muestras de las flores cada 8 horas entre las flores mantenidas a 22° o
cada 24 horas entre Ias flores a 12° C hasta completar 6 muestras para cada temperatura, ya ¢
a estas temperaturas los tubos polinicos compatibles tienen el tiempo suficiente de llegar has
el ovario (WILLIAMS, 1970). Los pistilos se fijaron en una solucién de FAA (5%
formaldehido al 40%, 5% de 4cido acético glacial y 90% de alcohol al 70%). El material
fitado se mantuvo hasta su estudio a 4-5° C. Para el estudio del crecimiento de los tub
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icos las flores se lavaron tres veces con agua destilada y se pusierpn en una solucidn de

to sédico al 5% para mantenerlas en el autoclave durante 10 minutos 2 1,2 kg.cm? Este

- ento ablanda los tejidos JEFFERIES y BELCHER, 1974) y facilita Ia eliminacién de las

celulares que rodean el tejido transmisor por donde crece el tubo polinico asf como la
de protefnas de los tubos.

1.2.2.3. Observacién del tubo polinico con microscopfa de fluorescencia.

. Para la observacién del tubo polinico al microscopio de fluorescencia se procedio a la
cién del tubo polinico con una solucién de azul de anilina al 0,1%.en fosfato potdsico 0,1
&H\TSKENS y ESSER, 1957; MARTIN, 1959; KHO y BAER, 1968). Para ello se dej_amn
"plstilos en la solucién durante 1 noche, El examen de los pistilos se realizd con el estigma
{ estilo. Para la observacién al microscopio se procedic a la separacion del tejido envolvente
una aguja enmangada, dejando sélamente el tejido transmisor, para facilitar la observacion

. El método de tincidn para fluorescencia se basa en la absorcion selectiva del azul de
amlma por la callosa, depositada a lo largo de la pared del tubo. La cailosa es un polimero de
lucosa (enlace 1-3, B-D glucopiranosa), que se deposita como una delgada pelicula a lo largo
_. la pared del tubo (MARTIN, 1959). La observacidn se realizs en el microscopio con
::ﬁorescencia de luz transmitida para luz ultravioleta, con filtro excitador BG 3 y filtro
loqueador K 490,

1.2.3. Tratamiento estadistico de los datos.

Se midié la longitud alcanzada por ¢l tubo polinico mds largo, cada 24 h a una
emperatura de 12°C y cada 8 h a una temperatura de 22°C, y se expresé como porcentaje de
la longitud total del estilo (LEWIS, 1942). Asi mismo, se calculd la distancia real en mm
Tecorrida por el tubo polinico mds largo a cada temperatura en los distintos cruzamientos. Esta
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medida de la distancia real permiti6 el cdlculo de la velocidad media expresada en u po'r-.:

Para llevar a cabo el estudio estadistico de los datos, se realizé el andlisis de la
del porcentaje recorrido por el tubo polinico, en relacién a la longitud total del pistil 1.3.1. Germinacién del polen “in vitro". Viabilidad.
largo del tiempo a las dos temperaturas de incubacién y expresado como velocidad relati
' _Fl grano de polen deshidratado en Prunus tiene forma eliptica y al hidratarse se observan

para cada cruzamiento. De este modo, habiéndose comprobado que ¢l factor temperatura in colpus (Foto 1.1.a). La germinacidn del grano de polen tiene lugar en general una hora

diferencias significativas en la velocidad relativa, se realizé un andlisis de tendencias, pu spués de la siembra, cuando produce un pequefio tubo y la difusién de protefnas. Un grano

que la velocidad se comporta como una variable cuantitativa acumulativa con respecto al tier considera germinado cuando su tubo polinico tiene una longitud doble del didmetro del grano

e interesaba determinar cudl era la cinética del crecimiento de los tubos polfnicos y ver : polen.
ajustaba a una curva de 1°, 2° 6 3° grado (lineal, cuadrdtica o cibica) para cada una de

temperaturas y cada cruzamiento por separado. Los porcentajes de viabilidad variaron notablemente entre cultivares, oscilando entre

6% en el cultivar hibrido 'Balones’ y 4,06% en ¢l albaricoquero 'Canino’. A su vez éste
Para la comparacién de todos los cruzamientos se realizé un andlisis de vananza diferente significativamente con respecto al otro cultivar de albaricoquero "Moniqui’. No
‘encontraron diferencias significativas enire los porcentajes de germinacion del polen del
hibrido "Mirandier 617°, del albaricoquero 'Moniqui’, del pollizo "Montizo’ y del "Miroboldn
5°. Este ultimo si resulté estadisticamente diferente del otro "Miroboldn B’ que tuvo un
rcentaje mayor de germinacién. Por wltimo el valor del clon de P. tomentosa resultd

todos ellos para ver las diferencias significativas respecto a la velocidad relativa de los tu
polinicos. Una separacidn de medias segin el test de Duncan con un nivel de significacién
5% para indicar qué cruzamientos se pueden considerar similares desde el punto de vista d

velocidad de crecimiento de los tubos polinicos. ]
mt_éﬁnedio entre estos dos dltimos mirobolanes, Los cuadros 1.3.1.1. y 1.3.1.2, muestran los

Los andlisis se realizaron en el programa estadistico SAS, versién 6.03, utilizando _hltados del andlisis de varianza y la scparacién de medias segun el test de Duncan

funciones de SAS/BASIC y PROC/GLM. respectivamente.

CUADRO 1.3.1.1. Andlisis de la varianza de la germinacion “in vitro” del polen de 8
clones de Prunus.

FUENTE GL CM SIGNIFICACION
Cultivar 7 2631.30 0.0001"
Error 32 20.01

* = Nivel de significacion P<0.01.
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Resultados
CUADRO 1.3.1.2. Separacién segiin el test de Duncan de la germinacién del polen'
de 8 clones de Prunus. -
Variedad Viabilidad
Balones 76,56*
Miroboldn B 49,200
P.tomentosa 31,32
Miroboldn 605 21,00¢
Montizo 19,3¢°
Moniquf 18,74
Mirandier 617 17,66
Canino 4,06°

= " ]
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1.3.2. Polinizaciones en [aboratorio. Seguimiento de los tubos polinicos.

1.3.2.1. Longitud recorrida por los tubos polinicos.

Los tubos polfnicos, una vez originados por el grano de polen, van creciendo 2 lo largo
 pistilo hacia 1a base del estilo. En todos los cruzamientos examinados se pudo observar que
a temperatura de 12 °C al menos un tubo polinico habia alcanzado la base del estilo al 6°
" después de la polinizacién en la mayoria de los pistilos examinados. Al 5° dia lo habian
hecho en los cruzamientos II, V y VI con el hibrido *Cachirulo’ (Fig. 1.3.1.1.a.), X y IX con
ciruelos hexaploides (Fig. 1.3.1.3.a.) y I con el albaricoquero (Fig. 1.3.1.2.a.). Esta llegada
ge avanzé al 4° dia en los pistilos de miroboldn en los cruzamientos IV y VII (Fig. 1.3.1.2.a.).

Diferentes letras indican diferoncias significativas (P <0 05) én Is gormimacion deT polen en m

artificial.
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Los dnicos que tardaron 6 dias en alcanzar la base fueron los tubos polinicos del clon de

P.tomentosa en los cruzamientos T y VIII (Fig. 1.3.1.4.a.).

A una temperatura de 22 °C, se observaron tubos polfnicos en la base del estilo a las 48
h de 1a polinizacién, en los cruzamientos II, V, y VI con el hibrido ’Cachirulo’ (Fig.
3.1.1.b.), en el VII con el hibrido 'GF-31'(Fig. 1.3.1.4.b) en los IX y X con los ciruelos
hexaploides (Fig. 1.3.1.3.b.), y el I con el albaricoquero I (Fig. 1.3.1.2.b). El dnico que a las
48 h no habia alcanzado la base del estilo fue el cruzamiento interespecifico IH que corresponde
al hibrido *Cachirulo’ con P.zomentosa (Fig. 1.3.1.4.b.). A las 40 h después de la polinizacién

s_é observaron tubos polinicos en la base del estilo en los cruzamientos IV y VII de los dos

Los cuadros 1.2.3.1 y 1.2.3.2. muestran la longitud hasta la base del estilo en cada una
de las variedades polinizadas en cada cruzamiento y la longitud media recorrida por el tubo mds
largo para cada tiempo a una temperatura de 12°C y 22°C respectivamente.
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CUADRO 1.3.2.1.1. Longitud media recorrida por los tubos polinicos més largos

intervalos de 24 h y a una temperatura de 12°C, 10—
Longitud media del tubo polimico mds largo (inm)
Variedad Estilo Variedad 24 48 72 96 120 144 o 80
Polinizada (mm) Polinizadora h h h h h h =
: [74]
Moniqui 12 Canino 397 459 864 1079 1250 1L Y 60
@
Cachirulo 11 Balones 3.67 6.50 7.55 9.44 10.29 10. ©
Cachirulo 11 Tomentosa  1.76 3.32 4.68 3.51 5.29 ' 2 40
: o)
Mirob B 6 Moniqui 138 330 3.80 5.04 5.41 g J
Cachirulo 11  MirAD 605 2.60 ° 556 734  6.94 - 20]
Cachirulo 11 Mird 617 2.61 6.17 7.42 10.11  10.43 10,
. - . 0
| MirAD60S 7 Mirb B 2.67 5.51 7.07 7.45 7.40 7 1 5 3 4 5 6
G F 31 8 Tomentosa 226 4.4 4.63 4.15 5.96 Dias
Pde S 101 8 Montizo 1.86 5.12 6.64 7.66 7.5 7. ) . .
RCI 1380 9 Montizo 261 492 845 8.80 B8.60 8. igura 1.3.1.1.a. Crecimiento de los tubos polinicos a 122 C de los cruzamientos
"=Sin daios — - ' : ealizados en el hibrido "Cachirulo’

CUADRO 1.3.2.1.2. Longitud media recorrida por los tubos polfnicos mds largﬁ
intervalos de 8 h y una temperatura de 22°C

Longitud media del tubo polftiico mds largo (mm)

- 100

Variedad Estilo Variedad 8 16 24 32 40 48
Polinizada (mm) Polinizadora h h h h h h - o 80
Moniquf 12 Canino 220 372 547 891 1027 10.61 E X
Cachirulo 11 Balones 404 449 718 907 9.20 10.00 3 60
Cachirulo 11 Tomentosa 1.98 3.48 5.8 540 4,92 5 77 'g 40
Mir B 6  Moniqui 1.52 345 499 58 551 532 5 )
Cachirulo 11  MirAD605 4.36 474 638 869 718 753 S 20
Cachirslo 11  Mirdd 617  3.22 397 48 723 591 915 B = XV VI

ir i . . 43 7 .. 31 0
MirAD605 7  Mib B 2.51 530 643 745 747 131 5 6 o4 v 20 8
G F 31 §  Tomentosa 1.09  3.62 495 4.23 633 5.7 Horas
PdeS 101 8§  Montizo 0.87 312 62 7.00 551  8.53 , _ . .

. ' Figura 1.3.1.1.b. Crecimiento de los tubos polinicos a 222 C de los cruzamientos

RC 1380 9  Montizo 1.61 396 636 7.87 6.17  8.40

realizados en el hibrido ‘Cachirulo’
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100 | 100 P -,.Y

DI S
ke 80 ¥ 9
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0 0
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Figura 1.3.1.2.a. Crecimiento de los tubos polinicos a 122 C en el subgenero |

Figura 1.3.1.3.a. Crecimiento de los tubos polinicos a 122 C en los ciruelos
Prunophora: albaricoquero y mirobolanes. 1

rexaploides.

100

100

80 80

60 60

Longitud det Estilo
Longitud del Estilo

+| xVll +IV

B i6 24 32 40 48
Horas

Horas

Figura 1.3.1.3.b. Crecimiento de los tubos polinicos a 222 C en los ciruelos

Figura 1.3.1.2.b. Crecimiento de los tubos polinicos a 22¢ C en el subgenero
hexaploides.

Prunophora: albaricoquero y mirobolanes.
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1
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Figura 1.3.1.4.a. Crecimiento de los tubos polinicos a 122 C de

Dias

P.tomentosa en los hibridos 'Cachirulo’ y GF-31

100

-+l
<V

80

60

Longitud del Estilo

8 16

Figura 1.3.1.4.b. Crecimiento de los tubos polinicos a 22¢ C de

24

Horas

P.tomentosa en los hibridos 'Cachirulo’ y GF-31
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INACION DE POLEN Y CRECIMIENTO DE LOS TUBOS

FOTO 1.1. GERM
POLINICOS

i6n del polen de "Moniqui® en el estigma de "Miroboldn B’ con los

FOTO 1.1.a. Germinac
y la placa de callosa (flecha) a las 8hd

colpus (flechas)
Tincién de azul de anilina (219X).

espués de la polinizacion.

FOTO 1.1.b. Zona de acumulacién de placas de callosa en el primer tercio del estilo de

*Miroboldn AD 605°. Tincién de azul de anilina (219X).

osa a lo largo del

creciendo en el estilo con las placas de call
(flecha). Tincién

FOTO 1.1.c. Tubos polinicos

tejido transmisor y donde hay una reduccion de las placas de callosa

de azul de anilina (86.5X).




In i6n Polen-Pistilo

En el primer muestreo de los pistilos, a las 8 h y a las 24 h, ya se observd la formacién

de callosa en ¢l extremo del tubo polinico (Foto 1.1.2). La mayoria de los tubos
n el primer tercio del estilo en una zona en la que las acumulaciones de callosa son mas
sas (Foto 1.1.b); el niimero de tubos que crecen a partir de esta zona es mds reducido
+0 que a este nivel parece producirse un cribado de los tubos polinicos. Este fenémeno se

de manera muy similar en la mayoria de los cruzamientos. Los tubos que contimian

mbinaciones como la espiral (Foto 1.2.¢) y ciertos arrugamientos en la pared del tubo (Foto
- cnando hay muchos juntos, asi como tubos de aspecto helicoidal y con ligeros
chézones hacia el extremo del tubo. Este tipo de parada ha sido observado solamente en
'tiiﬁs del hibrido *Cachirulo’ cuando han sido polinizados con miroboldn y con el hibrido de
Bol:iu (Foto 1.2.¢). Un grupo de tubos polfnicos aicanzando la base del estilo ha sido
servado en los pistilos de *Miroboldn B’ polinizado con el albaricoquero *Moniqui’ (Foto

' CUADRO 1.3.2.1.3.: Tasa de crecimiento del tubo polinico “in vitro"mm/dia a 12°C
°C respectivamente. ‘

————rrr

Pistilo @ mm/dia

armeniacea amygdalus  cerasifera cerasifera insititia domestica
X persica X sdlicina
120---22°  12°---22° 129...22¢ 129---22°  (20---22° 120---22°
teniaca  3.97-5.47 1.58-4.99

mygdalus 3.67-7.18

2.69-6.38  2.67-6.43
osifera x 2.61-4.87

lentosa 1.76-5.82 2.26-4.95
1.86-6.22 2.61-6.36
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La longitud recorrida por los tubos polinicos en las primeras 24 h es bastante
a 22° C que a 12°C. Cuando el polen de P.armeniaca crece en su propio estilo tien
velocidad que cuando fo hace en el estilo de P.cerasifera, al igual que el polen de P. '
tiene mayor velocidad al crecer en estilos del oiro miroboldn que en P.armen;
crecimiento del polen de P.tomentosa en los dos hibridos es muy similar, siendo mayo:
en el hibrido del subgénero Amygdalus (P.persica x P.amygdalus) que en el hfbn
subgénero Prunophora, (P.cerasifera x P. salicing) mientras que a 12? C la situacién es !
El polen de P.insiritia tiene la misma velocidad de crecimiento a 22° C en pistilos de st
especie que en los de P.domestica, mientras que a 12° C es mayor en los de P.domest
los estilos del hibrido almendro x melocotonero, el polen que mayor velocidad alcanz'a‘i'é
otro hibrido de almendro x melocotonero, seguido por el de P.cergsifera con una velocid
parecida a la que tiene en su propio estilo; después lo hace con una velocidad muy sumlar
C, el hibrido de P.cerasifera x P.amygdalus y por Gltimo P.romentosa que a una temp
de 12° C crece mds lentamente que el hibrido de P.cerasifera x P.amygdalus, pero a2
hace mds rdpidamente.

1.3.2.2. Velocidad de crecimiento a lo largo del pistilo.

La velocidad expresada en u/h a las dos temperaturas se muestra en las griﬁcas"an
En todos los cruzamientos tanto intraespecificos I, II, VII y IX (Fig. 1.3.2.2,ayb, 1.:
y 1.3.2.4.a) como interespecificos III, IV, V, VI, VIIl y X (Fig. 1.3.2.1.b, 1.3.2.3. &
1.3.2.4.b, 1.3.2.5. a y b), se observa que la velocidad media en u/h es mayor a la temp
de 22°C que a la de 12° C. |

En algunos cruzamientos se aprecia una velocidad mayor durante ¢l primer dia
después de la polinizacién, como ocurre en la combinacién compatible I entre los
albaricoqueros pero se mantiene constante después de este periodo (Fig'.l‘,B'.2.2.a)f'
oscilacion media a 12° C estd entre 113,38 u/h en el cruzamiento I, entre los
albaricoqueros, seguida de 108,22 u/h en la combinacidn tambien compatible II de los
hibridos de almendro x melocotonero (Fig.1.3.2.2.b) y la minima de 44,24 u/h en

FOTO 1. 2.



FOTO 1.2. PARADA DE LOS TUBOS POLINICOS Y LLEGADA A LA BASE DEL
ESTILO

FOTO 1.2.a. Tubo polinico de P. romentosa parado en el estilo de 'Cachirulo’ con la placa

de callosa en el extremo del tubo (flecha). Tincién de azul de anilina (219X).

FOTO 1.2.b. Tubo polinico de P. tomentosa parado en el estilo de *GF-31" con forma de

balén (flecha) a las 40 h después de la polinizacién. Tincién de azul de anilina
(219X).

FOTO 1.2.c. Tubo polinico de P.tomentosa en el estilo de *GF-31" con forma de espiral
(flecha) a las 48 h después de la polinizacién. Tincién de azul de anilina (219X).

FOTO 1.2.d. Tubos polinicos de *Moniqui’ detenidos en el estilo de 'Miroboldn B’ con

arrugamientos en la pared (flecha) a los 3 dias después de la polinizacién. Tincidén
de azul de anilina (548X).

FOTO 1.2.e. Tubos polinicos de *Mirandier 617’ detenidos cerca de la base del estilo
"Cachirulo’ con ligeros hinchamientos en la pared del tubo cerca del extremo (flecha)

al 6° dia después de la polinizacién. Tincién de azul de anilina (219X).

FOTO 1.2.f. Tubos polinicos de 'Moniqui’ en la base del estilo de 'Mirobolén B’ a la 62

semana después de la polinizacién. Tincidn de azul de anilina (219X).




Interaccién Polen-Pistilo

jento interespectfico IV de mirobolédn x albaricoquero (Fig.1.3.2.1.b) y de 55,54 p/h en
bién cruzamiento interespectfico I (Fig.1.3.2.5.a) *Cachirulo’ x P.tomeniosa.

A 22° C la velocidad es menos constante, siendo en general mayor a las 8 h en casi todos
ruzamientos, excepto en los cruzamientos IX y X con los ciruelos hexaploides en los que
velocidad media es mayor a las 24 y 32 h despuéé de la polinizacién (Fig. 1.3.2.4. 2 y b).
Hsta velocidad media oscila desde 301,20 p/h en el cruzamiento compatible II, entre los dos
'i‘idos de almendro x melocotonero, seguida por 248,66 u/h del cruzamiento I, entre los dos
albancoquems (Fig.1.3.2.2.a) y por una minima de 163,18 w/h en el cruzamiento
mterespemﬁco VIII de *GF-31" x P.tomentosa (Fig.1.3.2.5.b), seguido por una velocidad media
170,54 u/h en el cruzamiento IV (Fig.1.3.2.1.b), también interespecifico entre miroboldn

baricoquero.

Las mayores velocidades medias coinciden con dos cruzamientos compatibles I y Il y la
menor en cruzamientos interespecificos, IV, 1l y VIII a ambas temperaturas, excepto en los
éfr'uzamientos IX y X, pues en el cruzamiento interespecifico X la v_elbcidad €3 mayor que en
¢l intraespecifico IX. También la velocidad media en el cruzamiento intraespectfico TX entre
os ciruelos hexaploides es menor que en el cruzamiento intraespecifico VII entre los dos
mirobolanes (Cuadro 1.3.2.2.1).

CUADRO 1.3.2.2.1. Velocidad media (us/h) en los 10 cruzamientos a dos temperaturas
T,(12°C) y T, (22°C).

1 14 i) v v ¥1 VI VI X X
1138 0822 35.54 4.4 [ 2244 [ELR BS 2 62 19 nea 949
248.56 .o 181.41 170,54 7975 389 191 88 183.18 178.43 Hag
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micras/h micras/h

1122l

350 (]
300 |

250
200
150
100

- 300

1/8 216 324 4/32 5/40
dias/horas

1/8 2/16 3/24 432 5/40 6/48
dias/horas

Figura 1,3.2.1.a. Velocidad de los tubos polinicos en el cruzamiento mtraes

. : . e e i
VII: Mirobolan 605 x Mirobolin B gura 1.3.2.2.a. Velocidad de los tubos polinicos en el cruzamiento intraespeciiico

Moniqui x Canino

350 ('] 500
300 500
250 | 200
200
| 300
150
100 200 .
50 100}
0

1/8 2/16 3/24 4/32 5/40 6/48
dias/horas

1/8 216 3/24  4/32

dias/horas

Figura 1.3.2.1.b. Velocidad de los tubos polinicos en el cruzamiento mterespeClﬂ
[V: Miroboldn B x Moniqui

5/40

Figura 1.3.2.2.b. Velocidad de los tubos polinicos en el cruzamiento intraespecifico
I1: Cachirulo x Balones
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dos Interaccién Polen-Pistilo

micras /h
500 250
400| 200
300 150
200 100
100 50
0 0

1/8 2/16 3/24 432 5/40 -~ 6/48
dias/horas

3/24 4/32 5/40 €48
dias/horas

gura 1.3.2.4.a. Velocidad de los tubos polinicos en el cruzamiento intraespecifico

Figura 1.3.2.3.a. Velocidad de los tubos polinicos en el cruzamiento mterespcqﬁ .
X: Puebla de Soto x Montizo

V: Cachirulo x Mirobolédn 605

micras/h micras/h
600 300 / ________ S Y ... S B=128C .
500 250
400 200
300! 180
200 100
100 50/ | |

ol == — =
1/8 2/16 3/24 4/32 5/40 6/48 1/8 2/16 324 4/32 8/40
dias/horas dias/horas

Figura 1.3.2.3.b. Velocidad de los tubos polinicos en el cruzamiento interespe

Fi b. ' tubos polinicos en el cruzamiento interespecifico
VI: Cachirulo x Mirandier 617 igura 1.3.2.4.b. Velocidad de los tubos p

X: Reina Claudia x Montizo
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Interaccién Polen-Pistilo
-3, Cinética de crecimiento de los tubos polfnicos.
micras/h

Excepto en los cruzamientos III, V, y VIII imterespecificos y ¢l cruzamiento VII
fico, el andlisis de varianza (Cuadro 1.3.2.3.1), muestra una diferencia significativa

las dos temperaturas. En los cruzamientos intraespec{ficos I (entre los dos albaricoqueros),
IX :.(entte los dos pollizos) se aprecia esta diferencia; igualmente significativa aparece en los
mientos en los que hay implicados dos hibridos interespecificos como especie
-'hﬁizadora: I (entre fos dos hibridos almendro x melocotonero) y VI (entre el hibrido
idro x melocotonero y el hibrido almendro x miroboldn). También es apreciable esta

sncia significativa en los cruzamientos interespecfficos IV, (entte miroboldn y

coquero) v X (entre ciruelo europeo y pollizo). En los cruzamientos interespecificos, en

3/24 4/32 5/40 6/48

TIEMPO cuales estdn implicados especies mas alejadas, no existe diferencia significativa en la cinética

crecimiento entre las dos temperaturas. Estos son los cruzamientos de P.romentosa: I (con
ﬁ_fbrido almendro x melocotonero "Cachirulo’) y VIII (con el hibrido P. cerasifera x P.
alicina *GF-31"), asf como en ¢l cruzamiento V entre el hibrido *Cachirulo’ y el clon
Mli'obolzin AD 605°, en el que no se obtuvieron datos al segundo dia a 12 °C.

Figura 1.3.2.5.a Velocidad de Ios tubos polinicos en el cruzamiento interespecif
II1: Cachirulo x P tomentosa

El factor tiempo resulta altamente significativo en todos los cruzamientos, en los que se
micras/h

600 /1 o e =122 C
500| . |mme2eC

serva la progresién de los tubos polfnicos que va aumentando con €l tiempo. Esto ocurre

nto en los cruzamientos intra como en los interespecificos.

a00|

200t | |
100|

1/8 2/16 3/24 4/32 5/40 6/48
dias/horas

Figura 1.3.2.5.b. Velocidad de los tubos polinicos en el cruzamieato interespec
VIII: GE-31 x P. tomentosa
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Resultados ' Iﬂtera_CCién_ Poler . Inmmnm
CUADRQO 1.3.2.3.1. Resultado del andlisis de varianza para cada uno de | _ -
cruzamientos para los factores temperatura y tiempo. to (VII): "Mirobolén AD 605" x *Mirobolin B’
Cruzamiento (l) : 'Momqui’ x *Canino’ Fuente GL CM Slgmﬁmlo'll
temperatura 1 76.61 0.1426
Fuente GL CM tiempo(temp) 10 6515.03 0.0001™
temperatura 1 2334.17 '
tiempo(temp) 10 6845.35 Cruzamieato (VIII): *GF-31’ x P.tomentosa
Cruzami : "Cachirulo’ x '"Bal ’
cato () o x Eilones Fueate @~ GL CM Significacitn
Fuente GL CM femperatura 1 120.68 0.4800
temperatura | 1627 83 tiempol(temp) 10 3254.29 0.0001™
tiempo{temp) 10 3949.63 .
Cruzamiento {[X): 'Puebla de Soto 101 x "Montizo'
Crmmiemo (III): 'Cachirulo’ x P tomentosa.
o Fuente GL CM Significacién
Fuente GL CM Significacién -
' temperatura 1 4441.68 0.0001
temperatura 538.58 0.2479
: . : tiempo(temp) 10 6992.07 0.0001"
tiempo{temp) 10 2439.38 0.0001
Cruzamiento (IV): "Mirobolin B x "Moniqui’ Cﬁ;mmiento (0: "Pucbia de Soto 101’ x 'Reina Claudia 1380°
Fuente GL CM Fuente GL CM Significacién
temperatura 1 1764.00 temperatuza 1 5525.50 0.0001™
tiempo(temp) 10 8705.84 tiempo(temp) 10 54323.56 0.0001™

F = Nivel de significacion P <0,00

Cruzamiento (V): "Cachirulo’ x *Mircbeldn AD 605° we= Nivel de significacién P <0,01

Fuente GL CM Significacién

temperatura i 2257.84 _ 0.0870
tiempo(temp) 10 1610 60 0.03027"

Cruzamiento (VI): 'Cachirulo’ x "Mirandier 617

Fuente GL CM
temperatura 1 T211.07
tiemno(temp) 10 35768.43
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Por otra parte el andlisis de la tendencia (Cuadro 1.3.2.3.2) del crecimiento de ¢ 3
polinicos a lo largo del Hempo, a las dos temperaturas diferentes, indica la cing
crecimiento, como se comprueba al ajustar las curvas a los diferentes modelos cle'-.'
(lineal), segundo (cuadrética) y tercer grado (cibica) . -

CUADRO 1.3.2.3.2. Andlisis de la tendencia de crecimiento para cada uno de los 10
ientos; hasta el 6° dfa a una temperatura de 12°C y hasta 48 h a una temperatura de

ento (D) : "Moniqui® x *Canino’

o Fuente GL cM Significaciéa

A la temperatura T, (12°C), el crecimiento de los tubos polinicos se ajusta a -
de tipo logistico que se puede representar por Temperatura : 233417 0.0003
intraespectficos I ’ - por una curva do tercer grado en los ¢ < Lineal T, 1 30373.59 0.0001~
Intrae cos ' . L

(entre los dos albancoqpems) y VI (entre los dos muoboiéne_s: Lineal T, { 156.23 03314

1.3.1.2.a) y en el cruzamiento interespecifico HI (del hibrido *Cachirulo’ x P. romentosa Cuadrdtica T, 1 1674.58 0.0009=
1.3.1,1.). Se ajusta a una curva de 2° grado en ef cruzamiento II (entre los dos h Cuadshtica T, ) 28919.18 00001~
interespecificos almendro x melocotonero), los cruzamientos interespecificos VI (Cach Ciibica T, 1 808,17 0.0292"
x *Mirandier 617°) (Fig. 1.3.1.1.a) y IV (Fig. 1.3.1.2.2) y en los cruzamientos de 108 ¢ Ciibica T, 1 4625.11 0.0001™

hexaploides IX y X (Fig. 1.3.1.3.a). Solamente los cruzamientos interespecificos V (*Cac

x "Miroboldn 605°) (Fig. 1.3.1.1.a) y VII (GF-31" x P.tomentosa) se ajusta a una lineal Cruzamiento (TI): *Cachirufo’ x ‘Balones’

1.3.1.4.9). Fuente GL CM Significacién

Temperatura t 1627.83 0.0033™

A 22° C el crecimiento de los tubos polinicos se ajusta a un modelo de 3° gra Lineal T, 1 18549.40 0.0001™

los cruzamientos intraespecificos: I, entre los dos albaricoqueros, VII, entre los dos mirobb Lineal T, 1 196.35 0.2955
(Fig. 1.3.1.2.b), IX, entre los dos pollizos (Fig. 1.3.1.3.b) asf como en la combinacién I | Cuadrdtica T, 1 3105.93 - 0000r”

los dos hibridos interespecificos almendro x melocotonero (Fig. 1.3.1.1.b); también Cuadrdtica T, ! 14621.16 0.0001™

cruzamientos interespecificos IV, miroboldn x albaricoquere (Fig. 1.3.1.2.b), VIII, ’GF; Ciibica T, 1 105.24 0.4430
: Ciibica T, t 1361.64 0.0069™

P.romentosa  (Fig. 1.3.1.4.b) y por iltimo X, entre pollizo y ciruelo hexaploide
1.3.1.3.b). Los cruzamientos interespecificos HI entre ’*Cachirulo’ x P.tomeniosa, \'2

"Cachirulo x "Miroboldn 605° y VI entre 'Cachirulo’ x *Mirandier 617, se ajustan a una ¢ Cruzamiento (I1): *Cachirulo’ x P.1omentosa

de segundo grado (Fig. 1.3.1.1.b). Fuente GL cM Significacién
Temperatura 1 538.58 0.2479
Lineal T, 1 8824.35 0.0001~
Lineal T, 1 647.68 0.2055
Cuadritica T, 1 224.05 0.4551
Cuadritica T, 1 7960.92 0.0001™
Cibica T, 1 2715.08 0.0107"
Cibica T, 1 225.03 0.4541
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Cruzamiento (IV): *Mirobolin B* x *Moniqui®

ento (VID): *Mirobolin AD 605’ x "Mirobolin B’

Cruzamiento (V}):

Fuente GL CM Significacién
Temperatura 1 1764.00 0.0264°
Lineal T, 1 43930.58 0.0001~
Lineal T, 1 2115.02 0.0153%
Cuadrdtica T, 1 1484,37 0.0413"
Cuadritica T, 1 33093.07 0.0001"
Cibica T, 1 828.63 0.1256
Cibica T, 1 4067.56 0.0005™
Cachirulo® x *Mirobolin AD 605"
Fuente GL cCM Significacicn
Temperatura 1 2257.84 0.0870
Lineal T, 1 9505.91 0.0006"
Lineal T, 1 3.30 0.0473
Cuadritica T, 1 978.31 0.2574
Cuadrdtica T, 1 4690.03 0.0146°
Ciibica T, 1 23.61 0.8598
Cibica T, 1 83.08 0.7404
Cruzamiento {VI): 'Cachirulo’ x *Mirandier 617"
Fuente GL CM Significacion -
Temperatura 1 1211.07 0.0001™
Lineal T, 1 20635.18 0.0001%
Lineal T, 1 258.28 0.4171
Cuadritica T, 1 4457.50 0.0012™
Cuadrtica T, 1 2243.47 0.0188"
Cibica T, L 1062.79 0.1022
Cibica T, 1 1330.48 0.0682
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Fueate GL cM Significacion
Temperatura 1 76.61 0.1426
Lineal T, 1 22503.84 0.,0001™
Lineal T, 1 3802.56 0.0001*
Cuadritica T, 1 9313.76 0.0001™
Cuadrdtica T, 1 24198.30 0.0001™
Cibica T, 1 911.09 0.0001~
Ciibica T, 1 3504.24 0.0001™
ruzamiento (VI): *GF-31° x P.zomentosa
Fuente GL CM Significacién
Temperatura 1 120,68 0.3293
Lineal T, 1 7138.09 0.0001™
Lineal T, 1 1143.79 0.0319"
Cuadrdtica T, 1 560.59 0.1302
Cuadritica T, 1 13558.50 0.0001“
Ciibica T, 1 130.70 0.4624
Cabica T, 1 5917.50 0.0001™
:'rummito (IX): ’Puebla de Soto 101’ x "Montizo’
Fuente GL CM Significacion
Temperatura 1 4441.68 0.0001™
Lineat T, 1 24763.90 0.0001~
Linesl T, i 402.11 0,1488
Cuadrdtica T, | 5778.67 0.0001~
Cuadrdtica T, 1 27058.96 0.00017
Cubica T, 1 196.02 0.3123
Cuibica T, 1 1808.10 0.0026™

Interaccién Polen-Pistilo



Resultados | Interaccién Polep. do Interaccién Polen-Pistilo

CUADRO 1.3.2.3.4. Separacién de la velocidad media relativa segun el test de Duncan
crecimiento de los tubos polfnicos en los 10 cruzamientos.

Cruzamiento (X): *Puebla de Soto 101’ x 'Reina Claudia 1380’ _
Fuente GL CM Significacién

Temperatura 1 5525.50
Cruzamiento Media
Lineal T, 1 21249.92 0.0001™ —_—
Lineal T, 1 509.96 0.0317" vi 83.915*
Cuadrdtica T, 1 5510.57 I 75.527
Cuadrdtica T, 1 19061.69 0.0001 IV 75.368
Ciibics T, i 38.19 0.5510 I 70.262°
Cisbica T, I 2410.69 X 68.446°
¥ ="Nivel de significacion P < 0,03
**= Nivel de significacién P <0,01 A% 67.608°
\'4 58.498
._ d <.
Por ditimo analizados en conjunto los 10 cruzamientos respecto a 1a temperatura Vi 38.104
B 4
tiempo, el andlisis de varianza indica diferencias significativas entre los cruzamientos (C X 56.741
) I 42,358

1.3.2.3.3.) pudiéndose agrupar segun el test de Duncan (Cuadro 1.3.2.3.4.).
femntes letras indican difermci# significativas (P < 0.05) en la velocidad de los tubos polinicos.

Se observa una mayor velocidad en los cruzamientos intraespecificos que son VII
1, asi como en el cruzamiento IV, que es interespecifico y es semejante a la de
intraespecificos. La menor velocidad se observa ¢n dos cruzamientos inteu:especiﬁcoé,’_-
VIII, polinizados con P.zomentosa. Curiosamente el cruzamiento intraespecifico IX po:
menor velocidad de todos los intraespecificos, incluso menor que la de algunos alg
cruzamientos interespecificos. |

CUADRO 1.3.2.3.3. Andlisis de varianza del crecimiento de los tubos polinicos ¢
10 cruzamientos y los factores temperatura y tiempo. '

FUENTE GL CM
Cruzamiento 5 130706.81
Temperatura 1 5468.26
Tiempo (temp) 10 399577.21
Cruce * Temp 9 2341.46
Cruce * Tiem (Temp) 89 66398.18

WE="Nivel de significacion P< 0,01
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i6n del ensayo, puede ser debida a que éste se llevé a cabo polen congelado y
jormente hidratado. Aunque en general se ha indicado que el polen no pierde viabilidad
 este tipo de conservacién (STANLEY y LINSKENS, 1974), sf sc ha observado esta baja
ilidad con polen mantenido congelado en especies de Prunus (COYLE, 1982; LAYNE y
HERMAN, 1986). Es de sefialar que la viabilidad en el momento en que el polen fue utilizado
bia de ser mucho mayor que la obtenida, como lo indica €l cuajado obtenido en varios de
s cruzamientos (apartado 4.3.2). Este es un factor que habrd que tener en cuenta para la
realizacién de hibridaciones con polen conservado dutante un largo tiempo, en particular de un
.o para otro, y que el tipo y el tiempo de la hidratacién previa a la siembra pueden tener su

Discusién Interaccién Polen-
1.4, DISCUSION.

1.4.1. Germiracién de polen.

Los porcentajes de viabilidad que se han encontrado con la té&cnica de gemlinacié
placa de agar varfan mucho de unas especies a otras. El hibrido interespectfico d
amygdalus x P. persica, *Balones’ result6 tener el mayor porcentaje de germinacicn "in v:
entre los clones ensayados, al contrario de los resultados obtenidos con otro
interespecifico de estas dos especies utilizado en plan comercial (PEREZ y MOORE,
diferente fue el comportamiento del otro hibrido interespectfico P.cerasifera x P. amyg
que mostré una diferencia significativa con respecto al hibrido anterior, pero que '

repercusidn en el porcentaje de germinacién.

resulté mds elevado que el sefialado por los mismos autores para un hibrido de P.ceras 1.4.2. Crecimiento de tubos polinicos.

x P.munsoniana y en general del indicado para el conjunto de los hibridos intemspecfﬁco
este subgénero (COYLE, 1982; LAYNE y SHERMAN, 1986). Estos autores lo exp
aludiendo 2 una falta de homologia entre los genomas extrafios. Con las especies pertenecie

En todos los cruzamientos se ha observado que al menos un tubo alcanza la base del
estllo La manifestacién mas comin de los tubos polinicos incompatibles en los sistemas con
una autoincompatibilidad gametofitica, caso del género Prunus, es la parada del tubo en ¢l
._t.é]ido transmisor del estilo (AFIFY, 1933; ROY, 1938; SOCIAS i COMPANY et al., 1976;
MARTINEZ-TELLEZ y CROSSA-RAYNAUD, 1982; STOSSER y ANVARI, 1983;
PIMIENTA ez al., 1983).

al subgénero Prunophora, albaricoqueros, mirobolanes y ciruelos, en todas ellas se obtuv

aunque para estas mismas especies se ha sefialado una viabilidad del orden del 90% (PE
y MOORE, 1985), al igual que para P.zomentosa. El medio utilizado podria tener su influenciz

ya que estos resultados con porcentajes elevados se obtuvieron con un medio rico en sales
La determinacion del crecimiento de los tubos polfnicos en los pistilos de especies con

autoincompatibilidad gametofitica se produce como consecuencia de la secrecién de los
.'productos del presumible locus S en el mucilago del estilo (ANDERSON er al., 1989;
HARING et al., 1990), provenientes de 1a secrecién de la exina (HESLOP-HARRISON vy
HESLOP-HARRISON, 1975). Si de acuerdo a la teoria de LEWIS y CROWE (1958), la
incompatibilidad interespecifica estarfa controlada gametofiticamente en las especies con
autoincompatibilidad gametofitica, en estos cruzamientos no se ha abservado incompatibilidad
Ya que no hay parada de los tubos como ha sido observado en cruzamientos interespecificos en
Solanaceas, un género que presenta autoincompatibilidad gametofitica (DE NETTANCOURT,
1977). Quizd serfa necesario un modelo mds amplio como el término incongruencia para

minerales y micronutrientes, recomendado por algunos antores (GALLETA, 1983), aunqﬁ
parecer la sacarosa es suficiente para la germinacion del polen de estas especies (MARTINE
TELLEZ y CROSSA-RAYNAUD, 1982; COYLE, 1982; CHAPARRO y SHERMAN, 198
PARFITT y GANESHAN, 1989). Los dos cultivares de albaricoquero también resultaron ot
una viabilidad muy baja, lo que concuerda con lo observado en algunas variedades, con Ut
viabilidad por debajo del S0%(BURGOS, 1991). En general se debe tener presente que aundy
diversos factores pueden influir en el porcentaje de germinacién, el método utilizado para
ensayo no parece inducir este tipo de diferencias (PARFITT y GANESHAN, 1989).

La baja viabilidad obtenida con la mayorfa de los clones en el momento de
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terespecificos de Rhododendrum. Esta morfologfas incluyen placas de callosa, formas en
Jén y combinaciones como la espiral, ciertos arrugamientos originados en la pared del tubo
cuando hay muchos juntos y por dltimo espirales con ligeros hinchazones cerca de la parada.
tas dos tltimas morfologfas han sido las mds caracteristicas de dos de los cruzamientos

Discusién Interaccién Polen.pi;

explicar la incompatibilidad interespectfica, que representarfa una ruptura de los siste;
polinizacién por el resultado de una evolucioén divergente del proceso de polinizacién:
distintas especies (HOGENBOON, 1973, 1975).

terespecificos que se podrian definir como incompatibles.

No se han observado placas de callosa en la zona del estigma, fenémeno que se ha
indicado como una manifestacién de la incompatibilidad en cruzamientos interespecificos con
. toincompatibilidad esporofitica (KNOX er al., 1972), sino que estas placas se han formado
ya en el estilo. No se puede afirmar con claridad que cada cruzamiento interespecifico tenga
" tipo morfolégico de parada, porque las clasificaciones que se han establecido se han realizado
en una especie con estilo hueco como Rhododendrum (WILLIAMS et al., 1982), al contrario
que el de Prunus, que es compacto.

HARRISON et al., 1975). Del miimero de granos de polen que emiten tubo polinico y alcan
el tejido transmisor, hay una reduccién importante en €l primer tercio del estilo, tanto".
cruzamientos intraespecfficos como en los interespecificos. Se ha sefialado que esta redu
es mayor en los cruzamientos intraespecificos incompatibles que en los compatibles (HERRER
y DICKINSON, 1980), como una sefial de la incompatibilidad, aunque esta reduocio;_}
produce también en muchas especies en los cruzamientos compatibles sin que se haya o ek
una explicacién para ello (HERRERO, 1992 b). Por ello, esta reduccién en el némero’
tubos polinicos no puede decirse que sea sintoma de incompatibilidad. El crecimiento del tubo consiste en dos fases distintas (HERRERO y DICKINSON, 1981;
MULCAHY y MUL.CAHY, 1983). La primera se produce a costa de los materiales contenidos
en ¢l propio grano de polen, lo que le permite germinar y producir un pequefio tbo, incluso
"in vitro” o en el caso de ser un tubo incompatible (ROSEN, 1971); la segunda fase, que para
culminar con éxito requiere alcanzar ¢l dvulo, depende de los nutrientes suministrados por el
.cstilo, por lo que los tubos incompatibles fracasarfan en la segunda fase por una determinada
falta de estfmulo que le impidiera conseguir los nutrientes (MULCAHY y MULCAHY, 1983).
Esta diferencia de fases estd pues asociada al cambio que se produce en la forma de alimentarse
¢l tubo de polen, de una forma autétrofa a otra heterétrofa. Esta diferencia tiene su repercusion
en la curva de crecimiento logistico que manifiestan los diferentes cruzamientos a tiempos

distintos, segtin se ajusten a una curva de 1°(lineal), 2°(cuadrdtica) o 3°(ciibica) grado.

En esta zona del primer tercio del estilo las acumulaciones de callosa son 1
numerosas (PIMIENTA ez al., 1983), y se ha llamado zona de interferencia (BHATTACHAJY.
y LINSKENS, 1955). Como se ha sefialado, en esta zona se produce un cribado de los tu
polinicos, lo que supondria un control del crecimiento del tubo (HERRERO y DICKINSO
1980). Esto al parecer es debido a la reduccion del espacio fisico del canal estilar que i
una disminucién de su capacidad para acoger a2 un nimero elevado de tubos polini
(HERRERO, 1992 b). El mimero de tubos que se detienen es muy importante y es un fendm
general en varias especies frutales (TISNE-AGOSTINT y ORSINI, 1990; MARTINEZ-TELL
y CROSSA-RAYNAUD, 1982). |

Junto a la deposicién de callosa, otra manifestacién de la incompatibilidad es El crecimiento del tubo de polen "in vitro" es mayor en general a la temperatura de 22°C
| que a 12° C, pero es variable dependiendo de la combinacién y el cruzamiento. A las 48 h de
la polinizacién ya se pueden observar tubos en la base del estilo, mientras que los primeros en
alcanzar esta base a 12°C es a las 72 h. Esto ya ha sido observado en este género (SOCIAS i
COMPANY et al., 1976), ya que tanto el tiempo al que se emite el tubo polinico como Ia

produccin de anormalidades morfol6gicas, tales como el arrugamiento o la explosién
liberacién del contenido de los tubos polinicos (DE NETTANCOURT ez al. , 1973;WILHAM
et al, 1982). En los distintos cruzamientos se han observado diferentes morfologfas de la par
de los tubos polfnicos, similares a las descritas por WILLIAMS ef al., (1982) en cruzamie
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blal' de metabolismo durante este primer periodo e incluso haber consumido antes las
a5 reservas en €l pistilo de otra especie a esta temperatura,

En los dos cruzamientos intraespecificos I, VII y en el interespecifico IV la velocidad

fueron los de los dos mirobolanes, cruzamientos IV y VII, al 3° dfa a 12°C y el"-2”_.
. en p por hora es mayor a 22° C que a 12° C en los tres cruzamientos, como €s de

22°C. No se observé una diferencia en la llegada a la base ni en 1a velocidad de crecll'
de ambos a 12° C, pero si a 22° C. Hay que tener en cuenta que los mirobolanes po.
pistilo corto, por lo que la distancia a recorrer por los tubos polinicos es menor que en :
de los cruzamientos y por ello los tubos alcanzan antes la base del estilo. La expllcacnén.
diferencia también podria deberse a la capacidad innata del polen a crecer de sus ré
durante mds tiempo como indican SCRIBAILO y BARRET (1991), por lo que se estable
diferencias de tipo especifico o incluso varietal. Desde el punto de wsta
autoincompatibilidad de las dos especies implicadas en estos cruzamientos, los muobolan
parcialmente autocompatibles (WATKINS, 1979) y el albaricoquero, aunque hay varie
autoincompatibles (BURGOS, 1991), se ha considerado mayoritariamente autooompatiﬁ
que estos cruzamientos se podrfan explicar segiin lo propuesto por DE NETANCOURT (
de que Ia combinacién SCxSC es compatible. En el caso del cruzamiento inuaespeciﬁ
P. armeniaca (I), el tubo polinico alcanzd la base del estilo a las 32 h yalas72ha
12°C respectivamente; los tubos polinicos del otro albaricoquero, en el cruzamient
alcanzaron la base a las 32 h y 96 h respectivamente a estas temperaturas. Esta ta
crecimiento, asf como el hecho de que necesite el mismo tiempo para alcanzar Ia base ¢
se trata de la misma espgcie que cuando crece en el estilo de otra, es comparable a lo de
en cruzamientos con esta especie (PEREZ y MOORE, 1985). '

por el efecto de la temperatura en cruzamientos compatibles. En el cruzamiento I, a
bas temperaturas el crecimiento es m4s uniforme y la velocidad es mayor en las primeras
después de la polinizacidn; en los cruzamientos IV y VI la velocidad en los pistilos del
miroboldn es mayor entre las 8 h y 16 h que en las primeras 8 h, disminuyendo después a partir
1a 16 horas. Esto puede ser debido a un retraso en la emisién del tubo polinico y a la
germinacion como se ha sefialado en cruzamientos en el almendro (PIMIENTA ez al., 1983;
OCIAS i COMPANY y FELIPE, 1987), que en el caso del cruzamiento I es mds rdpida, ©
berse a cierta incompatibilidad en et estigma (PIMIENTA ez al., 1983). En el cruzamiento
la velocidad podria disminuir en el momento en que el tubo pasa de tener una alimentacion
E'.tétrofa a heterétrofa (MULCAHY y MULCAHY, 1983), lo que se corresponderia con Ia
'.:na media del estilo, y que vuelve a ser mayor cuando ya se ha producido un cribado de los
bos polinicos y los que quedan son tubos que van a alcanzar la base (HERREROQ, 1992b).
Pero en los cruzamientos VII y IV la velocidad disminuye més bruscamente en la zona que
robablemente ya serfa el ovario, pues a las 32 h algunos tubos polinicos han alcanzado en
bos cruzamientos la base del estilo, y se produce un cribado mayor que el descrito para otras
especies (HESLOP-HARRISON et al., 1985). Esto indica el mismo comportamiento de los
tubos poifnicos tanto en cruzamientos intraespecificos como interespecificos, similitud que era
de esperar dada la previsible compatibilidad del cruzamiento interespecifico.

En los dos cruzamientos intraespecificos 1y VII a las dos temperaturas se obsers
curvas de 3° grado (ctibico), lo que indicarfa que hay un punto de inflexién
corresponderia al momento del cambio en el metabolismo de autétrofo a heterﬁif;)
(HERRERQO y DICKINSON, 1981). Finalmente hay un momento en que se estabiliza, lo
cormesponde a la entrada en el ovario. También en el cruzamiento IV, el tubo polinico:
mirobol4n tiene el mismo comportamiento de crecimiento de 3° grado a 22°C, mientras que
12° C es de 2° grado. Ello podria ser debido a que el primer punto de inflexién hubiera:
tenido lugar, debido a que la primera muestra se ha tomado a las 24 h y el polen hubiera podl

A 12 °C los tubos polinicos de P. romentosa necesitaron 6 dias para alcanzar la base
del estilo del hibrido "Cachirulo’ y el hibrido 'GF-31". La longitud del pistilo de estos dos
hfbndos es distinta, lo que podrfa hacer pensar que las especies tienen una velocidad intrinseca
:fieterminada y que podrian clasificarse como rdpidas o lentas (PEREZ y MOORE, 1983).
También a 22°C, el polen de P.tomentosa es el tinico que a las 48 h no ha alcanzado la base
del estilo en ¢l hibrido 'Cachirulo’ y sf lo ha hecho en del otro hibrido *GF-31’, en el que ha

de recorrer una distancia menor. Esto se puede comparar con lo observado en especies con una

89 90



Di i6 Interaccidn Pol

autoincompatibilidad de tipo heteromdrfico, donde Ia distancia a recorrer en polinizag
ilegitimas es diferente (SCRIBATLO y BARRET 1991).

eal), indicando cierta ralentizacién en el crecimiento, mientras que a 22° C la respuesta es
e 2° grado (cuadrdtica), porque estos procesos se verian favorecidos por la temperatura. La
respuesta de 3¢ grado o ciibica en el cruzamiento T 2 ambas temperaturas indica el cambio
El hecho de que esta especie, perteneciente al subgénero Cerasus, crezea en los metabélico que se producirfa a las 24 h a 22° C y al tercer dia a 12° C coincidiendo con el
de los dos hibridos interespectficos 'Cachirulo’ y *GF-31'se puede explicar por la hipg desoenso de 1a velocidad y en ambos casos con el tercer muestreo.
de la incompatibilidad unilateral. P.romentosa es autoincompatible (WATKINS, 197;)
hibrido *Cachirulo’ es autocompatible ya que los hibridos almendro x melocotonero h_e___
1a autocompatibilidad del melocotonero (KESTER, 1970). Si iguaimente el hibrido *GE
hubiera heredado la autocompatibilidad del miroboldn, el hecho de que los tubos de P. romens
alcancen la base del estilo se puede explicar en términos de la hipétesis propuesta por LE

y CROWE (1958), de que la combinacién autocompatible x autoincomgzatible (SCxSI

La velocidad de crecimiento en ¢l estilo del hibrido *Cachirulo’ es variable y se observa
ue los tubos polfnicos del otro hibrido *Balones’ alcanzan antes la base del estilo que
cualquiera de los otros polinizadores, P.tomentosa, P.cerasifera y ¢l hibrido de P.cerasifera
- P.amygdalus. Estas velocidades de crecimiento menores de especies pertenecientes al
ilbgénero Prunophora en el estilo de especies de Amygdalus ya ha sido seiialado anteriormente
en cruzamientos interespecificos de este género (COYLE, 1982; PEREZ y MOORE, 1985).
e observa una similitud entre las dos especies de P.cerasifera y su hibrido; esta similitud

compatible, como ha sido corroborado por otros investigadores en otros cruzamie
interespecificos (DE NETTANCOURT, 1977; COYLE; 1982). Otros autores (PERE

MOORE, 1985), proponen a P.zomentosa como autocompatible para explicar en términ entre V y VI, puede atribuirse a las caracterfsticas del polen y a la clasificacidon que se ha
propuesto en estas especies para tubos polinicos répidos y lentos (PEREZ y MOORE, 1983).

iendo autocompatible el hibrido *Cachirulo’, los dos cruzamientos se explicarian segun la

la misma teorfa el que los tubos no crezcan en el estilo de P.aviwn, autoincompatible, ya
SIx SC es generalmente incompatible. Esta iiltima hipétesis, sin embargo, no se ha conﬁrmad
" compatibilidad unilateral, ya que €sta se manifiesta en el caso de autoincompatibilidad del
En el caso del polen de P.romentosa, 1a velocidad es menor al principio receptor del polen, por lo que el cruzamiento SCxSI es compatible (LEWIS y CROWE, 1958)
no importaria la autocompatibilidad de ninguna de las especies polinizadoras, ya sea del

miroboldn o de su hibrido.

muestreo) en los dos casos, pero después aumenta hasta pasadas las 32 h, cuando disminuy
nuevo. La baja velocidad de las primeras 8 h corresponderia al tiempo que tarda en gen
el polen en el estigma de los hibridos interespecificos, en los que el tubo crece a expensas
sus reservas independientemente del pistilo (SCRIBAILO y BARRET, 1991), y pon
manifiesto la importancia de las caracteristicas intrinsecas del polen para crecer (PIMIE&T
et al., 1983; PEREZ y MOORE, 1985). Asf la disminucidn posterior indicaria de nuev
cambio de metabolismo a una alimentacion heterdtrofa. A una temperatura de 12°

La diferencia en el crecimiento entre los cruzamientos II y III es mayor a las primeras
“horas después de la polinizacidn, lo que puede ser debido a un retraso en la germinacién y la
j'i: emisién del tubo como se ha observado en tubos incompatibles en el almendro (PIMIENTA
cer al., 1983; SOCIAS i COMPANY y FELIPE, 1987), ya que este retraso no afecta al
velocidad empieza a disminuir a partir del tercer dia, 72 h después de Ia poliriizacién, lo__f.' ;?' crecimiento posterior del tubo, pues en ambas alcanza 1a base del estilo. Ello viene indicado por
indica que el crecimiento autétrofo y heterétrofo dependen del metabolismo de las reservas
pistilo, que juega un papel tréfico (HERRERO y DICKINSON , 1979) y en el qu
temperatura jugarfa un papel importante en todos los procesos de sintesis de las
(HARING et al., 1990). Este metabolismo viene avalado por las curvas de la cinétiba

crecimiento en el cruzamiento VIII, en el que la respuesta al crecimiento a 12 °C es de 1°

la respuesta de 2° grado (cuadrética) del cruzamiento III a 22° C, que es un crecimiento mds
ralentizado, y de 3° grado (cibica) en ¢l cruzamiento II, en la que las reservas se agotarian

antes. A partir de las 16 h la velocidad disminuye en el cruzamiento I, mientras que en el I,
+ €8t ocurre a las 32 horas después de la polinizacién cuando los tubos han alcanzado el 75%

“de su recorrido en ambos cruzamientos. Se supone que el cambio de metabolismo ocurriria
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cruzamiento intraespecifico que en el interespecifico, aunque posteriormente el crecimiento
; iguala pricticamente. Esto puede ser debido a que en el estigma se presente un cierto nivel
= incompatibilidad gametofitica (PIMIENTA et al., 1983) o a cierta autoincompatibilidad de
nsititia (WATKINS, 1979), ya que se trata de una especie hexaploide que se comporta como

Discusién Interaccion Po

entonces y se haria ¢l cribado de los tubos que han de alcanzar la base del estilo
1992b).

En los otros dos cruzamientos interespecificos de ’Cachirulo’ la respu&st_a"
similar, de 2° grado a ambas temperaturas, excepto en &l V que es lineal, pmbablemehte n poliploide secundario, por lo que puede presentar diferentes niveles de autoincompatibilidad
un punto es estimado y se ve que en el cruzamiento VI los tubos llegan antes al ovari ymo en el ciruelo europeo (SUTTON, 1918).
estas diferencias también reflejan cierta influencia que puede ejercer el pistilo en la Cinéti
diferentes tubos polinicos como se ha sefialado en melocotonero (HERRERO y ARB_

1989).

El cruzamiento IX, que es interespecifico, tiene un comportamiento diferente a los
ruzamientos 1y VI porque el crecimiento no es de 3° grado a 12°C y podrfa indicar que las
especies son interincompatibles y el polen tarda en reconocer a su propia especie tanto como en
Es muy curioso el comportamiento de los dos clones de miroboldn que alcanzan interespecifico, aunque alcanze antes el ovario. La menor velocidad de los tubos polinicos
velocidad elevada a las 8 h, pero después hay una disminucién de la velocidad, al igual q

el hibrido. En el hibrido este cambio parece més evidente, como indica su respuesta

en ¢l cruzamiento IX comparada con la velocidad de los tubos polinicos en el otro cruzamiento
intraespecifico VII, de los ciruclos diploides o mirobolanes, se ha observado también en
grado (cibica) a 22°C. Esto puede explicarse en términos de la alimentacién del tubo po cruzamientos intraespecificos entre estos dos tipos de ciruelos, en los que los tubos de las
se agotan antes las reservas en el caso de los dos cruzamientos interespecificos. '_&_species hexaploides crecen mds lentamente que los de las especies diploides (ROY, 1938).
En los cruzamientos IX y X, en los que interviene P.insititia, los tubos po Quizds el sistema de incompatibilidad que actia en estos cruzamientos difiera del
descrito para Nicotiana, que posee autoincompatibilidad gametéfitica como en el género Prunus,
de manera que el gen S controla estrictamente el modelo de incompatibilidad unilateral
expresada uniformemente por la parada de los tubos de polen en el ﬁti_lo (PANDEY, 1969). En
el género Prunus pueden producirse errores en el metabolismo de los carbohidratos
(WILLIAMS et al., 1982) y que aparezca un espectro mds amplio de incompatibilidad o mds
- bien incongruencia (HOGENBOON, 1975); igualmente el pistilo pueda condicionar unas
diferencias determinadas en la velocidad de crecimiento de los tubos polinicos (FENSTER y

- SORK, 1988; SOCIAS i COMPANY, 1988).

alcanzan la base de los pistilos de P.domestica antes que en los propios. La velocidad es
similar a la observada "in vitro" para P.domestica autopolinizado (PEREZ y MOORE,"-. 19
y a la longitud alcanzada en este mismo cruzamiento interespecifico (COYLE, 1982). Las
especies estdn catalogadas como parcialmente autocompatibles, y segun la teoria
incompatibilidad unilaferal el cruzamiento de dos especies autocompatibles (SC x SC) re
compatible (LEWIS y CROWE, 1958, DE NETTANCOURT, 1977). La diferencia més notal
es en la distancia recorrida el primer dia o las primeras horas segin Ia temperatura, lo
indicarfa un cierto retraso en la germinacién del polen en el cruzamiento intraespecifi
retraso que después, como se ha observado en autopolinizaciones y polinizacibnes cruzadas
afecta al crecimiento total de los tubos (PIMIENTA et al, 1983; SOCIAS i COMPANY.
FELIPE, 1987).

Llam¢ la atenci6n el comportamiento curiose del polen de *Montizo’ en el estigmd_:'__
otro clon de pollizo, pues se observa un retraso mucho mayor en la germinacién del pole 1
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2. ESTUDIO DEL OVULO Y FECUNDACION

2.1. INTRODUCCION.

2.1.1. Descripcion del proceso de fecundacion.

La principal funcién del grano de polen, a través del tubo que emerge de €, ¢s la de
berar 2 gametos masculinos en el saco embrionario para la consecucién de un hecho
caracterfstico de las angiospermas, la doble fecundacién (HESLOP-HARRISON, 1987), que
‘fue descubierta en Francia a principios de siglo por Guignard (DUMAS ez al., 1985).

El crecimiento del tubo polinico desde el estigma hasta la base del ovario provoca una
}_secrecidn por parte de células ricas en almidén, cuyas reservas se movilizan tras la polinizacién
5_3":(HERRER0 y DICKINSON, 1979; HERRERO y ARBELOA, 1989). Estas secreciones
_?alimentan y guian al tubo polinico (SEDGLEY y BUTTROSE, 1978; TILTON y HORNER,
:1980). Cuando el tubo de polen alcanza la base del estilo y se acerca at ovario se encuentra con
_E-el obturador, que es una protuberancia de la placenta que conecta el estilo con el micropilo del
‘évulo (TILTON y HORNER, 1980) y que puede tener un papel tréfico y mecdnico en la gufa
-del tubo polinico (TILTON ez al., 1984), con un papel muy activo en el control de su
‘crecimiento (ARBELOA y HERRERO, 1987; HERRERO, 19922). En melocotonero
(P.persica), se ha observado que cuando los tubos legan al obturador detienen su crecimiento
y no lo reanudan hasta 5 dfas mds tarde (HERRERO y ARBELOA, 1989). Las células del
obturador estdn llenas de alinidén cuando los tubos llegan, pero estas reservas desaparecen 2
los 5 dfas cuando se observa una secrecién de carbohidratos y protefnas (ARBELOA vy
'HERRERO, 1987). Este proceso que tiene lugar en el obturador parece ser que es independiente
de la polinizacién y que ocurre de igual forma en flores sin polinizar, ya que parece ser un
indice del estado de madurez del pistilo (ARBELOA y HERRERO, 1987).

La embriogenesis del género Prunus es del tipo Polygonum (MAHESHWARI, 1950),
con un saco embrionario que contiene 8 micleos haploides en 7 células. Estas 7 células son:
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momento de 1a antesis no son muy numerosos, mientras que el estudio del desarrollo de embridn
del endospermo es mds detallado (LILIEN-KIPNIS y LAVEE, 1971, HAWKER vy
ijI‘ROSE, 1980). Las anormalidades en el desarrollo del megagametofito son frecuentes y
 han desctito numerosos tipos (HARTMAN y HOWLETT, 1954; EATON y JAMONT, 1964;
MIENTA y POLITO, 1983; FURUKAWA y BUKOVAC, 1989).

contiene dos niicleos llamados nicleos polares; y las tres células antipodas situadas en pom
opuesta al aparato huevo. Un espermatozoide se fusiona con 1a célula huevo para dar |
un embridn; el otro espermatozoide se fusiona con los dos nicleos polares de la célula cep
para dar lugar al endospermo, que dado este origen es triploide.

En el momento de la antesis el porcentaje de 6vulo en mal estado varia de unas especies
otras, pudiendo ser de 25 a 40% en cerezo, P. avium (FURUKAWA y BUKOVAC, 1989)
un 78% de anormalidades en albaricoquero P. armeniaca (EATON y JAMONT, 1964). Estas
'.orma]idades pueden tener orfgenes diferentes y se han relacionado con la existencia de mds
e una célula madre; con el desarrollo del saco embrionario, no s6lo de ia megaspora mds

Las secuencias de la polinizacion fueron establecidas por JENSEN (1973) me
estudios al microscopio electrénico. El tubo de polen entra en el saco embrionario a tray
una sinérgida que degenera y en Ia que descarga su contenido. Las paredes celulares al i
de las sinérgidas y de la célula huevo estdn incompletas y el nicleo espermdtico -
moverse en el espacio peripldsmico entre las membranas del plasma de Ia célula huey
célula central; se produce la fusién celular de las células espermdticas con la célula huev téxima a 1a calaza sino de cualquier célula de la tétrada (EATON y JAMONT, 1964); o con
i existencia de mds de 4 nicleos o de menos, lo que se considera no funcional (FURUKAWA
BUKOVAC, 1989). PIMIENTA y POLITO (1982) encontraron que en 6vulos abortados es
frecuente la carencia de saco embrionario o un retraso en la diferenciacién de la c€lula madre
‘de la megaspora. HARTMAN y HOWLETT (1954) atribuye este retraso en el desarrollo y la
degeneracién temprana en Gévulo de manzano a factores genéticos. MOGENSEN (1975)
Eﬁ_:_también seiiala que en dvulos abortados en Quercus no hay sacos embﬁona__ﬁos y cuando los
iay estén vacfos. SOCIAS i COMPANY er al. (1976) muestran en una seleccion de hibridos
“melocotonero x almendro que aparece de forma consistente un subdesarrollo del évulo y
RALLO er al. (1981) que un alto porcentaje de évulos poseen $acos poco desarrollados en

nicleos de la célula huevo y los dos niicleos polares de la célula central (VAN WENT
WILLENSE, 1984; KNOX e al., 1986). -

El destino de uno y otro espermatozoide no es aleatorio, pues el equipo de DU
demostré que ambos espermatozoides difieren uno del otro por el ADN de sus orgﬁﬁ"
citqplasméticos, asi como por sus cloroplastos y mitocondrias (DUMAS ez al., 1985). E
espermatozoide rico en plastos el que se fusiona con la otra célula huevo y el otro rico
mitocondrias fecunda la célula central.

olivo.

Cada ovario en Prunmus estd formado por un solo carpelo que contiene dos ¢vulos
(DORSEY, 1919b; BRADBURY, 1929; TUKEY, 1936; EATON y JAMONT, 1964;
THOMPSOM y LIU, 1973; PIMIENTA y POLITO, 1983). El desarrollo de los Gvulos es muy
irregular y como en la mayoria de las drupdceas, s6lo uno de ellos se desarrolla en semillla
(EATON y JAMONT, 1964; HAWKER y BUTTROSE, 1980; PIMIENTA y POLITO, 1982;
STOSSER y ANVARI, 1982; HERRERO er al., 1988; ARBELOA y HERRERO, 1991).

2.1.2. Desarrollo de las estructuras ovulares en Prigus L.

El saco embrionario de las angiospermas se encuentra encerrado en unas estructu
ovulares muy diferenciadas, rodeado de capas cuticulares, que sugieren un papel protector
saco embrionario (ESAU, 1977). Otros autores asocian a estos tejidos un papel nutricional
(MOGENSEN, 1973; HAWKER y BUTTROSE, 1980).

Los estudios en el desarrollo de las estructuras ovulares en el género Prunus en ¢l La degeneracidn de uno de los évulos después de la polinizacidn ha sido estudiada en
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. " Una vez los tubos de polen pasan por el obturador se encuentran con el exostoma,
formado por una prolongacién de las células del tegumento y por el extremo de la nucela por
onde ha de pasar ¢l tubo hacia el saco, El exostoma acercarfa ambas estructuras y facilitarfa
penetracién (HERRERO y ARBELOA, 1989; ARBELOA y HERRERQ, 1991}, aunque algtin
po de estimulo quimiotrépico puede que sea necesario para guiar la fecundacién como ocurre
otras especies (TILTON y LERSTEN, 1981). Otros tipos de control sobre la entrada de los
tubos polinicos en el ovario han sido descritos en otras especies (HESLOP-HARRISON, 1965;
OSTA-TURA y MACKENZIE, 1990). Los tubos de polen crecen por el canal micropilar hacia
nucela, donde se observa un canal de células que degeneran y que podrfan estar relacionadas
n el crecimiento de los tubos (PIMIENTA y POLITO, 1982, 1983; ARBELOA y HERRERQ,

991). v

detalle en el cultivar de almendro *Nonpareil” (PIMIENTA y POLITO, 1982), pero la presen
de pepitas dobles en otros cultivares como *Guara’ (SOCIAS i COMPANY y FELIPE, g
indica que la degeneracion de uno de los dos 6vulos no es un fendmeno aplicable a todas
variedades, ya que la presencia de pepitas dobles se debe a la fecundacién de ambos 6v :
relaciondndose con la viabilidad de los dos y con €l concepto de calidad de flor yla diféz,.
entre flores fuertes y débiles en las que la longevidad del évulo es menor (WILLIAMS, 19
as{ como con Ia evolucién en la apertura de las flores, como se ha observado en el alm
(SOCIAS i COMPANY, 1983) y con los efectos de las temperaturas bajas que alatgarfﬁ;l
longevidad del évulo al igual que frenarfan el crecimiento de los tubos polfnicos (PIMIENT
et al., 1983).

Tradicionalmente se habia asumido que la maduracién del megagametofito en Pmn
coincidfa con la antesis (DORSEY, 1919a; BRADBURY, 1929; TUKEY, 1933: EATON
1959) pero posteriormente se ha observado que existe un retraso en la madmamén
megagametofito (JEFFERIES, 1975; PIMIENTA y POLITO, 1983; ARBELOA y HERRER
1991). En frutales como el manzano la maduracién del gametofito coincide con la ant
(COSTA-TURA y MACKENZIE, 1990). Sin embargo, cuando los tubos de polen alcanZaﬁ
saco embrionario el desarrollo es completo (HERRERO y ARBELOA, 1989). El @

En frutales, concretamente en melocotonero, s ha observado un desfase entre la llegada
e los tubos polfnicos a la base del ovario y el momento en que tiene lugar la fecundacidn
“(ARBELOA y HERRERO, 1987; HERRERO y ARBELOA, 1989). La existencia de este
esfase de tres dias desde que pasa por el canal micropilar y de otros tres hasta que se produce
. fecundacion, sugiere que el Gvulo necesita alcanzar un estado de maduracién para que se
roduzca la fecundacién (HERRERO, 1992a); este desfase se ha observado en otras especies,
" sugiriendo que puede deberse a un factor quimiotréfico (JENSEN ez al., 1983).

Los tubos polinicos llegan al ovario afectando a las estructuras ovulares y produciendo
una activacién en el ovario (LINSKENS, 1974). Este estimulo no altera la maduracion del saco
-embrionario, aunque si se ha visto, al menos en peral, que hay un retraso en su maduracién
' (HERRERO y GASCON, 1987, HERRERO ¢ al., 1988), lo cual ayudaria a que se llevara a
- cabo la fecundacién del mismo al alargar el perfodo receptivo.

polinizadas que en las no polinizadas (ARBELOA y HERRERO, 1991), pero en almendm
flores mo polinizadas o polinizadas con un polen incompatible se observa una falta de
elongacion del saco. El saco se alargarfa en el momento de la fecundacion por %t[mulo
polen compatible hacia el extremo de la calaza en la nucela (PIMIENTA y POLITO, 1983

Los tubos de polen entran en el ovario, guiados por el obturador (TILTON er al., 19
ARBELOA y HERRERQO, 1987), que facilita la penetracién del tubo de polen hac'iﬁ"
micropilo. En las células del obturador se encuentran células llenas de almidén, que desaparece
cuando los tubos polinicos han pasado y se produce una secreccién (ARBELOA y HERRER
1987).
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2.1.3. Fecundacién en las distintas especies. cdlido (DORSEY, 19190).

El estudio del desarrollo postzigdtico en ciruelo europeo (JEFFERIES, 1975) mostré que
42gemana después de 1a antesis hay ya de 4 a 8 células en el embrién, por lo que es de
uponer que la fecundacion se realiza entre la 3% y la 4* semana.

WENT (1887) y PECHOUTRE (1902) fueron los primeros en realizar diversos 'és ;
del desarrolio del 6vulo y del saco embrionario de las Rosaceas (JEFFERIES, 1975).

Los estudios posteriores realizados en el género Prunus en relacién con la reprod
y la biologfa floral comenzaron en ciruclo (DORSEY, 1919a). Posteriormente en meloco
RANGLAND (1934), observé que el saco embrionario estd preparado para la fecundaci
16 dias después de que la yema comienze a abrir. Un estudio anatémico detallado des
floracidn al cuajado fue realizado por LILIEN-KIPNIS y LAVEE (1971) quienes concluyer
las condiciones climdticas de cada drea de cuitivo, influyen notablemente en los diféren
estados de desarrollo y en las caracterfsticas de cada variedad. El resto de estudios ¢
mayoria de las especies se han centrado mds bien en el desarrollo del fruto (BRADBU
1929; TUKEY, 1936; TUKEY y YOUNG, 1939; STERLING, 1953; JACKSON y COOM
1966).

En albaricoquero, que pertenece al mismo subgénero que el ciruelo, se ha estudiado el
esarrollo de los sacos embrionarios, centrdndose inicamente en el nﬁmero de sacos viables
que hay en el momento de la antesis (EATON y JAMONT, 1964) y en el tipo de anormalidades
ue puedan presentarse, indicando que sdlo ¢l 22% de los sacos embrionarios tienen células
wevo funcionales. FARQOK-LODHI (1962) sefiala l1a diferente citologfa de los cultivares
htocompatibles y autoincompatibles sin detallar el proceso de fecundacién. Un trabajo reciente

de prospeccién de algunas variedades de albaricoquero indica que la fecundacion se realiza 10
dias después de la antesis en la variedad mds adelantada (BURGOS, 1991).

En el cerezo los primeros trabajos en el estudio de la biologia floral se hicieron por
TUKEY (1933), detallando la evolucidn del fruto. BRADBURY (1929) indicé el aborto de
embriones en relacion a la abscision del fruto. La evolucion y el estudio de los 6vulos muestran

Con técnicas histoquimicas se realiz6 un estudio en dos variedades de alime
centrdndose en el desarrollo del ovario sin especificar el dia en que se produce la fecurd
(HAWKER y BUTTROSE, 1980). Con este mismo fipo de técnicas se ha observad
melocotonero que la fecundacion se realiza alrededor del dfa 19 después de Ia an
(ARBELOA y HERRERO, 1987). PIMIENTA er al. (1983) indican que la fecundacién 'f
variedad de aimendro ‘Nonpareil® se produce en el vulo primario alrededor del dfa 10 des

un porcentaje muy alto de anomalfas en los sacos embrionarios (EATON, 1959). Mds tarde
| trabajo de polinizacidn en cerezo indica que los tubos polinicos han alcanzado el 6vulo y Ia
ecundacién se ha podido llevar a cabo 4 6 § dias después de la antesis (STOSSER y ANVARI,

de la polinizacién, mientras el otro évulo muestra signos de degeneracién (PIMIENT
POLITO, 1982, 1983).
2.1.4. Técnicas para superar fracasos en la fecundacién.

En ciruelos los estudios realizados en biologfa floral se centraron principalmente _
estudio de la autocompatibilidad y autoincompatibilidad desde el punto de vista de la producci
comercial (JEFFERIES, 1975). Un estudio detallado de la histogénesis y la organizaci
vascular fue realizado por STERLING (1953). La influencia de la temperatura en el pericx

La fecundacién ha fracasado en muchos cruzamientos interespecificos en los que el tubo
- polinico alcanza el ovario pero no penetra en el évulo, como ocurrre en Vicie faba x V.
narbonensis, (PICKERSGILL, 1991), porque los tubos pueden detener su crecimiento dentro
: del ovario (SAMIMY, 1991), o porque los tubos de polen entra en el saco pero no descargan
las células espermdticas como ocurre en Rhododendron (WILLIAMS er al., 1990). Estas

de postantesis es importante para que se Ileve a cabo la fecundacién, pues en el ciruelo sel
indicado que son necesarios 21 dias para la fecundacién en un afio frio y 10 dias en un af
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a polinizacién "in vitro" directamente en la cavidad placental para la produccién de hibridos

0 como puede ser manipulada, terespecificos ha dado buenos resultados en Primula, donde se obtuvieron embriones de forma
| obular (SHEHATA y ZENKTELER, 1991).
Las diversas técnicas descritas para superar las barreras de hibridacién prezigéticas '

divsersos géneros, como son 1a polinizacion de yemas, Ia polinizacién en los estilos co"’
y la polinizacién "in vitro", no han dado buenos resultados en Prunus (COYLE, - 19
SCHMIDT, 1972). Otros autores sefialan que esta técnicas han tenido éxito en hibridé@
interespecificas en especies tanto de autoincompatibilidad esporofitica como B"_'
(BROWN, et al., 1991), como en especies de autoincompatibilidad gametofitica -
Lycopersicum (GRADZIEL y ROBINSON, 1989, 1991), La polinizacién de yemas segy
NETTANCOURT (1977) no ha dado buenos resultados en cruzamientos interespeci
aunqque si para superar la autoincompatibilidad. A pesar de que recientemente se ha seii

La fecundacién de gametos aislados en plantas de maiz se ha utilizado para estudiar el
proceso de fecundacién y desarrollo temprano del embrién (KRANZ y LORZ, 1992).

Otras técnicas se han desarrollado para soslayar los problemds de la reproduccidn sexual
n 1a obtencion de hibridos. Posiblemente la técnica mds importante de este tipo es la fusién
e protoplastos para Ia formacién de hibridos somdticos "in vitro". Se han obtenido plantas de
cerezo por este método (OCHATT er al., 1987, 1989; OCHATT y POWER, 1988). Otro
tento ha sido el de regenerar plantas de melocotonero a partir de protoplastos, técnica que de
titil para superar la incompatibilidad interespecifica en manzano (SURIKOV, 1987). - omento no ha tenido éxito en Prunus, si bien en otros géneros se han obtenido hibridos
| terespecificos directamente de Cirrus y Severinia (GROSSER er al., 1988), siendo el primer
La polinizacion "in vitro" ha resultado ser una técnica itil para superar barreras en caso en que se ha conseguido en plantas lefiosas.
cruzamientos interespecfficos. Una amplia revision del uso de esta técnica ha sido hec!
ZENKTELER (1990). Ha sido un método utilizado especialmente en Gramineas, doﬁdfc
presenta tambien una autoincompatibilidad gametofitica. Sin embargo, los factores qu
manifiestan "in vivo" pueden activarse también "in vitro" y pueden deberse a la preéi'é'r’i
seleccién que actia a nivel prezigdtico, por lo que los évulos mds cercanos a la base
son los que tienen mds probabilidad para ser fecundados (LEDUC ex al., 1990).

Existe mds de un ejemplo en cruzamientos interespecificos e intragenéricos
autoincompatibilidad gametofitica en los que la incompatibilidad se pueda manifestar afi_l
del estilo en unos cruzamientos y a nivel del ovario en otros (MOHINDRA y MINOC
1991). |

Mediante la aplicacién de polen directamente en los 6vulos, la inyeccidn d
suspension de polen en una solucién en el ovario o la polinizacién de los évulos extirpac
se han obtenido pldntulas intraespectficas en Papaver nadicaule (OLSON, 1981), en Bras
oleracea, Petunia violacea (SHIVANNA, 1965) y en Glicine max (TILTON y RUSSEL, 19
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2.2. MATERIAL Y METODOS.

: CUADRO 2.2.1. Fechas de antesis y plena floracién de las especies polinizadas y
ylinizadoras.

Variedad Dia Variedad Dia
2.2.1. Cruzamientos intra e interespecificos analizados. Polinizada? Antesis Polinizadoras _ Floracién
Moniqu{ 13/3/91 Canino 10/3/91
Para el estudio histolégico del proceso de fecundacién se eligieron cuatro cru Myroboldn 605 12/3/91 Myroboldn B 16/3/91
dos cruzamientos intraespecificos (uno entre dos albaricoqueros v otro entre dos mirobo]; Myroboldin B 16/3/91 Moniqu{ 13/3/91
y dos interespecificos, (uno entre miroboldn y albaricoguero y otro entre un hl‘bﬁd GF 31 15/3/91 P. tomenmosa  10/3/91

miroboldn y almendro con un clon de la especie silvestre P, tomentosa). Esta elecci
hecho con el fin de estudiar dos cruzamientos compatibles, intraespecificos
interespecifico, también supuestamente compatible y por iltimo uno interespecifico de

. 2.2.2. Preparacién del material para su observacién al microscopio.
€species menos relacionadas y por lo tanto supuestamente incompatible.

Se recogieron § muestras de flores emasculadas sin polinizar y 10 flores emasculadas y
linizadas manualmente para cada cruzamiento. Las muestras se tomaron el dia O (antesis),
10, 15, 20 y 25 dias después de la antesis, de forma aleatoria en las ramas en la que se habian

Cruzamientos intraespecificos:
I.  'Moniqui® (P. armeniaca) X 'Canino’ (P. armeniaca)
VII. *Miroboldn AD 605" (P. cerasifera) X *Mirobolén B’ '
( fera) X realizado las emasculaciones y polinizaciones en el campo,
(P. cerasifera) :
Cruzamientos interespecificos:
IV. ’Miroboldn B’ (P. cerasifera) X *Moniqui® (P. armeniaca)
VIIL. "GF 31’ (P. cerasifera x P. salicina) X P. tomentosa

2.2.2.1. Fijacion del material.

Las flores se fijaron en el momento de la recogida en una solucién fijadora F.A.A., de
etanol 70%: formol 40%: dcido acético (18:1:1) (JOHANSEN, 1940), durante al menos 4

Para el estudio histoldgico se utilizaron flor 1 I0L
ucio MS0IOgICo se uttl ores emasculadas en estado D (BAGGLIOL horas. Los pelos de la pared del ovario fueron previamente afeitados con un escalpelo para que

1984) en los cruzamientos realizados en partado 4.2. i 1 C .
) redlizados en campo (a do 4.2.) durante la primavera d? : dificultaran la realizacién de los cortes. En el caso del dia 0, se fij6 la flor completa con
fijadas posteriormente, ¢l dia de la antesis (dfa 0) y secuencialmente tras la polinizacion:

pistilo, pero en el dfa 10 y posteriores no fue necesario ya que en el pistilo se encontraba en
15, 20 y 25 dias después de la antesis.

mayoria de los casos en estado necrosado y sélo se fijé ¢l ovario. Las flores almacenadas

s jador s¢ conservaron a 4-5° C hasta su preparacién para examen microscépico.
El orden de floracidn de las distintas especies es un pardmetro importante a ten :

cuenta a 1a hora de plantear los cruzamientos. El orden de floracion de las especies implic

en los cruzamientos elegidos se refleja en el cuadro 2.2.1.
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Para la tincidn, los cortes de parafina deben pasar por un proceso de desparafinado con
xileno y de hidratacién en una serie de alcoholes, hasta un nivel de hidratacién del tinte

Material y Métodos - Estudio de
2.2.2.2. Inclusi6n y cortes del material en parafina.

Las flores, una vez fijadas, se pasaron por una serie de alcohol butitico terciaﬁb mpieado en cada caso. Los tiempos y concentraciones empleados han sido los siguientes:

cada vez mds concentrado hasta utilizarlo puro; de esta forma se deshidraté y posteri SOLUCION TIEMPO
s¢ infilré en parafina (JENSEN, 1962) quedando listo para el corte. La serie y los t T Xilenol > Minotos
fueron los siguientes: Xileto II .
DIA  SOLUCION TIEMPO Xilenolll "
1 50% TBA 3 horas Xileno/Etanol (1/1) .
70% TBA 17 horas Etanol 100% *
2 85% TBA 1,5 horas Etanol 70% "
95% TBA . Etanol 40% "
100% TBA " Agua destilada "
TBA I puro "
TBA I puro "
TBA I puro 15 horas 2.2.2.3. Observacion microscépica con luz normal.
3 TBA +Aceite parafinado 24 horas
4 Material en la mezcla ' 2.2.2.3.1, Tincién Gerlach,
sobre parafina a 60° C 24 horas
5 Parafina I 6 horas El método de tincién tricromica de GERLACH (1969) consiste en los pasos siguientes:
Parafina II 17 horas -Desparafinado e hidratacidn hasta etanol del 40%.
6-7 Parafina II 48 horas -Safranina al 3%en etanol del 50% - 1 hora.
Parafina II1 24 horas -Lavado con agua 3 o 4 veces.
Inclusion -Cristal violeta al 1% en agua- 1,5 minutos.

-Lavar con agua 3 0 4 veces.

-Lavar con etanol 90%, dos veces durante 2 minutos cada vez, _
-Verde luz al 0,25% en etanol 90. Se procede desde este momento con cada porta por
Se_ﬁarado. Se tifien hasta que se desplaza el cristal violeta.

-Isopropanol I- 2 minutos.

La parafina empleada para la inclusién en bloques fué de 51-53° C de fusién
bloques se tallaron y los cortes se realizaron con un microtomo de rotacién d4ndoles un gK
de 10 p y se colocaron de forma seriada sobre un portaobjetos impregnado previamen__'
pegamento de Haupt (HAUPT, 1930) y una solucién de formaldehido al 3% que evita la pos

contaminacion de las muestras. Los portas s¢ secaron en una estufa caliente a 40° C. -Isopropanol II- 2 minutos.

- Xileno +
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Material y Métodos Estudio ¢
~-Montar el cubre con resina DPX (DIFCO). _
Esta tincién diferencia los micleos y material genético que se tifien de rojo, las 'p"'

1 Estudio del Ovu_lo
2.3.RESULTADOS.

celulares y citoplasma de verde y el almidén de violeta, Con esta técnica se examinas
flores desde el dia 10 para ver la evolucién de los Gvulos y constatar la p:eseﬂc 2.3.1. Estado de los ovarios en antesis.
endospermo o embridn.
Las cuatro variedades utilizadas en este ensayo para el estudio histolégico, florecieron
en la segunda decena de Marzo (Cuadro 2.2.1.). Las primeras muesiras se tomaron este dia de
2.2.2.3.2. Tincién de almidén., |2 antesis (dfa 0), momento en el que no se diferencian los tres componentes del ovario
endocarpio, mesocarpio y epicarpio), sino que sélo se distingue la epidermis, que presenta
largos pelos. Dentro del I6culo se distinguen dos Svulos, cada uno con su obturador, que €s un

engrosamiento de la placenta por encima del micrépilo del dvulo, cuyas células mds externas

Para la observacién de las reservas de almiddn se utilizé la tincién IKI (JOHAPi
1940). Para ello, los cortes de parafina, hidratados hasta agua, se tifieron durante 5 minuto
la solucidn IKI (2 g de ioduro potdsico (IK), 0,2 g de iodo y 1000 ml de agua). Se mon
directamente con la solucién y se observaron al microscopio.

se diferencian por su forma papilar. Los dos obturadores estin separados por una sutura
ngitudinal a lo largo de lIa linea ventral. En la antesis los dos obturadores estdn desarroliados
su médximo tamafio en proporcidn a los dvulos y al l6culo (Foto 2.1.a). Los Gvulos son
andtropos y presentan dos tegumentos separados en su zona micropilar y unidos en la calaza,
como una nucela con células diferenciadas en la zona micropilar donde se formard el saco
brionario (Foto 2.1.b). En la antesis el almidén se presenta en forma de grdnulos pequefios
en las células del obturador y en la zona micropilar del tegumento (Foto 2.1.¢) y en la nucela
en. las células superiores alrededor del saco embrionario (Foto 2.1.d).

2.2.2.4. Observacién microscépica con luz ultravioleta.
2.2.2.4.1, Tincién de callosa.

Los cortes hidratados hasta agua se tifieron con una solucion de azul de anilina al _
en POK; 0,1 N (LINSKENS y ESSER, 1957; MARTIN, 1959) durante 1 hora.
observaciones se realizaron directamente sobre el cubre con una gota de tincién,
Microscopio con iluminacién ultravioleta con filtro D (Filtro excitador BP 355-425
bloqueador LP 460). Esta tincién sirve para ver la callosa que se deposita en los teji
degenarados. Aunque ha sido discutida la especificidad de este método (apartado 1.2.2
sigue siendo el método aceptado para ver callosa (HESLOP-HARRISON y I-IES
HARRISON, 1981; DUMAS y KNOX, 1983).

2.3.2. Desarrollo de los dvulos y el megagametofito.

Durante los dias que siguen a la antesis un dvuio se desarrolia mds que el otro. El évulo
que queda retrasado en su crecimiento con el tiempoe degenera, llamadndose dvulo secundario
(Foto 2.1.¢). Alrededor del dfa 10 después de la antesis el Gvulo secundario se encuentra
genarado en todos los ovarios examinados y se pueden observar deposiciones de callosa
alrededor de toda Ia pared externa del évulo al igual que la nucela que degenera en todos eitos

(Foto 2.1.1). Este proceso se observa en todos los cruzamientos analizados.

En el 6vulo viable se observa el megagametofito, que ocupa aproximadamente 1/3 del
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6vulo en los cuatro clones estudiados. A los 15 dias el saco se ha alargado y se observy
ocupa alrededor de 2/3 de la extensién de Gvulo en *Moniqu® y en los dos mirobo

"Miroboldn AD 605’ y 'Mirobolén B’, pero no ha aumentado ea el hibrido *GF-31".
los 20 dias se encuentra en el mismo estado de desarrollo, al contrario que en ’MOm_.q
"Miroboldn AD 605’ y 'Miroboldn B* en los que ocupa toda la longitud del 6vulo, A los
dias sélo quedan restos del tegumento del évulo secundario, tanto en *Monigui® como
dos Mirobolanes, mientras que en el hibrido *GF-31" ya no se observan restos de ningin

del 6vulo secundario, que se encontrarfa totalmente degenerado.

2.3.3. Cambios en el ovario al paso del tubo hacia ¢l évulo.

Los tubos polinicos alcanzan la base del estilo y el extremo superior del obturador:
presenta los depdsitos de almidén. A medida que el tubo polinico va creciendo por el ob
y el micropilo, el almidén va desapareciendo. Este fendmeno se observa alrededor del .
(Foto 2.2.a), y al dia 15, en el que el tubo ya ha pasado, al proseguir su camino hacia |
con la ovocélula, pricticamente no se observa almidén (Foto 2.2.b). El almidén del tegum
alrededor del micropilo puede observarse que el dfa 25 ha desaparecido, tanto e
cruzamientos intraespecificos como en los interespecificos. En la células superiores de lan
se observa almidén alrededor del dia 10 (Foto 2.2.c) que va desapareciendo conforme el
embrionario va aumentando de tamaiio como se ve alrededor del dfa 15 (Foto 2.2.d).

La pérdida de almidén va seguida de la acumulacién de callosa en las paredés
células del obturador, lo que indica que se produce una degeneracién celular (Foto 2.2.¢
en el dia 20, la callosa se encuentra completamente extendida hacia el interior, con las ¢

degeneradas que presentan el aspecto de un pequefio residuo con mucha callosa (Foto 2
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FOTO 2.1, ESTADO DE LOS OVULOS EN ANTESIS Y DEGENERACION POSTERIQ]

FOTO 2.1.a. Ovario de "Moniqui’ con los dos dvulos (0) y dos obturadores (ob) en
mismo estado de desarrolio en antesis {(86.45 X).

FOTO 2.1.b. Extremo micropilar (mp) de la nucela con células diferenciadas de la nucel
(nu) donde se formard el saco embrionario (flecha). Tincidn de azul de anitin
(548X).

FOTO 2.1.c. Obturador (ob) y micropilo {mp) en antesis con almidén en las c€lulas ante
del paso del tubo polinico. Tincidn de IKI (448 X). "

FOTO 2.1.d. Células de Ia nucela (nu) en el exiremo micropilar alrededor del sa
embrionario con almidén (flechas) en antesis. Tincion de IKI (448X).

FOTO 2.1.e. Ovulos de *Miroboldn B’ a los 10 dias después de la antesis con ¢l vul
secundario {os) de menor tamafio y el dvule pnmario {op) que sigue su desarrroll
{86.45 X).

FOTO 2.1.1. Ovulo secundario (0s) degenerado con acumulacion de callosa en ¢l tegumen!
(flecha) y con la nucela degenerada, y el évulo primario (op) con la nucela {(ni

desarrollada, 20 dfas después de la antesis. Tincion de azul de anilina (219 X).
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FOTO 2.2. CAMBIOS EN EL OVULO DESPUES DE LA ANTESIS

EOTO 2.2.a. Obturador (ob) y micropilo (mp) con grénulos de almidén (flecha) en'la

células a los 10 dias después de la antesis, antes del paso del tubo polinico. Tincig:

de TKI (179 X).

EOTO 2.2.b. Obturador (ob) y micropilo (mp) sin granulos de almidén en las c€lulas a]

15 dfas después de la antesis, después del paso del tubo polinico. Tincién de

(179 X).

FOTO 2.2.¢. Células alrededor del saco embrionatio (se) con almidén (flecha) a los 10d
después de la antesis. Tincién de IKI (448 X).

FOTO 2.2.d. Células alrededor del saco embrionario con menos acumulacion de almido
(flecha) después del alargamiento del saco embrionario (se), 15 dias despucs de

antesis, Tincidn de IKI (179 X).

FOTO 2.2.e. Obturador (ob) y micropilo {mp) con acumulacién de callosa como sinto

de degeneracidn, 15 dias después de 12 antesis. Tincion de azul de anilina (219 5'

FOTO 2.2.f Obturador (ob) con gran acumulacion de callosa en todas las células, 20

después de la antesis. Tincidn de azul de anilina (219 X).




2.3.4. Fecundacidn,

2.3.4.1. Fecundacién en Cruzamientos Intraespecificos.

La penetracidén de los tubos polinicos en el évulo se produce siempre por el micrépito
(porogamia) (Foto 2.3.a). Los tubos polfnicos alcanzan el micropilo en su camino hacia el Svulo
por donde han de pasar a la nucela para que se produzca la fecundacién. La entrada al saco
embrionario tiene lugar por una de las dos sinérgidas, que previamente ha degencrado,
descargdndose en ella los dos nicleos espermdticos,

En el cruzamiento intraespecifico I (entre los dos albaricoqueros) se observa que el tubo
polinico alcanza la base del micropilo alrededor del dia 10 y se encuentra préximo al extremo
:.lde la nucela. Ya en el dia 15 se puede observar un zigoto y los micleos de endospermo
alrededor de las paredes del saco (Foto 2.3.¢), lo que indicarfa que la fecundacidn se ha podido
;producir entre los dfas 10 y 15, y en el dia 20 el endospermo ya se encuentra mds extendido
‘en €l saco embrionario (Foto 2.3.d). En el cruzamiento VII (entre los dos mirobolanes) la
aproximacion del extremo del tubo polinico ai final del micropilo y al extremo nucelar se pudo
.observar también en el dia 10 después de la antesis (Foto 2.3.b) y en el dia 15 se ve el zigoto
en el extremo micropilar del saco embrionario. En el dfa 20 los nicleos de endospermo se
observan rodeando las patedes del saco embrionario (Foto 2.3.e), y en el dia 25 después de la
antesis se observan mds extendidos rodeando al zigoto (Foto 2.3.f). |

2.3.4.2, Fecundacién en Cruzamientos Interespecificos.

La penetracién de los tubos hacia el dvulo se produce exactamente igual que en los
cruzamientos intraespecificos por el extremo micropilar. En el cruzamiento interespecifico IV,
(entre *Miroboldn B’ y "Moniqui®) los tubos polinicos se pueden observar alrededor del dia
:f: 10 en el obturador y cerca de la entrada del micropilo (Foto 2.4.a). En el dfa 15 los tubos se
‘Observan perfectamente en la base del micropilo y entrando en la nucela (Foto 2.4.b).
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También en el dia 15 se puede observar el zigoto (Foto 2.4.c), por lo que es d
que la fecundacién se realiza airededor de este dia; el dfa 20 los niicleos de endosy

visibles (Foto 2.4.d); el dfa 25 los niicleos de endospermo se pueden observar
embridn,

En ¢l cruzamiento interespecifico VIII (entre el hibrido 'GF-3’ly  P.tomento
observa el crecimiento de los tubos polfnicos desde la base del estilo a través del ob
desembocando en el exostoma alrededor de 10 dfas después de Ia polinizacién. El dfa
tubos no han liegado a alcanzar el canal micropilar, dando vueltas en el tegumento
Svulo (Foto 2.4.¢). El dfa 20, sf se ha podido observar en algunas flores que los tab
alcanzado el canal micropilar y han llegado a la entrada de la nucela, pero sin llegar a
en ella (Foto 2.4.f), desvidndose alrededor del tegumento interno del ovario que rodea L
interna de Gvulo. En algunos évulos sc pudieron observar en el saco embrionario nicler
tefiidos con tincién Gerlach (Foto 2.4.g) pero que no se correspondfan con niic_:__

endospermo, y tampoco se observé el zigoto en el extremo micropilar (Foto 2.4.h) en
de los dvulos observados.

Las primeras divisiones tienen lugar en el zigoto y en el endospermo que es de I
libres, como se han podido observar en los dos cruzamientos intraespecificos oomp
analizados I (entre los dos albaricoqueros) y VII (entre los dos mirobolanes), asi cdrii__
cruzamiento interespecifico IV (mircboldn x albaricoquero). En estos casos el dia 15 se pu

observar las primeras divisiones y hacia el dia 20 el mimero de nicleos au
considerablente.
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EOTO 2.3. EECUNDACION EN LOS CRUZAMIENTOS INTRAESPECIFICOS

FOTO 2.3.a. Tubo polinico entrando por el micropilo (mp) 10 dfas dcsPués. d
polinizacién en el cruzamiento intraespecifico I (Moniqui® x *Canino’). Tinci_d;'
azul de anilina (219X).

FOTO 2.3.b. Tubo poifnico (tp) al firal del micropilo (mp) préximo a la nucela (nu) en
cruzamiento intraespecifico VII ("Miroboldn 605’ x *Miroboldn B’} 15 dias désp

de la polinizacién. Tincidn de azul de anilina (548 X).

FOTO 2.3.c. Embridn (em) en el extremo micropilar del saco embrionario (se) y niic
de endospermo (en) en el cruzamiento I ("Moniqui® x 'Canino’), a los 15-d

después de 1a polinizacién. Tincién de Gerlach (448 X).

FOTO 2.3.d. Nicleos (flecha) de endospermo (en) mds extendido en el saco embxibi_z‘z"m

(se) en el cruzamiento intraespecifico I ("Moniqui® x 'Canino’), 20 dias despucs

la polinizacién. Tincion de Gerlach (179X).

FOTO 2.3.e. Saco embrionario (se) en el cruzamiento intraespecifico VI (‘Mimbolzin 60:
x 'Miroboldn B’) con los nicleos de endospermo (en) a los 20 dias de
polinizacién. Tincién de Gerlach (179 X). |

FOTO 2.3.f. Niicleos de endospermo en el saco embrionario rodeando al embridn (érii)
el cruzamiento intraespecifico VII a los 25 dias de la polinizacién. Tincié
Gerlach (448X).
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FOTO 2.4. FECUNDACION Y PARADA DE LOS TUBOS POLINICOS EN L
CRUZAMIENTIOS INTERESPECIFICOS.

FOTO 2.4.a. Tubo polfnico (tp) a su paso por el obturador (ob) y cercano al micropil{j (
en el cruzamiento interespecifico IV ("Miroboldn B’ x Moniqui’) a los 10 dfas

la polinizacién. Tincidn de azul de anilina (549 X).

FOTO 2.4.b. Tubo polinico (tp) después del paso por el micropilo (mp) entrando’ &
nucela (nu) a los 15 dfas de la polinizacién en el cruzamiento interespecifico
(’Miroboldn B' x 'Moniqui’). Tin¢ién de azul de anilina (549 X).

FOTO 2.4.c. Zigoto (z) en el extremo micropilar (mp) en el cruzamiento interespeciﬁcé
('Miroboldn B” x "Moniqui’} a los 15 dfas después de la polinizacién. Tincién
Gerlach (448X). h

FOTO 2.4.d. Nucleos (flecha) de endospermo (en) en €l cruzamiento interespectfico
("Miroboldn B’ x "Moniqui”) a los 20 dias de la polinizacién. Tincién de Ger
(448 X).

FOTO 2.4.e. Tubo polinico (tp) cerca del micropilo (mp) a los 15 dias de la polini.'za __
en el cruzamiento VIIE CGE-31" x "P.tomentosa). Tincién de azul de anilina (21

FOTO 2.4.f. Tubo polinico (tp) parado a la entrada de la nucela sin penetiar en el's
embrionario (se), después de atravesar el micropilo, en el cruzamiento VIII (GF-

X P.tomentosa} a los 20 dias de la polinizacion. Tincidn de azul de anilina. (219:--

FOTO 2.4.g. Nucleos (flecha) (nu) en el saco embrionario immaduro (se) del hﬂJ
*GF-31". Tincidn de Gerlach (448 X).

FOTO 2.4 h. Saco embrionario (se) del hibrido *GF-31" sin nicleos de endospermo &
20 dias de la polinizacion. Tincidn de Gerlach (179 X). '
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2.4. DISCUSION.

2.4.1. Desarrollo del saco embrionario.

En todos los pistilos estudiados en este apartado de andlisis histoquimico, que han
incluido un albaricoquero, P. armeniaca, dos mirobolanes, P. cergsifera, v el hibrido *GF-31"
P. cerasifera x P.salicing), se ha observado que en cada ovario se han desarrollado dos dvulos.
De acuerdo con previas observaciones solamente uno de ellos va a continuar su desarrolio hasta
convertirse en semilla. Este évulo de desarrollo normal se ha llamado primario y el otro, que
gormalmente degenera, se¢ ha llamado 6vulo secundario (EATON y JAMONT, 1964,
THOMPSOM y LIU, 1973; PIMIENTA y POLITO, 1983). Tanto en el albaricoquero como en
los mirobolanes, en el momento de la antesis los dos Gvulos no se han podido distinguir pues
ienen el mismo tamaiio sin signos de degeneracién. Este desarrollo similar en el momento de
la antesis ha sido observado en albaricoquero (EATON y JAMONT, 1964), almendro
(PIMIENTA y POLITO, 1983) y melocotonero (ARBELOA y HERRERO, 1991), pero en otras
species se ha sefialado una diferencia en ¢l desarrollo de los dos 6vulos ya en el momento de
la antesis, como ha sido en cerezo (EATON, 1959) y en el ciruelo europeo (THOMPSOM y
1U, 1973), en los que se ha observado que el Gvulo secundario era de tamaﬁo menor. A partir
de la antesis los dos évulos no se desarrollan por igual y en el dfa 10 ya se observa un menor
tamafio en el évulo secundario, asi como deposiciones de callosa en la pared externa de la
ucela degenerada. Estos sintomas de degeneracion son muy frecuentes en el dvulo secundario
han sido observados en varias especies de Prunus (HARROLD, 1935; PIMIENTA y POLITO,
982; STOSSER y ANVARI, 1982; HERRERO y ARBELOA, 1991). Parece ser que ¢l primer
vulo que se fecunda anula el desarrolio del otro como propone MOGENSEN (1975), ya que
en la antesis los dos son potencialmente semillas.

El saco embrionario en todas las especies de Pruynus se desarrofla segin el tipo
Polygonum (MAHESHWARI, 1950). En los cuvatro cultivares estudiados detalladamente,
P.armeniaca, P.cerasifera, y (P.cerasifera x P.salicina), se ha podido observar que en ¢l
momento de la antesis el saco embrionario est4 inmaduro, aunque en los primeros estudios se
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indicd que los sacos embrionarios ya estaban maduros en el momento de la ante
P.armeniaca (FAROOK-LODHI, 1962, citado por PIMIENTA y POLITO, 1983)
P.domestica (DORSEY, 1919a; THOMPSOM vy LIU, 1973), ciruelo europeo, y com
a los mirobolanes ya que éstos son ciruelos de crecimiento lento. Estudios posteriore

Discusion Estudio del Ovulo

elocotonero (PIMIENTA y POLITO, 1983; ARBELOA y HERRERO, 1991), en la que seria
forma mds probable de nutricién para las especies estudiadas. En el caso del hibrido *GF-
1°, en ¢l que el desarrollo del saco no ha llegado a completarse, la presencia de almidén se
eberfa a que el saco embrionario ha detenido su crecimiento y por lo tanto no ha requerido
descrito cierto retraso en ambas especies P.armeniaca y P.domestica (JEFFERIES, |
BURGOS, 1991), al igual que en otras especies de este género como P.amygdalus, (PIMI
y POLITO, 1983) y P.persica (HERRERO y ARBELOA, 1991).

s nuirientes.

En el estudio histolégico realizado en estos cuatro cruzamientos, dos intraespecificos
dos interespectficos, aparece un porcentaje variable de ovarios estériles en flores fijadas los
fas 10 y 15 en las que s¢ observan ¢vulos en un claro proceso de degeneracion. En el
omento de la antesis, estos ovarios no se distinguen de los otros, pero en las semanas

Desde ¢l momento de la antesis y la posible polinizacidn de la flor, el saco emb .o”"
se va desarrollando y creciendo hasta la fecundacidn, extendiéndose a lo largo de la nuce

ipuientes presentan la nucela y los tegumentos muy degenerados, con la nucela separada de los
gumentos, También su observacién tras tincién de anilina muestra una gran cantidad de
callosa tanto en el évulo, principalmente en la calaza, como en ¢l pericarpio (HARROLD, 1938;
ANVARI y STOSSER, 1978; PIMIENTA y POLITO, 1982). Después de la segunda semana,
flores fijadas los dfas 20 y 25, el mimero de estos ovarios degenerados €s menor, lo que

hace suponer que las flores con Svulos degenerados se han caido.

ocupando toda la longitud del dvulo. Asi, en albaricoquero y en los mirobolanes, en-el
10 ya se observa un alargamiento que ocupa los dos tercios de la longitud del évulo y a o
dias los sacos embrionarios de los dos mirobolanes y del albaricoquero ocupan toda la lozigi
del 6vulo. No ocurre io mismo en el hibrido "GF-31°, en el que a los 20 dias su desarro

estd detenido, lo que podria relacionarse con el origen hibrido de este clon y a que sus |
pudieran ser en mayor proporcioén no funcionales. DORSEY (1919a) y BRADBURY ( 192
sefialado que aunque la fecundacién no tenga lugar se produce la elongacién del
embrionario, pero TUKEY (1933) indica que en los ¢vulos no funcionales de cer
megagametofito se mantiene sin prolongarse. También las observaciones realizadas en almi 2.4.2. Crecimiento de tube polinico en el ovario y fecundacidn,
P. amygdalus (PIMIENTA y POLITO, 1983), han indicado que se produce el alargamien
saco embrionario en las flores no polinizadas, aunque es menor en éstas y en las autopo ' En los cuatro cruzamientos elegidos se observd que los tubos polinicos alcanzaban la
“base del estilo. El tiempo que transcurre desde la polinizacién o desde que los tubos polinicos

han alcanzado la base del estilo hasta que se produce la fecundacién, puede ser muy variable.

que en las flores de polinizacién cruzada. De forma similar se ha observado el alargamiento
flores no polinizadas en el melocotonero P.persica (HERRERO y ARBELOA, 1989). Tamb
se ha observado frecuentemente en los mirobolanes un hinchamiento en el extremo de la cal
en forma de globo, similar a lo descrito en 1887 por WENT como "itsmo" y el estrechami
de la parte en la parte central descrito en 1902 por PETROUCHE y por WENT como "car
(TUKEY, 1933). _

eniendo en cuenta que en este caso se trata de especies diferentes de Prunus y ademds con

cruzamientos interespecificos, los factores que pueden influir en este proceso son miiltiples.

Una vez los tubos polfnicos han alcanzado la base del estilo, su velocidad se ralentiza
es en los tejidos del ovario es mucho menor que en el estilo. Esto se observa en los
Cruzamientos VII, IV, en los que la velocidad es menor después del 3° y 4°dia, cuando ya han
canzado la base del estilo y empiezan a crecer hacia el vulo. Este parece ser un fendmeno
abitual en todas las especies de este género (PIMIENTA er al., 1983; HERRERO y

El almidén presente en las células de la nucela en el momento de la ant
desapareciendo del extremo nucelar y también de la calaza, ya que sirve de nutricion
embrionario para el proceso de elongacidn. Estos procesos han sido descritos para almen
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os polinicos en la base del estlo se observan a los 5 dfas después de la polinizacion. En
cruzamiento VII &l paso por el obturador puede producirse mucho antes ya que la llegada a

ARBELOA, 1989). Se ha observado que los tubos polinicos crecen inicialmente entre _

del obturador y del 16culo para continuar después por la superficie del obturador hasts;
el micropilo. En el caso de los cruzamientos intraespecificos I y VII y el interespect

pase del estilo es mds rdpida. Esta cronologia de sucesos hace posible suponer que suceda
mismo que lo observado en el melocotonero (ARBELOA y HERREROQ, 1987) una parada de
dfas en el obturador esperando el estimulo quimiotrdfico y otra a nivel de la entrada del

se ha observado que el nimero de tubos que alcanzan la cavidad locular es mayor
por PIMIENTA y POLITO (1983) en almendro. En el cruzamiento interespecifico: V]
sélo ocurre ocasionalmente, al contrario del cruzamiento interespecifico IV en el que | pilo, cuya significacién no estd totalmente clara y en 1a que otro tipo de estfmulo pudiera
' necesario (HERREROQ, 1992a). Este intervalo entre la llegada a la base del pistilo y la

llegada al micropilo, también se ha descrito en el almendro, anunque sin detallar el tipo de

de tubos polinicos en la base del estilo es numeroso.

Después estos tubos pueden o no alcanzar el obturador y el canal micropilat-q
detenidos tanto en el obturador como al final del extremo micropilar. La presencia de
¥ la ausencia de almidén en las células externas implicarfa una falta de nutrigién o de e

_ que tiene lugar ni el estimulo requerido para reanudar el crecimiento (PIMIENTA y
LITO, 1983).

En los dos cruzamientos interespecificos estudiados se ha podido constatar la presencia
zigoto y niicleos de endospermo en el dfa 15 al igual que en el cruzamiento interespecifico

para el tubo polinico por lo que este se detendria. Una vez han pasado por el ob
alrededor del dia 10 se puede ver que las reservas de almidén han sido consumidas porq
necesarias para el crecimiento del tubo polinico. 'Una vez que los tubos polinicos han
el obturador se observa lieno de depésitos de callosa, lo que ocurre alrededor del dia 15
ya se ha produczdo la fecundacidn en los dos cruzamientos intracspecificos I y VII

el miroboldn y el albaricoquero. No parece que en el proceso de la fecundacion haya
yores diferencias; solamente en el cruzamiento I, de los albaricoqueros, el zigoto aparece
alargado y ya se han podido producir divisiones para dar lugar al suspensor y al verdadero
interespecifico IV, El crecimiento de los tubos en el estilo es heterétrofo a lo largo de embrién. Este desarrollo no se observa por igual en el cruzamiento intraespecifico VII y en el
transmisor del pistilo MULCAHY y MULCAHY, 1983), tejido que se prolonga hasta ¢l

en el que al igual que en ¢l pistilo puede tener un papel nutritivo y de alguna forma, contn

nterespecifico IV, ambos en mirobolanes, en los que el dfa 15 sélo se ve el zigoto. Esto hace
suponer que el proceso de fecundacién depende mds del estimulo de los tejidos del pistilo y
avalarfa la hipétesis de la influencia del pistilo en la cinética de los tubos polinicos
(HERRERO y ARBELOA, 1989).

al movimiento direccional de los tubos polinicos hasta el évulo. Al parecer el ob
actuarfa de regulador del crecimiento por alguna accién tréfica, ademis de aportal'
nutrientes necesarios (TILTON y HORNER, 1980; TILTON et al., 1984), que podrfan con
en una secrecién de carbohidratos y proteinas (ARBELOA y HERRERO, 1987). Esta secreci

parece necesaria para crecer, 1o s6lo por sus elementos nutritivos, sino también por pro

- La divisién del endospermo precede a la del zigoto y se produce en el extremo
Iiﬁcmpilar'. El endospermo es nuclear y permanece asf al menos hasta el dfa 25, de manera
imilar a lo descrito para el albaricoquero (JACKSON y COOMBE, 1966). Exn albaricoquero
ha sefialado que la fecundacién se produce en la variedad mds precoz alrededor del dia 10
(BURGOS, 1991), antes de lo que se ha observado en este caso en el cruzamiento 1. En los

un estimulo quimiotrdfico indispensable para reanudar el crecimiento,

La mayor diferencia que se observa entre los dos cruzamientos intraes
iruelos este perfodo de tiempo es mucho menos concreto y se han indicado de una a varias
emanas en diversos ciruelos hexaploides (DORSEY, 1919a; STERLING, 1953) y desde 10
dias a 3 semanas en la variedad ’Italian’ de ciruelo europeo (THOMPSOM vy LIU, 1973).

analizados es en el tiempo en el que se producen los diferentes hechos: en el cruzamiéti
entre los dos mirobolanes, se pueden observar tubos polinicos en el extremo del m1
alrededor del dia 10, pero algunos tubos poifnicos ya se han visto en la base del estil
dfa después de la polinizacién. En el cruzamiento I, entre los dos albaricoqueros, los "
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Es de sefialar que este tipo de estudios han sido en ciruelos europeos y .
mirobolanes, en los que no se han llevado a cabo estudios detallados de la pohmmcmn
desarrollo embrionario debido a la poca importancia que tienen los frutos de esta especu
tipo de variabilidad se ha atribuido a la temperatura y al efecto del crecimiento de los.
polinicos (THOMPSOM y LIU, 1973), pero estas causas no podrian tenerse en cuema_.
miroboldn ya que en los dos cruzamientos analizados los tubos polfnicos son los primer_b

Piscusion _ Estudio del Ovulo
ovario, ha sido menor que el nimero de los que han alc_anza.do la base en el cruzamiento
interespecifico IV compatible, en el que no se han manifestado barreras a nivel prezigético. De

esta forma el megagametofito necesitarfa el estimulo de los tubos polinicos para proseguir su
desarrollo (PIMIENTA y POLITO, 1983).

En el caso del cruzamiento interespecffico VIII no se han observado formas concretas
de paradas del extremo de los tubos polinicos a nivel del ovario, como es el caso de los

alcanzan la base del estilo. Asi estos dos cruzamientos al menos se pueden con:
' cruzamientos interespecificos en Rhododendrum (WILLIAMS, erf al., 1982).

compatibles a nivel prezigético.

En el cruzamiento VIII del hibrido de (P.cerasifera x P.salicina) x P.tomento En el resto de cruzamientos, en los que se ha observado fecundacidn, solamente un tubo
' j:olinico entra en la nucela. Esta reduccién del ntimero de tubos que atraviesan el micropilo
es un mecanismo regulado de diferente forma en las distintas especies (HERRERO, 1992b).

camino del tubo polinico es igual hasta el obturador, pero los tubos polfnicos

micropilo y van dando vueltas en el tegumento, sin alcanzar el micropilo, y mds tarde rod
Otros mecanismos pueden actuar en el ovario, como la capa de cutina que actuaria de barrera

a 1a fecundacién (ARBELOA y HERRERO, 1991) y de esta forma aislar el gametofito del
esporofito (PIMIENTA y POLITO, 1983), u otros mecanismos propuestos para otras especies
_'(HESLOP-HARRISON, et al., 1985). También se ha demostrado en otra especies que aunque
m de un tubo polinico entrase en la nucela, solamente un nucleo espermdtico es aceptado
(WILLEMSE y KEIJZER, 1990).

la pared interna del évulo. Aquf pudiera actuar una falta de estfmulo direccional como
MULCAHY y MULCAHY (1987), pues la secrecién a nivel del obturador se pmduc"
igual manera que en los cruzamientos compatibles inter e intraespectficos, ya que
secreccion parece ser un hecho independiente de la polinizacion, al haberse observado tan
flores polinizadas como no polinizadas (ARBELOA y HERRERO, 1987).

El hecho de que estas paradas de los tubos se produzcan a nivel del ovario
el resultado de que s¢ manifestaran las mismas sustancias que en el caso
autoincompatibilidad regulada por el locus S, substancias que se encuentran tanto en
COMO en una capa de células a nivel de las paredes del ovario, en la epidermis de la pl
(HARING er al., 1990). Como en el caso de la autoincompatibilidad se trata de
glicoprotefna del locus S, que parece ser una una RNAasa. Esta hipdtesis serfa factlb
como ya sefialaron LEWIS y CROWE (1958), la incompatibilidad interespecifica estu
regulada por el alelo 8, pues en este caso las sustancias de incompatibilidad o 1o

producido a nivel del estilo o no se han detectado.

En este cruzamiento otro sintoma de incompatibilidad serfa la parada del desarro
saco embrionario que no ha llegado a completar la longitud del évulo. Esto puede ser
a Ia falta de estimulo por el mimero de tubos que van atravesando el pistilo y que alcan;
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3, DESARROLLO POSTZIGOTICO. CULTIVO "IN VITRO" DE OVULOS.

3.1. INTRODUCCION.

3.1.1. Desarrollo normal de la semilla.

La semilla es una estructura genéticamente compleja en la que se encuentran tejidos con

genotipos distintos que poscen dos niveles de ploidia diferentes. Por un lado estdn los

jidos maternales (tegumentos y nucela) que por lo tanto presentan el genoma materno y son

ploides; el endospermo es iriploide y combina dos genomas maternos y uno paterno; por
iimo el embrion, diploide, posee ia misma proporcién de genoma de ambos progenitores.
ada uno de estas estructuras s desarrolla de una forma coordinada para desempeifiar una

ncién diferente.

Las reservas que se encuentran en los tegumentos y la nucela sostienen los primeros
estados de desarrollo del endospermo y del embrién, aunque este hecho no estd universalmente
aceptado (MURRAY, 1988). La nutricién del embrién no ha sido atribuida exclusivamente
a ninguna estructura sino que se han propuesto varias: las sinérgidas (NEWCOMB, 1973), el
suspensor, ¢l endospermo nuclear y el celular (RAGHAVAN, 1976, 1977a;
VIUAYARAGHAVANy PRABHAKAR, 1984). Cuando la nucela estd ausente, un haz vascular
formado por la capa de células mds interna del tegumento se especializa como endotelio y
sostiene el desarrollo de la semilla en Ia region de la chalaza, y parece estar envuelto en Ia
EEligo:.?ftif:m de las reservas nutritivas almacenadas en el tegumento y en su transporte hacia el saco
_;mbrionaxio (WILLIAMS et al., 1987). El zigoto, después de la primera divisién mitdtica, se
diferencia en el embrién propiamente dicho y el suspensor. El papel del suspensor parece seT

1a orientacién del embrién dentro del saco embrionario antes de crecer sustancialmente

(MURRAY, 1988), aunque no es el tinico papel que se le atribuye y otros autores lo consideran
mo una fuente de sustancias de crecimiento para el embrién (NEWCOMB, 1973; LORENZI1

al., 1978). NEWCOMB (1973) propone que el suspensor serfa el que aporta nutrientes al
dospermo en girasol, asumiendo que luego funcionaria como transmisor de estos nutrientes
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al desarrollo temprano del embrién (RAGHAVAN, 1977b). Un estudio detallado en alume

(HAWKER y BUTTROSE, 1980) concluye que el suspensor no podria translocar solutos a
suficientemente altas como para sostener el crecimiento del embrién en desarrolio.

ollo iedtico. Cultivo “in vi

En el género Prunus, el desarrollo del fruto es como en cualquier AngIOSperma
forma que la divisién nuclear del endospermo precede a cualquier divisién en el. 21
(JACKSON y COOMBE, 1966; LILIEN-KIPNIS y LAEVEE, 1971; HAWKER y BUTTR
1980). El modelo de desarrolio del endospermo en las angiospermas se ha claﬂﬁcadozde
formas. La primera clasificacién (VDAYARAGHAVAN y PRABHAKAR, 1984), distin
dos tipos de desarrollo segin cual sea el modelo de formacién de la pared celular
protoplastos del endospermo; ya sea completamente celular y en el que las paredes se comp
alrededor de cada protoplasto para finalizar la divisién mitética, 0 sea completamente ny
en el que la pared se forma después para la mayorfa de los protoplastos; y ¢l tipo hell
produce una pared dividiéndose la chalaza desde la regién micropilar al saco embrionario
clasificacién segin BRINK y COOPER, (1947, citado por MURRAY, 1988) que corprei
los siguientes tipos: ¢l endospermo que se forma y se mantiene como un 61gano de res

WKER y BUTTROSE, 1980); en melocotonero a los 21 dfas se observan niicleos de
Spermo (ARBELOA y HERRERO, 1991); este endospermo estd formado por miicleos
res hasta la 5% semana (LILIEN- KIPNIS y LAVEE, 1971); la aparici6n del embrién varia
unas variedades a otras, en ’Sudanell’ las primeras células del embridn se observan a los 28
d{as y en "Ventura’ a los 14 dfas después de la antesis (LILIEN-KIPNIS y LAVEE, 1971).
n albaricoquero el endospermo nuclear se mantiene hasta después de 25 dias (JACKSON y
MBE, 1966) y en el ciruelo europeo ¥ japonés las primeras células del endospermo se
observado a los 28 dias y el suspensor y embrién aparccen a la 6* y 7* semana,
pectivamente (JEFFERIES, 1975).

3.1.2. Anormalidades en el desarrollo de la semilla hibrida.
la semilla madura; y el que se forma pero que se degrada sustancialmente a la vez
embrién madura; el endospermo nucleat en el que las divisiones celulares se detienen. Bstudios realizados en semill lentes de cruzamientos interespectficos indican que

En el almendro, el perispermo que se deriva de la nucela se desarrolla primer?._;.: undacién. En hibridos de Vicia faba x V. narbonensis, el esdospermo incrementa de tamafio
tejido de reserva. Después se desarroila el endospermo mientras el perispermo :
(HAWKER y BUTTROSE, 1980) y posteriormente es el embrién el que posee las p j
reservas en sus cotiledones, mientras el endospermo se deteriora. Estos autores seﬁala'n
que MURRAY (1988), que sélo las capas internas de los tegumentos serfan los r%po
del trasporte de metabolitos al embridn a traveés de todos los estados de desarrollo, q

almendro comprende un perfodo de 32 semanas (HAWKER y BUTTROSE, 1980)..

los 40 dias después de la fertilizacién, pero completa pocos ciclos de divisién ya que su
esarrollo cesa por razones no claras y el embrién muere en el estado globular (RAMSAY y
CKERSGILL, 1986). En Pisum sativam x Vicia sativa €l endospermo y ¢! embrién se
lapsan a los 8 dfas después de la polinizacién (GRITTON y WIERZBICKA, 1975). En
eolus vulgaris x P. acwifolius, la semilla se colapsa después de 14-21 dias, por
ormalidades del endospermo, a pesar de que el embridn ha alcanzado el estado de corazon;
te caso parece ser que la citoquinina, inductora de la divisién celular y creadora de
mideros activos, se encuentra en Ia semilla en cantidades mds bajas (ANDRADE-AGUILAR
jACKSON, 1988; SABJA et al., 1990). Sin embargo, otros hibridos interespecificos en €ste

10 como P.coccineus x P.vulgaris (SBI er al., 1982) y P.vulgaris x P.lunatun
UBOYAMA et al., 1991) han resultado razonablemente fértiles. En gramfneas Ia primera

La primera divisién mitGtica del embridn es transversal dando lugar al suspeﬂ
finalmente esta formado por células mds grandes y se desarrolla en Ia parte - ml
(NATESH y RAU, 1984), El embri6n inicialmente estd indiferenciado, pero progmsa
de los siguientes cuatro estados (JOHRI y RAO, 1984): globular de forma redonda,
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anormalidad aparece durante la fusién de los gametos y por cambios en las ant(podas
que se les atribuye una interferencia con €l modelo de transporte de nutrientes hacia’
(WHITE y WILLIAMS, 1976, WILLIAMS y WHITE, 1976; SHARMA y OHM, 1990
y LANDIZINSKY, 1991). Los fallos en el embrién parecen ser una causa menos com
el aborto de la semilla hibrida, que mds bien se debe al colapso del endospermo. En Gos
arboreum x G. hirsutum el embrién incrementa de tamafio pero no consigue dxferen
incluso cuando se cultiva "in vitro” (LIU et al. , 1992). En el género Lens L. el aborto
en estados posteriores al giobular (ABBO y LADIZINSKY, 1991). Las anormali'da&eé
tejidos maternales se han descrito en las Solanaceas, en las que el aborto de la semﬂl
asociada con anormalidades en el tegumento, ya que ¢l endotelio prolifera dentro d

e e produce en €l endospermo entre la dosis de genes de los diferentes tejidos (matemo y
Aierno) supone que este balance €s necesario para el buen desarrollo de la semilla, por lo que
; palance del endospermo debe ser ¢l de la proporcién de 2:1, materno y patemo. Otra teorfa
qids reciente, llamada de activacién de los nucleos polares, ha sido propuesta por
NISHIYAMA et al., (1991), para explicar el aborto en cruzamientos interespecificos en
Brassica, segin la cual el éxito de un cruzamiento depende de un indice de activacidn que
ane dado por un valor de activacidn y un valor de respuesta.

3.1.3.1. Cultivo "in vitro" como técmica de superar barreras postzigdticas.
embrionario, destruyendo el endospermo y embrién mientras el almicgon pers_l_stc

tegumento (LESHEM er al., 1990; IWNANAGA er al., 1991), aunque estos problem

. El cultivo de tejidos "in vitro” como técnica de mejora ha resultado muy itil en el caso
estar causados en primer término por deficiencias en ¢l endospermo. En Arachis hyp_

la produccion de hibridos interespecificos. En 1929, LAIBACH (MAHESHWARI, 1966)
sefial6 1a aplicacion potencial del cultivo de embriones para rescatar hibridos interespecificos,
e de otra forma fallan debido al aborto del embrién. BRAAK y KOOISTRA (1975) fueron

A. diogoi, el tejido maternal tiene un desarrollo hiperpldstico debido al colapso del en 0
(JOHANSON y SMITH, 1956; OZIAS-AKINS er al., 1992).

3.1.3. Barreras de postfecundacién. ulos en Anthirrinum y se aplicé por pﬁmera vez en hibridos interespecfﬁcos de algodén

Los cruzamientos interespecificos pueden depender de la direccidn del czuza.tm ibiente maternal para su desarrolio (RANGAN, 1984).
incluso en especies con la misma ploidfa. En Phaseolus coccineus x P. vulgari :

diploides, el embrién aborta a menos que sea cultivado "in vitro" (SHII er al., 1982 Ademas de servir para el estudio de la morfogénesis del embrién, el cultivo de Svulos

cruzamiento recfproco, sin embargo, la semilla germina y se desarrolla normalmen embriones "in viro® ha sido uma técnica muy utilizada en programas de mejora.
mecanismos de incompatibilidad han sido discutidos desde el punto de vista de un desed Concretamente en frutales, en melocotonero, cuando se utilizan las variedades de maduracion

fisiolégico producido por los cambios de cromosomas O por diferente constitucién. g
del embridn, del endospermo y del tejido maternal (WATKINS, 1932). Las diferent
comportamiento en cruzamientos recfprocos y las alteraciones de la ploidfa en cru
intercspecficos en Solandceas condujo a JOHINSTON et i, (1980) a formular Ia hipd
nimero de balance del endospermo para explicar el desarrollo del embrién hasta una

mprana como parentales femeninos en los programas de mejora, para conseguir que se
sarrolle el embridn, ya que si no, en condiciones normales aborta (RAMMING, 1985,
RAI\MING y TANNER, 1987). En uva para utilizar las variedades apirenas como plantas
toductoras de semilla (EMERSHAD et dl., 1989; RAMMING y EMERSHAD, 1990; GRAY
, 1990) y en citricos con évulos subdesarrollados (GERACI y TUSA, 1988; GMITTER
ING, 1991). También se ha utilizado para la inducci6n de haploides mediante el cultivo de
08 no fecundados en manzano (ZHANG y LESPINASSE, 1988). La utilizacion

viable en los distintos tipos de cruzamientos, especialmente en los que implican elem
diferente ploidia, tanto intraespecificos como interespecificos. Esta teorfa sobre €l
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El 4cido giberélico (GA) es en principio necesario para los embriones jovenes. En
godén ha dado buenos resultados afiadido al medio de cuitivo "in vitro", aumentando la
supervivencia de los embriones hibridos en Gossipium (STEWART y HSU, 1978) y Allium
INO er al, 1989; VAN DER VALK, 1991). Segin STEWART y HSU (1978) el 4cido
el 1escate del embrién aislado (AGNTHOTY e al., 1990a; 1990b; CHUG y KIM, 1990, erélico promueve 1a expansién de los cotiledones y produce embriones mayores, aunque su
et al., 1990a; ABBO y LADIZINSKI, 1991; CAP er al., 1991; IWANAGA et al., 1991 ) jcacién exégena (PICKERSGILL, 1991) inhibe el desarrollo de los embriones en estado
et al., 1992). | i <otiledonario.

probablemente mds interesante es la produccién de hfbridos interespecificos a través
cultivo de évulos (BINO er al., 1989; MANSHARDT y WENSLAFF, 19892, 1989; G
et al., 1990; TAKAHATA y TAKEDA, 1990; BRUUN, 1991a, 1991b; VAN TUYL e
1991; VAN DER VALK er ol., 1991; ZHOU ez al., 1991; COMEAU er al., 1992) ast

En leguminosas se ha conseguido con éxito el cultivo del embrién junto al endosp
como tejido nutritivo (LEDUC et al., 1990), aunque con esta técnica resulta dificil no'
el suspensor (KIN et al., 1990a). En manzano no se han obtenido buenos resultﬁ_ﬁl
prescindir de la pared externa del ovario y mantener la placenta (ZHANG et al.
ZHANG y LESPINASSE, 1988), pero si se han regenerado plantas de actinidia (KIN ¢
1990b) a partir del cultivo winicamente del endospermo hibrido. También se han regen
plantas de mafz a partir del cultivo del saco embrionario fecundado aislado en estado de
(MOL et al., 1993), aunque en este caso no se trate de plantas hibridas. -

El grupo de las auxinas incluye el 4cido indol acético (IAA), el 4cido naftalenacético
(NAA) y el édcido diclorofenoxi acético (2,4-D); aparentemente estimulan la divisién de los
micleos del endospermo. Concretamente el IAA estimula el crecimiento fibrilar de los
obriones hfbridos cultivados *in vitro” en algodén (STEWART y HSU, 1978) y en
gramineas (COMEAU er al., 1992). El JAA con NAA y 2,4-D ha sido utilizado con €xito en
cultivo de 6vulos de hibridos interespecificos en ornamentales (VAN DER VALK ez al, 1991;
AN TUYL et al., 1991). Sin embargo un exceso de auxinas endégenas implica un desarrollo
anormal de Ja semilla hibrida (PICKERSGILL, 1991). COMEAU et al. (1992), trabajando con

o gramineas ¢ IAA y GA, postula que hay diferencias nutricionales entre el embrién y el
La utilizacién de una mezcla de medio de cultivo de 6vulo y de medio de culti

embriones "in vitro” se ha ensayado como una nueva técnica de hibridacion imexesﬁec
(MATHIAS et al., 1990). '

dospermo, en contra de Ia idea generalizada de que el endospermo es importante para la
supervivencia del proembrién (RAGHAVAN, 19773, RAGHAVAN y SRIVASTAVA, 1982),
que con flores prematuras de trigo polinizadas con mafz se obtienen embriones sin
dospermo y las flores de mds edad producen embrién con endospermo, por lo que el JAA
estimularfa el endospermo y el GA el proembrién.

3.1.3.2. Reguladores de crecimiento y medios de cultivo.
Las citoquininas, 6-benzilamino purina (BA), kinetina y zeatina, son necesarias para el
Los reguladores de crecimiento por su condicidn de fitoreguladores, han sido- uti recimiento del embrién. No parece que sean sintetizadas en la semilla, aunque pueden ser
en cruzamientos interespecificos tanto afiadidos al medio de cultivo “in vitro"para pro
el desarrollo temprano del embrién hibrido (STEWART y HSU, 1978; CHEN y HA
1991), como “in vivo" para superar la esterilidad del hibrido interespecifico (ZHO

macenadas en una forma inactiva en el endospermo para usarse cuando sea necesario.

La aplicacién exdgena de zeatina estimula Ia formacién del 4pice caulinar solamente en
1991). El suspensor es la principal fuente de hormonas al principio de la embtiog
(LORENZI et al., 1978), aunque hay pocos estudios en los que se detalle qué proceso
desarrollo quedan afectados por los distintos reguladores de crecimiento y las ccnci___

briones jévenes, ya que depués el embrién cambia irreversiblemente a poder utilizar
clusivamente la citoquinina endégena (LESHEN er al., 1990). Un efecto de la aplicacién de
A junto a un auxina, NAA, ha sido la formacién de plantas poliembriénicas de origen
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zigético en papaya (MANSHARDT y WENSLAFF, 1989b). La aplicacién exégena de lo
tipos de reguladores de crecimiento (GA + 2,4-D +Kinetina) parece dar el mayor nﬁ'm""

embriones en un cruzamiento interespecifico en cebada (CHEN y HAYES, 1991). Difer

concentraciones y combinaciones de giberelinas, auxinas y citoquininas han inducido a fo
callo en €l endospermo de semillas F, y F, de cruzamientos interespecificos en actinidia
et al., 1990b). '

El etileno, conocido como retardante de crecimiento, provoca un aumento
produccién de un enzima responsable de la maduracién del tomate cuitivado "in vitm"_f
que puede ser una excepcion a los efectos conocidos de un regulador de crecimiento (ISHID
1991). Indirectamente el retardante de crecimiento ha sido utilizado para producir planta
como han de ser las plantas utilizadas para producir embriogénesis somdtica en embr
zigéticos inmaduros (JEANNIN y HAHNE, 1991).
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3,2.1. Cruzamientos estudiados.

3.2.1.1. Cruzamientos intraespecificos:

"Monigui' (P. armeniaca) X *Canino’ (P. armeniaca)
*Cachirulo’ (P. amygdalus x P. persica) X *Balones’
(P. amygdalus x P. persica)
VIL ’Miroboldn AD 605" (P. cerasifera) X *Miroboldn B’
(P. cerasifera)
IX. ’Puebla se Soto 101°(P.insititia ) X "Montizo® (P. insititia)

I.
1I.

3.2.1.2. Cruzamientos interespecificos.

IH. ’Cachirulo’ (P. amygdalus x P. persica) X P. {omentosa

IV. *Mircboldn B’ (P. cerasifera) X *Moniqui® (P. armeniaca)

V. ’Cachirulo’ (P. amygdalus x P. persica) X *Miroboldn AD 605°
(P. cerasifera)

VI. 'Cachirulo’ (P. amygdalus x P. persica) X "Mirandier 617’
(P. amygdalus x P. cerasifera)

VII. °GF 31’ (P. cerasifera x P. salicina) X P, tomentosa

X. ’Reina Claudia’(P. domestica) X *Montizo® (P. insititia)

3.2.2. Fijacién de los 6vulos en el dia del cultivo "in vitro".

Para llevar a cabo el estudio de los évulos se utilizaron aquellos évulos que resultaron
os o inservibles por el riesgo de contaminacién para el cultivo "in vitro". Por ello el

estudio, que se realizé en 1991, tuvo lugar el mismo dfa en el que se hizo el cultivo "in vitro®
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(Cuadro 3.2.1.1). Los ovarios se abrieron extrayendo los Gvulos del receptdculo fl
fijaron en F.A.A. (apartado 1.2.2.1.) y se almacenaron a 4° C hasta su estudio. Se fij

En cada uno de los 10 cruzamientos se realizaron observaciones en cortes de los 6vulos
dfa que se pusieron en cultivo (cuadro 3.2.2.), y con Ia tincién de calcofluor se puede
media de 15 6vulos por cada cruzamiento. Las fechas de cultivo para cada cruzamien aprobar el estado del endospermo y del embrién. Si es nuclear no se distinguen las paredes
determinadas segun el estado del fruto y la disponibilidad de frutos segdn las curvas de 1lares tefiidas por el calcofluor al contrario de las células del embrion y del suspensor, que
realizadas por el conteo semanal de los frutos de cada cruzamiento (apaztado'f:_ ' ueden distinguir por sus paredes celulares tefiidas con calcofluor.

centrdndose entre la 4% y 5% semana.

CUADRO 3.2.2. Dfas después de Ia antesis (DCO) en los 10 cruzamientos .' 3.2.2.2. Técnica del "clearing" y microscopia de contraste de fase.

realizd el cultive "in vitro”:

CRUZAMIENTO DCO
T T—— Los restantes 10 évulos, fijados en F.A.A., se utilizaron para la determinacién de su
! 2 stado en el dfa de su puesta en cultivo mediante la técnica de "clearing", - en la cual el évulo
i 4 .. mantiene intacto, por lo que se puede determinar ¢l estado del saco embrionario y la presencia
m 33 e endospermo y de embri6n en el dia de la puesta en cuitivo,
v 39 :
M 34 Muchaé veces el proceso de fijacién se ve acompaiiado por un pardeamiento del material
Vi 33 ido a la presencia de fenoles y taninos, o productos de oxidacién, que interfieren con las
vt 30 iones y dificultan la observacién del tejido al microscopio (HERR, 1992). El proceso
vin 3 quicre pasar los 6vulos de F.A.A. a alcohol de 70% y después a agua (HERR, 1971). A
X 40 ontinuacién se da a los évulos un pretratamiento con la solucién de Stockwell (JOHANSEN,
X 39 940; HERR, 1992) para eliminar los fenoles y taninos. La soluci6n se compone de 1 g de 4cido

¢rémico, 10 ml de dcido acético glacial, y 1g de dicromato potdsico en 90 ml de agua (HERR,
992). Los tiempos recomendados de 20 a 30 horas fueron adaptados para el material en estudio.
continuacién se aclaran tres veces con agua destilada para eliminar la solucién. La técnica
STELLY et al. (1984) para el estudio de la megasporogénesis fue modificada para el estudio
‘desarrollo temprano del embrién. El fluido utilizado para aclarar los tejidos es uno de los
ue se mencionan en la bibliografia, que corresponde al descrito por YOUNG et al. (1979), en
titucién del fluido original (4 y 1/2) recomendado por HERR (1971} y alguras modificaciones
éste (HERR, 1972, 1982; LEVIEIL y HUYGUE, 1985), siguiendo el protocolo siguiente:

3.2.2.1. Ovulos incluidos en parafina y microscopfa de fluorescencia.

De los 15 évulos que se fijaron en el dia del cultivo para cada ctuzainienfo
5 de ellos se incluyeron en parafina y se realizaron cortes de 10 p al microtomb;_
proceso descrito en el apartado 2.2.2.2. En estos cortes se realizé 1a tincidn con calcoflu
la tincién de celulosa de la pared celular. De esta forma se puede apreciar el est
endospermo, nuclear o celular, y del suspensor, asi como la presencia o no de zig
divisiones del embrién en los primeros estados de desarrollo, La observacidn se
{luminacién fluorescente con filtro D (Filtro excitador BP 355-425, filtro bloqueador L
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Hematoxilina de Mayer 1-2 dfas
Acido acético 1-2-dfas
Agua 1 dia
Series crecientes de etanol: 15 minutos
25%,50%,70%,95%,100%,100% cada una
Etanol 100% Inoche
Salicilato metilo:Etanol (1:2) 1/2 hora
" 2:1) "

Salicilato de metilo 3/4 horas

" 2 horas

" Guardar .

Todos los 6vulos fueron manipulados en botes de cristal pequedios, utilizando pipetas para
el cambio de soluciones. Para 1a observacidn microscdpica se utilizaron poi‘taobjetos especmles
con dos concavidades debido al tamafio de los mismos. Se colocan con los dvulos con unas
gotas de salicilato de metilo y cubiertos con un cubreobjetos stindard sin necesidad de sujetarlo
como recomienda HERR (1971, 1972) La observaci6n se realizé en un microscopio Leica con
los objetivos de contraste de fase y filtro excitador (1y 2). Con esta técnica se examinaron 10-12
Gvulos de cada cruzamiento. Se hizo el cdlculo del porcentaje de sacos embrionarios mal
formados, y el porcentaje de 6vulos que presentaban embrién y endospermo.

3.2.2.3. Estudio de Ia degeneracién del dvulo,

Para 13 determinacidén del estado en el que se encontraban los évulos en el momento dEl
cultivo se utilizé el método propuesto por STOSSER y ANVARI (1982). Esta metodologia s¢
basa en que los Gvulos en su proceso de senescencia depositan callosa, que se puede obsewéf-
por fluorescencia (MARTINEZ-TELLEZ y CROSSA-RAYNAUD, 1982; DUMAS y KNOX;
1983). La presencia de callosa en la calaza, indica un proceso degenerativo en el évulo qﬁé
llevard a su posterior aborto (PIMIENTA y POLITO, 1982) y degeneracién temprana.
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Para esta observacién se tomaron 10 ovarios por cada uno de los cruzamientos realizados
en el campo en 1992, ¢l dfa de la fecha del cultivo "in vitro® indicado como DCO. Se
extrajeron los 6vulos del ovario y se fijaron en F.A.A. (apartado 1.2.2.1.}. A continuacién se
lavaron durante una hora y s¢ colocaron en frascos de cristal con la solucci6n de azul de anilina
al 0,1% en una solucién 0,1 N de PO, K, (MARTIN, 1959) durante toda la noche. A los évulos
se les hizo unas incisiones laterales en el tegumento para facilitar Ia penetracion del azul de
anilina. Para la observacion al microscopio se abrieron longitudinalmente y se observaron con
iluminacién fluorescente, filtro D (Filtro excitador BP 355-425, filtro bloqueador LP 460).

Los diferentes grados de callosa indican diferentes grados de senescencia, ya fuera

localizada s6lo en la parte micropilar, en la calaza o 2 lo largo del dvulo. Las observaciones

se realizaron en el Gvulo primario que es el que queda viable en la mayorfa de los frutos para
que se produzca la fecundacién. El évulo secundario ha ido degenerando en general y aparece
pronto (20-25 dfas después de la antesis) con las paredes llenas de depdsitos de callosa y la
nucela y ¢l sado embrionario necrosados (Apartado 2.3.2).

3.2.2.4. Estudio de la translocacién en el évulo.

Para la observacion de la transiocacién del 6vulo, en el dia de la puesta en cultivo se
intents utilizar el método de 1a fluorescefna disédica, como una modificacién de MOGENSEN
(1981). Esta técnica se basa en ver si la translocacién en la zona calazal es correcta y deja pasar
los nutrientes, o estd interrumpida, por lo que la fluoresceina entonces solo llega al funfculo
(PIMIENTA y POLITO, 1982). Los tiempos se intentaron adaptar para cada material estudiado,
diferente en cada cruzamiento. Se marcaron ramas en el campo, de las que habfan sido
previamente polinizadas y se cortaron el mismo dfa en que se habfan puesto en cultivo los
évulos. Estas ramas se introdujeron en agua y se dejaron durante diferentes tiempos: 3 horas,
6 horas, 8 horas y 24 horas, en una solucién al 0,5% de fluorescefna disodica e agua
(MOGENSEN, 1981). Para la observacién se disectaron los évulos en el binocular bajo aceite
parafinado para prevenir la difusion de la fluorescefna y se observaron al microscopio con luz
fluorescente, filtro D (Filtro excitador BP 355-425, filtro blogueador LP 460).
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3.2.3. Cultive "in vitro" de évulos. Soluciones stock del medio SH (STEWARD y HSU, 1978):

3.2.3.1. Establecimiento del cultivo. Solucién g/l Volumen tomado (mi) concentraci<5=ﬂ final me/l
_ Nitratos - 50.0
El cultivo "in vizo" de évulos s realizé en 1991y para ello se tomaron los frutos KNO, 101.10 5055.0
cada cruzamiento realizado en el campo y polinizados manualmente. El dfa de la puesta NH, Cl 10.7 535.0
cultivo se indica en el cuadro 3.2.1.1. Los frutos cortados en el drbol fueron introducidos en Sulfatos 50.0
bote humedecido hasta su esterilizacién e immediata puesta en cultivo. . MgSO,. TH,O 9,86 493.0
MnSO, .H,0 0.338 16.9
La esterilizacién de la superficie del fruto fue realizada en botes de cristal seg: ZnSO,. TH,0 0.1725 8.6
método de RAMMING (1982): " CusSO.. SH,0 0.0005 0.025
-Alcohol del 70% durante 1 minuto, PO, ,BO,MoO, 50.0
~Lejfa comercial al 10 % (5 g/1 de cloro activo) mds 1 m] Tween 20 (0,5 mi/l), durante KH,PO, 5.4436 272.18
5 minutos. H,BO, 0.122 6.183
-Aclarado 3 veces con agua destilada estéril y colocacion en el medio de cultivo, NaMoO,. SH,O  0.00484 0.242
Haluros 50.0
K 0.0166 0.83
3.2.3.2. Medio de cultivo para dvulos. Ca ClL,. 2H,0 8.82 441.06
Co Cl,. 6H,0 0.00048 0.024
El cultivo de 6vulos se realizé en botes de metacrilato, donde se colocé un papel de filtro " Hierro g/100mli 5.0
(Watman # 541 de 9 cm de didmetro). El papel permite pasar el medio de cultivo por dlﬁlSl FeSO,. 7TH;O 0.1668 8.34
y sirve de soporte para los évulos. El medio bdsico de cultivo de 6vulos, ya utilizado | Na,EDTA.2H,0 0.2472 11.167
6vulos de Prunus (RAMMING, 1985), fue el de STEWARD y HSU (1977, 1978), compue Vitaminas ¢/100m 5.0
por sales minerales, Fe Na EDTA como sal de hierro y mezcla vitaminica MS (MURASHI Acido 0.0098 0.492
y SKOOG, 1962), excepto glicina. También se afiadieron sacarosa (6 0 10 %) y dos horm¢ nicotinico
IAA (0.5 mg/D) y kinetina (0.01 mg/l) (PINTO e al., 1990). La preparacién se realiz6 2 p Piridoxina-HCl 0.0164 0.822
de soluciones stock concentradas: L Tiamina-HCI 0.0260 1.349
SACAROSA - - 60000 o 100000
Hormonas 20mg/100ml
Kinetina 0.05 0.05 0.01
IAA 2.5 2.5 05"
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La utilizacién de soluciones separadas, en vez de mezclar los macronutrientes

Material ¥ Métados Desarrollo postzigético, Cultivo "in vitro"

_ Soluciones stoock del medio MS (MURASHIGE y SKOOG, 1962):
. . . i lubles. Para prej . '
micronutrientes, se hace para evitar la precipitacién de las sales menos solubies B Solucién g/l Volumen tomado (mI)  Concentracion final mg/l

1 firo de medio, se afiaden a unos 500 ml de agua destilada la parte de las soluci Nitratos 0.0
concentradas expresadas anteriormente, mientras se agita constantemente. Una vez disﬁgl '

_ 38 1900
afiade la concentracion deseada de sacarosd, directamente sin disolver y se disuelve. con 33 1650
termoagitador magnético. Se afiade agua hasta 1 litro y se ajusta el pH a 5.70 con KOH:¢ | 50.0
HCL Se distibuye en los botes preparados con un dispensador (30 ml cada un MgSO,. TH,O 74 3_.;0

v e e . o .
est'enhzacuoin tiene Jugar en autoclave a 120° C durante 20 minutos. Después los frasoo MnSO, .H,0 0.338 16.9
dejan enfriar. ZnSO,. 7TH,O 0.212 8.6

. ongt C CuSO,. 5SH,0O 0.005 0.025
El fruto se abre con ayuda de unas tijeras por una pequefia sutura longitudinal PO, ,BO,MoO, 50.0 ,
condiciones estériles dentro de la cdmara de flujo laminar. Se extrae el dvulo co
' loca dentro del bote g KO, 3.4 170
tegumentos y s coloca dentro . n
8 y B H,RO, 0.124 6.2
Na,Mo0Q,.2H,0 0.05 0.25
Haluros 50.0
3.2.3.3. Medio de cultivo para embriones. :
KI 0.166 0.83
i ) _ o Ca Cl,. 2H,O 8.8 440
Cuando el embrién, después de ser cultivado dentro del 6vulo, ha crecido lo sufi :

. _ _ _ i - Co Cl,.. 6H,0 0.005 0.025
se disecta dentro de la cdmara de cultivo y s¢ transfiere a un medio sdlido para el culti . I e
embrién aisiado. Se ensayaron dos medios para ¢l cultivo de embriones, el medio bas FeSO.. THLO go 557 >0 |
MURASHIGE y SKOOG (1962), con 585 mg/l de L-glutamina y 1240 mg/! de K-suco C " - 278

. . e X . Na,EDTA.2H.0 0.82476 37.3
y ¢l medio denominado C, D, que ¢s una modificacién en las concentraciones de sales 1100 g

- 1

(CHEE y POOL, 1987). A ambos se les afiade 3%de sacarosa y agar (Difco-Bacto g/100ml 5.0
- 0.

ghaMSy7,5g1aCD. Los medios de cultivo también s¢ preparan a partir de- s ! ol 0.5
stock concentradas descritas a continuacién. Se afade la concentracién deseada de Piridoxina-HCI 0.01 0.5
como se ha descrito anteriormente, s¢ completa con agua hasta 1 litro y s ajusta el pH Tiamina-HCI 0.01 0.5
KOH o HCI. La disolucién del agar se realiza con un termoagitador magnético. El cu 0.04 2'0
realiza en tubos de ensayo, en los que se distribuye el medio (10 ml cada uno). La este _ N 3 )
tiene lugar en autociave a 120° C durante 20 minutos. Después se dejan enfriar. - 1.240 1240.0

0.5846 584.6

- 6500
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Soluciones stoock del medio C, D (CHEE y POOL, 1987):

Desarrollo postzigdtico.

Métodos llo postzigético. Cultivo "in vitro"

3.2.3.4. Disefio del experimento.

Solucién g/l Volumen tomado (ml) Concentracidn final mg/l
Nitratos 50.0 E
KNO, 30 1500
NH, NO, 33 1650
Ca(NQ,),. 4H,0 14.18 709
Sulfatos 50.0
MgSO,. TH,0O 7.4 370
MnSO,.H,0 0.169 16.9
ZnS0,. TH,O 0.0172 3.6
CuSQ,. 5H,O 0.05 0.025
PO, ,BO, Mo0, 50.0
KH,PO, 3.4 170
H,BO, 0.124 6.2
Na,Mo0Q,.2H,0 0.005 0.25
Co Cl,. 6H,0O 0.005 0.025
Hierro g/100ml 5.0
FeSQ,. 7TH,0 0.557 27.8
Na,EDTA.2H,0 0.82476 41,24
Vitaminas g/100ml 5.0
Acido nicotinico 0.02 1.0
Piridoxina-HCl 0.02 1.0
Tiamina-HCl 0.02 1.0
Glicina 0.04 2.0
Mio-inositol 0.2 _
SACAROSA - - 30000
AGAR -- - 7500
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El cultivo de vulos "in vitro” se hizo en el medio bdsico SH a dos concentraciones

diferentes de sacarosa, 6% y 10 %, asi como con o sin las concentraciones de hormonas
kmeuna e IAA. Un total de 4 tratamientos fueron ensayados para cada cruzamiento:
© _SH + 6%sacarosa (SH6%)

-SH + 6% sacarosa + hormonas (SHH6%)

-SH + 10% sacarosa (SH10%)

-SH + 10 %sacarosa +hormonas (SHH10%)
- Aproximadamente se recogieron 70 vulos para cada cruzamiento. Es de sefialar que en
el cruzamiento interespecifico VIII (GF-31' x P . romentosa) no se realizé el cultivo "in vitro”
ya que el ndmero de frutos en el drbol, a la 5% semana después de la polinizacion, fue de 10
y fueron fijados para la observacidn microscdpica. En el resto de cruzamientos, se distribuyeron
cinco 6vulos por bote de cultivo con lo que se obtuvieron tres repeticiones para cada uno de los
cuatro tratamientos.

El cultivo de dvulos se realizé en una cdmara a 27° C con 24 h de oscuridad. Después
de cinco semanas de cultivo se realizaron las observaciones y medidas dentro de la cdmara de

ﬁujo laminar en condiciones estériles. A continuacién los embriones que habfan crecido lo
suficiente se colocaron cada uno en un tubo de ensayo. Los dos medios utilizados fueron el de
MS para los embriones y el C,D. Los embriones se guardaron a 1° C. durante 45 dias antes de
germinacién (RAMMING, 1985). Después los embriones se colocaron en la cdmara de

3.2.3.5. Toma de datos.

La toma de datos se realizé después de cinco semanas en el medio de cultivo de évulos
para ver la respuesta de crecimiento en el cultivo "in vitro”. Los évulos se analizaron bajo ¢l
binocular para cada tratamiento SH6%, SH6%, SH10%y SHH10%. Se observé el porcentaje
de vulos que presentaban callo en el tegumento que resultaba visible y una vez separado el
tegumento se tomé el dato del porcentaje de 6vulos con embrién y endospermo.
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3.3.RESULTADOS.

3.3.1. Estudio del 6vulo el dia de cultivo "in vitro®.
3.3.1.1. Presencia de embrién y endospermo en los diferentes cmzamientos'-.-z

Las primeras divisiones del zigoto ocurren en el extremo micropilar, dando cor
resultado el suspensor y el embrién. Los dos cruzamientos intraespecificos T (entre k
albaricoqueros) y VII {entre los dos mirobolanes) presentan un endospermo que sigue
nuclear y extendido por todo el saco embrionario (Foto 3.1.). Se observan ademds las prim
células del suspensor, y el embrién en estado globular de S0 s en el 1y de 40 s en el VII
3.1.b). En el cruzamiento interespecifico IV ('Miroboldn B’ x "Moniquf), también se ob
los nticleos del endospermo a lo largo del saco, el suspensor con células mds grand
embridn en estado globular de aproximadamente 40-50 x (Foto 3.1.¢).

Sélo en dos de los cruzamientos con 'Cachirulo’ se vieron micleos de endosperin
embridn. Estos fueron el cruzamiento II {con el otro hibrido *Balones’), en el que los n
del endospermo se extienden hasta el extremo de la calaza y ¢l embrion globular posee 3
tamafio (Foto 3.2.d), y el cruzamiento interespecifico III (con P.romentosa) con un e
de 30 u (Foto 3.2.¢€). En ambos s¢ encuentran nicleos de endospermo a lo largo del saco -
3.2.c). En los otros dos cruzamientos interespecificos, V (con "Mirobolan 605 AD*) ¥ VI
"Mirandier 617°), no se constat6 la presencia de miicleos de endospermo en el micropil
tampoco células del zigoto (Foto 3.1.1). '

En el cruzamiento interespecifico VIII, de *GF-31" (P. cerasifera x P. salicina
tomentosa, tampoco se observaron miicleos de endospermo ni c€lulas que indicaran 1a pre
de zigoto en el extremo micropilar. En los dos cruzamientos que implican cirnelos hexaplo
en el intraespecifico IX (entre los dos pollizos) se presenta un endospermo con la pri
formacién de paredes y el suspensor con un tamafio mayor que en el cruzamiento X
ciruelo europeo), v un embrién de aproximadamente 90 p (Foto 3.1.g). En el cxuzaml
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FOTO 3.1. ESTADO DE LOS OVULOS EL DIA DE CULTIVO "IN VITRO". TINCION

DE CALCOFLUOR

FOTO 3.1.a. Nicleos de endospermo sin tefiir (en) dentro del saco embrionario (se) en el
cruzamiento intraespecifico VII ("Miroboldn 605" x "Miroboldn B’) a la 5* semana

de la antesis. Tincién de calcofluor (549 X).

FOTO 3.1.b. Embrién (em) en estado globular con las paredes tefidas y los nucleos de

endospermo (en) sin tefiir, en el cruzamiento intraespecifico VII ("Miroboldn 605’

x *Mirobol4n B’) a la 5* semana de la antesis. Tincién de calcofluor (549X).

FOTO 3.1.c. Embrién (em) en estado globular y suspensor (s), rodeado de endospermo (en)
en el cruzamiento interespecifico IV ("Miroboldn B’ x "Moniqui’) , a la 5% semana

de 1a antesis. Tincién de calcofluor (549 X).

FOTO 3 1.d. Saco embrionario con embrién (em) globular y rodeado de endospermo en el

cruzamiento intraespecifico II ("Cachirulo’ x *Balones’) a la 5% semana después de

la antesis. Tincién de calcofluor (549 X).

FOTO 3.1.e. Embrién en estado globular en el cruzamiento interespecifico I (’Cachirulo™x

P. tomentosa) a la 5% semana después de 1a antesis. Tincién de calcofluor (549X).

"Miroboldn 605°, sin

Tincién de

FOTO 3.1.f. Saco embrionario (se) de *Cachirulo’ polinizado con

nicleos de endospermo ni embrién a la 5% semana de la antesis.

calcofluor (206X).

FOTO 3.1.g. Embrién (em) e inicios de paredes celulares del endospermo (enc) en el

cruzamiento intraespecifico IX ("Puebla de Soto’ x 'Montizo’) a la 5% semana de la

antesis. Tincién de calcofluor (549 X). y

FOTO 3.1.h. Embrién (em) y endospermo (en) nuclear en el cruzamiento intereSPGCfﬁ'

X ('Reina Claudia’x’Montizo’) a la 5* semana de Ia antesis. Tincion de calcofluor

(549 X).
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interespectfico X, el endospermo sigue siendo nuclear y el menor de 50 u (Foto 3.1.h).

CUADRO 3.3.1.1. Tipo de endospermo, forma del suspensor y tamafio del embrién el
dfs del cultivo "in vitro® (DCO) en los distintos cruzamientos.

Cruzamiento DCO  Endospermo® Suspensor’  Embrion (u)

I 28 ++ + 50
11 34 ++ + 35
I 33 ++ + 30
v 39 ++ ++ 40
v 34 - - -
VI 35 - - -
VI 30 ++ ++ 40
VI 31 - - -
X 40 + + 90
X 39 ++ + 50

*¥+ Fndospermo nuclear ¥+ Endospermo celular -- Sin nicleos de endospermo
v+ + Suspensor con mas de 5 celulas + Suspensor de 2 celulas - Sin suspensor

3.3.1.2. Porcentaje de fecundacién de Jos diferentes cruzamientos.

El cuadro 3.3.1.2. muestra el nimero de évulos con sacos embrionarios mal formados
y el mimero de évulos con endospermo y embrién en los 10 cruzamientos analizados. De una
media de 10-12 6vulos examinados para cada cruzamiento se observd una diferencia en el
nimero de sacos mal formados mediante la técnica de aclareo de los 6vulos dependiendo de la
especie utilizada como planta polinizada.

En ¢l cruzamiento I el saco lega hasta el extremo de la calaza formado por un
endospermo nuclear que ocupa toda la longitud del saco embrionario (Foto 3.2.2) y por un
embrién globular en el extremo del micropilo (Foto 3.2.b). En ninguno de los Svulos
observados se presentaban pliegues o malformaciones a lo largo del saco.
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En los cruzamientos 11, 1, IV y V del hfbrido *Cachirule’, se observé una media de
6vulos con sacos mal formados muy parecida (40-50%) en los cuatro cruzamientos. §
embargo, el porcentaje de évulos en os que sé pudieron ver micleos de endospermo y embrigy
fue muy variable. En el cruzamiento II (con e! otro hibrido *Balones’), se pudo obsewar__.
embrién asf como los micleos de endospermo, Ello también pudo observarse en el cruzamiéﬁto
interespecifico III (con P.zomentosa), aunque el embrién aparece en un porcentaje mendr{"
Svulos (Foto 3.2.¢); en muchos évulos sélo se observaron niicleos en el saco embrionario (Fom
3.2.d). En los otros dos cruzamientos interespecfficos V (con *Mirobolan 605 AD") y VI ( ;
"Mirandier 617°), muchos sacos se presentaron degenerados o mal formados y en aquéilos_}':
los que se vefa el saco embrionario formado, en ninguno se vio la presencia clara de embri_'é‘n
aunque si 6vulos que posefan micleos aislados en la pared del saco (Foto 3.3 e). '

En el cruzamiento VIII, del hibrido 'GF-31" (P.cerasifera x P.salicing), todos 108
Gvulos tenian el saco embrionario en mal estado, observéndose en todos ellos pliegues a lo
largo de la loxigitud del 6vulo (Foto 3.2.f). En ninguno de ellos se pudieron distinguir nﬁcléos
de endospermo ni de embrién. En el cruzamiento VII se observaron nicleos de endospeﬂh
(Foto 3.3.a) y embrién en la mayorfa de los 6vulos, ya que sdlo unos pocos presentazoﬁ-:el
saco mal formado. También se observé que alglin Gvulo con endospermo no tenia embrid
En el cruzamiento interespectfico IV, de *Miroboldn B’ x *Moniqui’, aproximadamente en la
mitad de los Gvulos se observaron los micleos de endospermo (Foto 3.3.b) y un embrién cn
estado globular (Foto 3.3.c). B

En los cruzamientos IX y X el porcentaje de évulos mal formados fue menor. Ea el
cruzamiento interespecifico IX la fecundacién es menor que en el cruzamiento interapecfﬁcq
X, el endospermo no se distingue si es celular o nuclear pero ¢l embrién se encuentra en estﬁdd
globular (Foto 3.3.d). En el cruzamiento interespecffico X se observa el embridn en estad

globular diferenciado (Foto 3.3.€) y los niicleos de endospermo se observan mds claramente
(Foto 3.3.1).
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FOTO 3.2. ESTADO DE LOS OVULOS EL DIA DE CULTIVO "IN VITRO".TECNICA

DE ACLAREO DE OVULOS.

FOTO 3.2.a. Nicleos de endospermo (en) dentro del saco embrionario en el cruzamiento
intraespecifico I ("Moniqui’ x 'Canino’) a la 42 semana de la antesis. Tincién de

hematoxilina (560 X).

FOTO 3.2.b. Embrién (em) en estado globular, endospermo (en), y Suspensor (s) en el
cruzamiento intraespecifico I ("Moniqui’ x 'Canino’) a 4* semana de la antesis.

Tincién de hematoxilina (350X).

FOTO 3.2.c. Saco embrionario (s¢) con embrién (em) en el cruzamiento interespecifico I
(*Cachirulo’ x P.romentosa) a la 5% semana después de la antesis. Tincion de

hematoxilina (350 X).

FOTO 3.2.d. Saco embrionario (se) en el cruzamiento interespecifico 1T (’Cachirulo’ X

P.tomentosa) a la 5% semana después de la antesis con nicleos (n) sin diferenciar.

Tincién de hematoxilina (350 X).

FOTO 3.2.e. Saco embrionario (se) de *Cachirulo’ con nicleos sin diferenciar en la °|

4 la 52 semana después de la antesis. Tincién de hematoxilina (350 X).

FOTO 3.2.f. Saco embrionario (se) de *GF-31" con pliegues en la pared, en el cru
interespecifico VIII CGF-31" x P.tomentosa) a la 4% semana de la antesis.

de hematoxilina (140X).




FOTO 3. 3.



EOTO 3.3. ESTADO DE LOS OVULOS EL DIA DE CULTIVO "IN VITRO". TECNICA

DE ACLAREO DE OVULOS.

FOTO 3.3.a. Niicleos (flecha) de endospermo (en) dentro del saco embrionario (se) en el

cruzamiento intraespecifico VII (’Mirobolédn 605’ x *Miroboldn B’) a la 5% semana

de la antesis. Tincién de hematoxilina (350 X).

ian B’

FOTO 3.3.b. Saco embrionario (se) en el cruzamiento interespecifico TV ("Mirobol

x 'Moniqui’) a la 5*
leos de endospermo (en). Tincion de hematoxilina (140 X).

semana después de la antesis con el embrién globular (em) y

nic

embrién globular (em) rodeado de endospermo (en) en el

FOTO 3.3.c. Suspensor (s),
x "Moniqui’) a la 5% semana después

cruzamiento interespecifico IV ('Mirobolédn B’
de la antesis. Tincién de hematoxilina (560 X).

EOTO 3.3.d. Endospermo (en) rodeando al embri6n (em) globular en el extremo micropilar

en el cruzamiento intraespecifico IX ('Puebla de ¢

(mp) del saco embrionario (se)
x "Montizo’) a la 5% semana de la antesis. Tincién de hematoxilina (350 X).

m) en estado globular en el cruzamiento interespecifico X ('

FOTO 3.3.e. Embrién (¢
(56

Claudia’ x "Montizo’) a la 5°

semana de la antesis. Tincion de hematoxilina

FOTO 3.3.f. Nucleos (flecha) de endospermo (en) en el saco embrionario

cruzamiento interespecifico X ('Reina Claudia’ x "Montizo®) a la 5* semana :

de la antesis. Tincién de hematoxilina (560 X).




Resultados Desarrollo _postzigético. Cultivo "in vitro™

_ CUADRO 3.3.1.2. Porcentaje de fecundacién, sacos embrionarios mal formados, dvulos
con endospermo y 6vulos con embrién el dia de la puesta en cultivo "in vitro"de los 6vulos
en los diferentes cruzamientos.

Cruzamiento Total %sacos mal  Ovwulos con Wos con %Fecundacion
formados endospermo  embridn

I 13 0 13 11 84.6
I 10 40.00 6 6 60.0
m 13 38.46 8 4 30.7
1A% 15 6.66 7 7 46.6
\' 12 50.0 0 0 0
VI 12 41.66 0 0 0

vl 13 8.33 12 11 92.3

vii 10 - 100 0 0 0
X 15 6.66 11 11 73.3
X 12 8.33 10 10 83.3

3.3.1.3. Porcentaje de degeneracién de los Gvulos en los diferentes cruzamientos.

En los cruzamientos en los que se ha hecho el seguimiento desde la antesis hasta la
fecundacién se ha determinado que ésta tiene lugar a los 1520 dias después de la
polinizacién. El estudio del vulo primario entre la 4% y 5* semana después de la polinizacion
refleja que los ovarios o presentan un évulo fecundado y el otro degenerado, o no han sido
fecundados ninguno de los dos 6vulos y por tanto aparecen degenerados. La degeneracion
también puede ocurrir en 6vulos fecundados por falta de nutrientes hacia el évulo.

Este porcentaje de degeneraci6n es del 100% en los cruzamientos en los que no ha
habido fecundacion, que son dos interespecificos en los que la planta polinizada es un hibrido:

V ('Cachirulo’ x "Mirobolan 605 AD’) y VI (*Cachirulo’ x *Mirandier 617°) (Foto 3.4.2). Un

142



Resultados Desarrollo postzigdtic ivo "in vi
porcentaje menor de degeneracién, aunque considerable se tegistra en los otros
cruzamientos de 'Cachirulo’, II y III, en los que es de 80% y 90% respectivamente.

El cuadro 3.3.1.3. muestra el porcentaje de Gvulos con depdsitos de callosa en
extremo de la calaza. En el grupo de Mirobolanes Ia degeneracién es muy alta, con depés
de callosa tanto en la zona de la calaza como en ¢l micropilo. En el cruzamiento VIIT no.f_'-
consiguié distinguir el saco embrionario (Foto 3.4.b). La degeneneracion en los 6vulos

"Miroboldn 605 en ¢l cruzamiento VII es mayor gue en el cruzamiento interespecifico IV 'COn
el "Miroboldn B’ en el que esta acumulacién fue menor (Foto 3.4.c). En los cruzamientos ]
y X los depésitos de callosa en la calaza no son tan numerosos aunque si se ha tomado'.co':ﬁ
un indicio de la degeneracidn, por lo que se ha considerado que es del orden del 50% y 20'_
en los cruzamientos IX y X respectivamente

CUADRO 3.3.1.3. Porcentaje de degeneracidn de 6vulos el dfa de la puesta en cultlv
de los 6vulos en cada cruzamiento,

Cruzamiento Total 6vulos= %Degeneracion
I 10 10.0 %
I 10 80.0 %
a1 10 90.0 %
v 13 69.2 %
\' 10 100 %
VI 10 100 %

VII 10 90.0 %
Vi 10 100 %
IX 10 500 %
X 10 20.0 %
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FOTO 3.4. DEGENERACION DE OVULOS EL DIA DE CULTIVO "IN VITRO"

FOTO 3.4.a. Callosa en la calaza (ch) del saco embrionario del hibrido *Cachirulo’ a la 42

semana de la antesis. Tincién de azul de anilina (124 X).

FOTO 3.4.b. Callosa en la calaza (ch) del saco embrionario del hibrido *GF-31" a la 42
semana de la antesis. Tincién de azul de anilina (124 X).

FOTO 3.4.c. Callosa en la calaza (ch) del saco embrionario del *Miroboldn B® a la 42

semana de la antesis. Tincién de azul de anilina (124 X).
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3.3.2. Crecimiento en cultivo "in vitro".
3.3.2.1. Embrién.

Después de cinco semanas de cultivo del évulo en medio Hquido el embrién alcanzé
un tamafio considerable y ya sobresale de los limites del tegumento (Foto 3.5.a). Solamente en
el cruzamiento VII s¢ obtuvo un tamafio considerable del embrién para el posterior cultivo del
embridn aislado (Foto 3.5.b); se obtuvieron embriones en los cuatro medios de cultivo de
évulos, siendo el porcentaje mayor en los dos medios sin hormonas, tanto con 6% como con
10% de sacarosa (Fig. 3.3.2.a). En el resto de los cruzamientos, solamente en el cruzamiento
interespectfico IV ("Miroboldn B® x "Moniqui’) fue visible el embrién bajo el binocﬁlar en el
medio de cultivo sin hormonas y con 6% de sacarosa (Foto 3.5.c). En el resto de cruzamientos

no se pudo distinguir una estructura clara de embrién.

3.3.2.2, Endospermo.

Fl crecimiento del endospermo se pudo observar en tres de los cruzamientos
interespecficos: en el I ("Moniqu® x ’Canino’), con los porcentajes mds altos en los dos
medios con 10% de sacarosa, con y sin hormonas; en el VII ("Miroboldn 605°x "Mirobolin B”)
donde los mayores porcentajes fueron en los dos tratamientos sin hormonas con 6 y 10 % de
- sacarosa (Fig. 3.3.2.a) y en el IX ("Puebla de Soto’ x "Montizo") en el que la respuesta fue muy
parecida en todos Ios tratamientos (Fig. 3.3.5.a). En los cuatro cruzamientos interespecificos,
en el IV ("Miroboldn B’x *Moniqui’) presentan endospermo ¢l 40% de los Gvulos en los dos
tratamientos con 6% de sacarosa independiente del tratamiento con hormonas y un menor
crecimiento se observa en el tratamiento con 10% de sacarosa (Fig. 3.3.2.b). En el cruzamiento
X se observa un 50% de 6vulos con crecimiento de endospermo en los dos tratamientos con 6%
de sacarosa (Fig. 3.3.5.b). En los cruzamientos con el hibrido ’Cachirulo’, se observé
endospermo en el cruzamiento IT con 'Balones’ (Fig. 3.3.3.2) en los dos medios con 6y 10%

de sacarosa pero sin hormonas; y en el cruzamiento I s6lo en el medio con 6% de sacarosa

144




Resultados Desarrollo postzigdtico. Cultivo *ij

y sin hormonas (Fig.3.3.3.b;Foto 3.5.d).

3.3.2.3. Callo.

Se observé la presencia de callo en los tegumentos en todos los cruzamientos que 1 i
ensayados en el cultivo "in vitro", excepto en el cruzamiento I de los dos albaricoqueros;
que no se formé callo en ninguno de los tratamientos (Foto 3.6.a., Fig. 3.3.1). Es de

que los mayores porcentajes de ¢vulos con callo corresponden a los 4 cruzamientos ¢
hibrido *Cachirulo’ como planta polinizada, los cruzamientos II, ITl, V y VI (Foto 3..6.]5_
el cruzamiento II, casi ¢l 100% de los 6vulos en todos los medios de cultivo presen
crecimiento de callo (Fig. 3.3.3.2) y una media de 73% en el cruzamiento VI con el
hibrido *Mirandier 617" (Fig. 3.3.4.b); en el cruzamiento V con *Miroboldn 605° una med
de 58% de 6vulos con callo entre todos los tratamientos (Fig. 3.3.4.2) y el cruzamiénit_of:
P.tomentosa es €l que tiene menor porcentaje, con 50% en los dos tratamientos SH 6% y S
6% y s6lo el 13% en SHH 10% (Fig. 3.3.3.b).

En los cruzamientos IV y VI con los Gvulos de miroboldn, el cruzami
interespecffico IV (Fig. 3.3.2.a) presenta mayores porcentajes de évulos con callo en los cuatro
tratamientos (Fig. 3.3.2.a; Foto 3.6.¢) que ¢l cruzamiento intraespectfico VII, "

De los dos cruzamientos con ciruelos hexaploides, se produjo callo en todos |
tratamientos en ¢l cruzamiento IX de los dos pollizos (Foto 3.6.d), con un mayor porcentéi'e.__
el tratamiento SHH6% que en el resto de los tratamientos (Fig. 3.3.5.3); en el cruzamien't’i:}"
s6lo se produjo callo en dos de los tratamientos, SH6%y SHH 6% (Fig. 3.3.5.b; Foto 3.6.€
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FOTO 3.5. CRECIMIENTO DEL EMBRION Y ENDOSPERMO EN CULTIVO "Iy
VITRO"

FOTO 3.5.a. Crecimiento del embrién dentro del évulo (ov) en el cruzamiento

intraespecifico VII ("Miroboldn 605’ x 'Miroboldn B”) después de 5 semanas en

cultivo de évulo "in vitro".

FOTO 3.5.b. Cultivo del embridn (em) aislado después de 5 semanas en cultivo dentro del

6vulo en el cruzamiento VII ("Miroboldn 605” x "Miroboldn B’).

FOTO 3.5.c. Embrién del cruzamiento interespecifico IV (’Miroboldn B’ x ’Moniqui®)

después de 5 semanas en cultivo de ovulo "in vitro"(14.5 X). !

FOTO 3.5.d. Endospermo del cruzamiento interespecifico I (*Cachirulo’ x P.tomentosa)

después de 5 semanas de cultivo "in vitro" (6.4 X).
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FOTO 3.6. FORMACION DE CALLO EN LOS DIFERENTES CRUZAMIENTOS

FOTO 3.6.a. Ovulo de 'Moniqui’ sin callo después de 5 semanas de cultivo "in vitro"
(6.7X).

FOTO 3.6.b. Ovulo de Cachirulo’ con callo después de 5 semanas de cultivo "in vitro"
(10X).

FOTO 3.6.c. Ovulo de *Miroboldn 605’ con callo (ca) después de 5 semanas de cultivo "in
vitro" (10 X).

FOTO 3.6.d. Ovulo de "Puebla de Soto 101’ con callo (ca) en la parte de la calaza después
de 6 semanas de cultivo "in vitro" (10 X).

FOTO 3.6.e. Ovulo de *Reina Claudia’ con mucho callo (ca) en toda la extensién del évulo
después de 6 semanas de cultivo “in vitro" (10 X).
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3.4. DISCUSION. | COMPANYet al., 1976; PIMIENTA ¥ POLITO, 1983)-

La fecundacién depende de la viabilidad de los $vulos en el momento de la fecundacion.
g ha podido observar ot la tincién de la callosa (ANVARI ¥y STOSSER, 1978) que la
yiabilidad de los Svulos, como se ha descrito para muchas especies de Prunus, puéede variar
segun la especie y el cultivar ¥ que flores en ¢l mismo estado de desarrollo pueden tener sacos
con diferentes grados de maduracién (EATON'Y JAMONT, 1964; STOSSER y ANV ARI, 1983;

PIMIENTA ¥ POLITO, 1983). La fecundacién es mayor en el cruzamiento intraespecifico de
p.cerasifera ( Miroboldn B’ x ‘Miroboldn 605%) que €n el interespecifico P.cerasifera X
P.armeniaca (Muobolén B’ x 'Moniqui’), 2 pesar de que e ¢l primero presente un mayot
porcentaje de Gvulos degenerados. Segun STOSSER y ANVARI (1982) en estos Gvulos nuncan
entran tubos de polen. En el cruzamiento VT es posible que ocurra una degeneramdn, incluso

después de 1a fecundacidn (MOGENSEN, 1975), bien por falta de translocacién de nutrientes
mayor nimero de flores como son los

3.4.1. Estado de los évulos.

En todas las especies en las que se ha seguido el desarrollo postzigdtico se ha obse:
que la division del endospermo es al principio nuclear, junto con la divisién del mgoto
posteriormente da lugar al suspensor y al verdadero embrion, siguiendo el esquema descrito
la embriologfa de todas las angiospermas y concretamente en Prunus, (DORSEY, 191
BRADBURY, 1929; TUKEY, 1933; JACKSON 'y COOMBE, 1966; LILIEN-KIPNIS
LAVEE, 1971; HAWKER y BUTTROSE, 1980). '

En todos los cruzamientos las observaciones se realizaron entre la 4* y 5% se
después de la pohmzaclén cuando se realizé el cultivo de Gvulos. Las primeras obsewam
corresponden al cruzamiento intracspecifico I (entre los dos albaricoqueros) y al cruzamiento
intraespecffico VII (de los dos mirobolanes). En ambos se observa el embrién de f

globular, con un tamafio menor en el miroboldn, y el endospermo nuclear en ambos.

o por una competencia mayor €n las plantas con
mirobolanes.

En los cruzamientos con el hibrido *Cachirulo’ se pudo afirmar 1a presencia de embrién
y endospermo por medio de las técnicas de histoquimica ¥ determinar &l porceniaje de
" fecundacién mediante 1a técnica de aclareo de évulos en la quinta semana después de la antesis.

observaciones del albaricoquero se corresponden con lo descrito para otras variedades, ¢
que ¢l embrion empieza a reconocerse a los 30 dfas (JACKSON y COOMBE, 1966)
embargo €l endospermo permanece nuclear hasta los 25 dfas y en la variedad *Moniqui
particular el endospermo sigue puclear a los 28 dias. Esto depende sin duda del momento
que se haya llevado a cabo la polinizacién, lo que segin las variedades puede ocurm‘
diferentes periodos. En el cruzamiento interespecifico IV, el embrién posee apmxnnadam :

En los cruzamientos con el otro hibrido sBalones’ y con P.tomentosa $¢ observo que &
habian formado embrién ¥ niicleos de endospermo e ambos. El tamafio del embrién en ¢l
melocotonero es de 150 1 ala 7% semana después de polinizacién (LILIEN-KIPNIS y LAVEE,

1971), pero en el almendro a la 6° semand €s sélo un grupo de celulas (HAWKER ¥
BUTTROSE, 1980). Teniendo en cuenta quc sCachirulo’ es un hibrido de estas dos especics
y que el estudio se realizé aproximadamente a la 5 semana, despucs de la antesis, con un
tamafio de embrién de 40 p, €l patrén de su desarrollo serfa mas similar al del almendro que

¢l mismo tamafio que en el caso del cruzamiento intraespecifico VIL. En el cruzamiento \
del hibrido de (P.cerasifera x P.salicing) x P.tomentosa, 2 la 5% semana después de la an':
no se ha podido identificar la presencia de adcleos de endospermo ni de embrién, pero s saco
embrionarios con diversos pliegues que no ocupan toda la longitud del évulo, lo cual mdlca

. i lujares
no ha tenido lugar 1a fecundacidn por haberse mostrado su incompatibilidad a nivel pre;ngétl al del melocotonero, independicntemente del polen utilizado. También las paredes c&

empiezan a formarse la 6* 0 82 semana dependiendo de 1a variedad en melocotonero (LILIEN-
KIPNIS ¥y LAVEE, 1971; ARBELOA Y HERREROQ, 1989) y en ¢l aimendro ala 10® semana
(HAWKER Y BUTTROSE, 1980). Aunque ¢l embrién es del mismo tamafio, la fecundacién

También el porcentaje de degeneracién fue mayor que en los mirobolares, lo que puede
debido a una caracterfstica propia de su condicién hibrida, como se ha observado también
los évulos del hibride *Cachirulo’, y como se ha descrito en otros cultivares hibridos (SOCIA
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éamcer de importancia su produccidn de frutos, por lo que los tubos polinicos podrian Tegar
mds tarde, sin poder penetrar en los Gvulos que ya podrfan encontrarse en mal estado

(STf)SSER y ANVARI, 1982). La fecundacién no sélo depende de la llegada del tubo polinico,

sino también del estado de los évulos que van 2 producir la semilla, y en el estado de los
(THOPSOM y LIU,

es mayor en el cruzamiento 1I, considerado como interespecifico, lo cual hace suponer g
causa del bajo nivel de fecundacién en ese momento puede deberse a una manifestacion
incompatibilidad interespecifica postzigdtica. .

En los dos cruzamientos interespec(ficos V (’Cachirulo’ x *Mirobolan AD 605’)
("Cachirulo’ x "Mirandier 617°), no s¢ han observado micleos de endospermo en nmgun
ellos mediante ninguna de las dos técnicas, que son fiables para establecer resul
cuantitativos (PALSER er 4l., 1992). Ello indicarfa que en estos cruzamientos ei mﬁI

gvulos pueden influir muchos factores, como nutricionales, ambientales...

1973; DUMAS y KNOX, 1983).

fecundacion es cero y supondria que se trata de cruzamientos incompatibles, pero qu
barreras se manifiestarfan a nivel prezigético, como podria ser la parada de los: tu
polinicos en el ovario al igual que en otros cruzamientos interespecificos (WH,LLAMS:&
1982). -

3.4.2. Técnicas empleadas para el estudio.

Para el estudio del material fijado el dfa en que se llevé a cabe ia puesta en cultivo "in
vitro" de los Gvulos, se utilizaron dos técnicas citohistolégicas. Las dos dieron buenos
resultados y ambas tienen ventajas e inconvenientes. Dado el mimero de muestras a observar,
se opté por la puesta a punto de la técnica del aclareo de 6vulos, que permite una preparacion
ripida, lo cual.posibilita 1a observacién de un mayor mimero de évulos, aunque la observacion
a veces es dificultosa (HERR, 1971; LEVIEYL y HUYGUE, 1985; PALSER er al., 1992).

En los dos cruzamientos con los ciruelos hexaploides, se observa una diferen
importante en su desarrollo ya que en el cruzamiento intraespecifico IX el tamafio del elﬁbh
es considerablemente mayor que en el cruzamiento interespecifico X. En el primero in(:lﬁ
pueden ver las primeras formaciones de las paredes celulares, especialmente en los mi
alrededor del embrién, como lo indica la tincién de calcofluor especffica de las pared
celulares. Sin embargo, en el cruzamiento X, interespectfico, el desarrollo del embrién @

La técmica del aclareo de Gvulos permite demostrar diferencias en cuanto a la

observacidn y su respuesta bajo el microscopio de contraste de fases. Teniendo en cuenta la
variabilidad del material estudiado, as{ como su diferente estado de desarroilo y grado de
maduracién, la respuesta ha sido diferente. Por una parte ¢l estado del Gvulo repercute en la
cantidad de fenoles que puede haber en la testa (HERR, 1992) y los tiempos de prelavado
var{an. Posteriormente en relacion a estas diferencias, la penetracién en el 6vulo tanto del tinte
como del agente aclarante se produce con diferente facilidad, por lo que en funcién de esta

penetracién 1a observacién resulté mds o menos clara.

mds retrasado. Este desarrollo ha sido descrito en detalle en otro ciruelo europeo, en &t c

la 4* semana después de la polinizacién se han observado de 4 a 8 células del embrién,
el endospermo celular no empieza a formarse hasta Ia 10? semana después de la pohmzac:l
(JEFFERIES, 1975), si bien en el cruzamiento IX se ha podido observar a partir de.
semana. Este retraso en P.domestica podria ser debido a que la fecundacion se reallza m
tarde, lo cual en el cruzamiento X seria menos probable porque la velocidad de los tu
polinicos es mayor que en el IX (capitulo 1.4). Por otra parte la propia embriogénesis po
estar regulada por diferentes genes que el proceso hasta la fecundacién y 1a fase gametofit
(GOLDBERG er al., 1989), As{ Ia fecundacién vendria favorecida por ¢l buen crecimiento
los tubos polinicos, pero también por un mejor estado de los évulos en un clon cuitivado
sus frutos, y por lo tanto seleccionado hace tiempo por su buena produccién, que no ml
pollizo, clon utilizado como patrén y cuyo desarrollo embrionario no ha sido estudiado:

Por otro lado la técnica de inclusién, corte y tincidn es mds laboriosa, pero permite una
observacién mas precisa y ofrece unos resultados m4s claros (HUGHES y Mc CULLY, 1975).

El método de determinacién de cailosa ha resultado ttil (DUMAS y KNOX, 1983) para

establecer el porcentaje de degeneracion en cualquier momento, no asf el de la fluorescefna
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solamente parece afectar en ¢l cruzamiento II; sin embargo, estas diferencias no se aprecian ni
on los cruzamientos de mirobolanes VIL, IV ni en los cruzamientos IX y X. La respuesta parece
mas dependiente de la concentracién de sacarosa, al igual que en el cruzamiento I. Tampoco
los casos en los que se produce embridn se pueden asociar con las concentraciones de
ormonas,al contrario de lo sefialado para el melocotonero (PINTO ez ai., 1990}, sino que estos
resultados muestran que no hay un efecto claro de la concentracién de hormonas en el medio

disédica (MOGENSEN, 1981), que ofrecié resultados contradictorios y confusos con log
cultivares utilizados.

3.4.3. Cultivo "in vitro".

Una de Ias aplicaciones del culfivo de Gvulos "in vitro" s Ia de superar las b y de nuevo que existe una gran variabilidad entre los distintos clones.
postzigdticas que se puedan presentar en la produccion de hibridos interespecificos e
intergenéricos (HOSSAIN er al., 1990). El desarrollo del évulo cultivado "in
demostrado ser mds lento en algunas especies que "in vivo" (RANGAN, 1982, 1984
marcadas diferencias dependiendo del tiempo de la puesta en cultivo (TILTON y RU

1983). En el caso del cultivo de dvulos en Prunus, los constituyentes del medio y el est

Aunque €l embrién pudo observarse al microscopio, ¢l hecho de que no se observara
© después de cinco semanas en cultivo, pudo deberse al método utilizado, debido al pequefio

pueden dar lugar a la subjetividad de los resultados y muchas veces resulta dificil establecer

los 6vulos en el momento de la puesta en cultivo son de importancia primordial (RAMMIN ~qué tipo de tejidos corresponde a cada estructura (BRUUN, 1991a; PICKERSGILL,

1985, 1986). * comunicacién personal).

La respuesta mas clara al cultivo “in vitro" ha sido la formacién de callc
tegumento. Esta respuesta ha sido distinta dependiendo de las especies y dentro de los cultiy
y parece estar mas asociada a la especie utilizada como planta polinizada que al polen. Me_
gue en los dos cruzamientos con los dos mirobolanes, tanto ¢l cruzamiento VI, mnacSpécf
como el IV, interespecifico, se ha obtenido un alto porcentaje de formacién de callo
cruzamiento I éste ha sido nulo. Igualmente ocurre en los cruzamientos IX y X de los cnru
hexaploides, especies muy relacionadas. Por ltimo los ¢vulos del hibrido *Cachiru

responden a la formacién de callo en todos los cruzamientos, aunque se observa una m

A pesar de que los resultados no son concluyentes, se puede decir que el cultivo "in
vitro" en estas condiciones no ha ayudado a recuperar un porcentaje mayor de hibridos
interespecificos. La diferente respuesta de los cultivares al medio de cultivo indica la clara
© interacién del cultivar y los diferentes componentes del medio (RANGAN, 1982; RAMMING,
| 1985). Los resultados obtenidos indican que muchos évulos podrian estar en mal estado, pero
parece un fenémeno mds asociado a los requisitos especfficos en el medio de cultivo de cada
clon, dados los bajos porcentajes obienidos. Los mayores porcentajes de recuperacion de
embriones se han obtenido en este género cuando se trata de embriones con un tamafio superior
a 1mm en el momento del cultivo (RAMMING, 1985, 1990; PINTO ez al., 1991; RUBIO et
al., 1991).

respuesta en los medios con hormonas. Todo ello indica que el cultivo o respues|
independiente del cruzamiento intra o interespecifico, lo cual es 16gico ya que es una resp
del tejido materno. Esta variabilidad ha sido sefialada en muchos cultivos "in vitro”, bxen
de cruzamientos intra como interespecificos (STEWARD y HSU, 1978; RANGAN;-'?I‘Q"
RAGHAVAN, 1986; BRUUN, 1991a). :

Cuando se realizé el cultivo de évulos, sélo los cruzamientos I, IT, T, IV, VII, IX y
X poseian embriones formados. En este momento también se habfan producido las divisiones
del suspensor, érgano que parece ser el encargado de transportar los nutrientes al embrién en
los primeros estados de su desarrollo (MAHESHWARI, 1966). Los resultados no indican un
cambio del metabolismo ni explican que el desarrollo del endospermo esté mds acusado

La observacién en binocular del endospermo también ha mostrado claras diferené':
su desarrollo entre el hibrido *Cachirulo’ y los mirobolanes. La concentracién de horm
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cruzamientos intraespecficos (I, 1T, VILy IX), ¥ Jos interespecificos I, IV, X, en
. ohservé embrién globular, los embriones se desarrollaron hasta ese estado en el campo, pero

después de elio la técnica de cultivo "in vitro” 1o ha sido suficiente para proseguir su

desarrollo. Mds ejemplos de aborto en este estado se han descrito en Oiros cruzamientos

 interespecificos (TAKAHATA y TAKEDA; 1990; ABBO y LADIZINSKY, 1991).

(BRUUN, 1991b). Por ello como se ha sefialado para cruzamientos interespecificos, no sien los que s€

es suficiente el cultivo de 6vulos para superar las barreras de postfertilizacién (BINO ez
1988).

La velocidad de crecimiento del embrién varia de unas especies a otras (AHMAD

SLINKARD, 1991), mas aiin tratdndose de cruzamientos intraespecificos e interespec
mentado con hormonas no ha sido suficiente para recuperar embriones en

El medio suple
. este estado globular. En melocotonero se ha indicado que 1o 5¢ necesitan hormonas cuando el

un estado de desarrollo autétrofo (RAGHAVAN, 1977b). Sin embargo, los

- embrién alcanza
niveles adecuados de hormonas en los medios de cultivo s encuentran todavia a un nivel
CKERSGILL, 1591, PINTO et al.,

han dado resultados, aunque

en los que se ha llevado a cabo pocos estudios en cuanto al desarrollo del embrién. En gene
el desarrollo del embrién y del endospermo "in vitro” es menor que en "in vivo" (RANG
1982; JOSHI y JOHRI, 1972).

En algunos casos se ha observado que el suspensor €3 necesario para el crecimi _ empirico de estudio por lo que 10 se pueden definir (P1
vitro" (RANGAN, 1984), aunque no se ha establecido con seguridad su papel
translocacién de nutrientes hacia el embrién. Se ha observado, en todo caso, que el suspensor.

1990). Los niveles de hormonas recomendados en este experimento

o muy satisfactorios, en cultivares de maduracion temprana de melocotonero (PINTO ez al.,

991), pero el tamano del embrién no €8 comparable en uno y otro ¢aso, pues a un tamafio de

el estado autétrofo sefialado por RAGHAVAN,

degenera antes en los cruzamientos interespecfficos (BRUUN, 1991b), aunque esie pmcem
puede ser general, haciendo al embrién mas auténomo (BRUUN, 1991a), dentro de.
diferentes niveles de respuesta. La placenta también puede ser un medio de aporte de nutrien

50 wel embnén seguramente 1o ha alcanzado

(1977b) y todavia depende de 108 nuirientes aportados por el suspensor y por el endospermo.

(OCHATT et al., 1987), pero sélo en los casos en los que estd en contacto con el medio, po £l pequefio tamaiio del embrién, en el estado globular, seguramente requiere uos utrientes

mds especificos que 1os de los medios utilizados (RAMMING, comunicacién personal), aunque
(RAMMING,

lo que las diferencias que se han observado dentro de cada repeticién pueden ser debidas
Las modificaciones estructurales del 6vulo parecen radicar principalmente en las modifica hayan sido Gtiles para el crecimiento del embridn de diversas especies de Prunus,
en ¢l esporofito y en el tegumenio, que se atrofia formando arrugas, pero no en el embrié 1982, 1990, RAMMING ¥ TANNER, 1983, 1987).
en el endospermo (BRUUM, 1991a), ya que solamente se pueden diferenciar los casos en
que el endospermo crece mds deprisa (BRUUN, 1991b) o mds lentamente (JOSHI y IOHRI

1972).

Se han desarrollado diversas técnicas para mejorar el rendimiento de 1a recuperacion de

embriones, como son la combinacién de dos medios de cultivo, uno liquido y otro solido, junto

a la perforacién de los vulos v el cultivo tan slo de las partes embriogénicas (MATHIAS et
al., 1990); esta dltima técnica ha tenido éxito en algunos cultivares de Prunus, (PINTO et al.,

1991) y se estd ensayando en otros (EMERSHAD, comunicacién personal).

A excepcidn del cruzamiento I, en el que €l dia de la puesta en cultivo ya se hab '_
detectado taninos en el tegumento, en todos los otros cruzamientos se han desarrollado tanm
después de 5 semanas en cultivo, al contrario de lo observado en los cruzarmento

En los cruzamientos V, VI'y VIII, no se ha detectado el embrién, aunque en los V'y V1
se obtuviese un pequefio porcentaje de fecundacién. Se ha observado que sin fecundacién el

de degeneracidn de los svulos estd mds avanzado. Los nticleos observados en algunos
al centro del saco embrionario en el

interespecificos en remolacha, en los que al parecer los embriones en cultivo "in vitro
germinan antes y poseen una pared mas débil (BRUUN, 1991a). Solamente en el cruzamleﬂ
VII se consiguié recuperar el embri6n y hacerlo germinar en medio C,D, pero después de !
perfodo de latencia para germinar (RAMMING, 1985; RUBIO er al., 1991). En el 1esto

estado
de ellos serfan los nucleos polares que 10 han migrado
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momento de la fecundacién (MASHESWARI, 1950), aunque se haya producido el creci
del saco embrionario. En el cruzamiento VIII se observé un menor desarrollo de los ¢

ademds de presentar un porcentaje menor de dvulos formados.

La teorfa del balance del mimero de endospermo (JOHNSTON et al., 1980;.HA_'_'_
y JACKSON, 1992), podrfa explicar el fallo observado en los cruzamientos interespec'tﬁ‘
ya que las plantas hibridas han dado los peores resultados y en uno de ellos el polini:
hibrido. Si a cada especie se le asigna un valor constante al endospermo, en el casode
hibridos el fallo podrfa encontrarse a este nivel porque el balance entre el endospermo 1
desequilibrado por su condicién hibrida, causando por ello el aborto del embrion (ABBO
LADIZINSKI, 1991). La teorfa de que la activacién de los niicleos polares jntervienen
respuesta podrfa explicar también el fallo en cualquiera de los dos procesos de a " dobl
fecundacidn, ya sea por el indice de activacién de los niicleos polares o de la célula
que dan lugar al endospermo y al embridn respectivamente (NISHIYAMA er al., 1991).;:-'53
dos teorfas se han desarrollado para explicar la incompatibilidad tanto si es del
gametofitico como en las Soldnaceas, como si es del tipo esporofftico como en las Cructfer

y Gramineas.

Dado que estos cruzamientos son de la misma ploidia, diploides en el caso 'd_"
mirobolanes y 'Cachirulo’ y hexaploides en el caso de los ciruelos, los cruzamientos hibridos
pueden tener anormalidades tanto en el aporte de Ia célula espermaética (VI) como en la cél
huevo (V y VHI).
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4. CUAJADO FINAL EN CAMPO.

4.1. INTRODUCCION.
4.1.1. Desarrollo del fruto.

Fl término final del desarrollo del évulo es la semilla, asi como el del ovario es el
fruto. En éste se diferencian tres partes a partir de las tres capas de la pared del ovario o

pericarpio: el exocarpo exterior o piel, el mesocarpo que puede ser Camoso ¥ ¢l interior que €s
el endocarpo.

El crecimiento del fruto puede ocurrir por divisién celular o por aumento del volumen
de las células. En la mayorfa de los frutales, como el manzano, la division celular tiene lugar
antes de la antesis con muy pocos ciclos de divisién después de la antesis, por lo que el
aumento de tamafio se debe al crecimiento celular (SEDGLEY y GRIFFIN, 1989). En
albaricoquero se¢ ha observade que las diferencias en el volumen del mesocarpo de flores
tempranas o tardfas se deben mis al mimero de células que al volumen (JACKSON y
COOMBE, 1966). La superficie de los frutos en Prunus, es pubescente con estomas y la
estructura del fruto es constante. Las células de la epidermis son pequedias y tangehcialmente
alargadas constituyendo capas de células esféricas que forman las dos terceras partes del tejido
carnoso. Hacia el hueso las células disminuyen de tamafio y se alargan radialmente JACKSON
y COOMBE, 1966), variando las capas de células desde 27 a 29 en cerezo (TUKEY y
YOUNG, 1939) y de 53 a 55 en albaricoquero (ARCHIBALD y MELTON, 1987).

El fruto de los Prunus es una drupa caracterizada por la dureza de 1a capa interna del
pericarpio, ¢l endocarpio. El crecimiento del fruto en los frutales de hueso sigue un modelo de
curva doble sigmoidal con tres estados de desarrolio, I, L'y I, al igual que en olivo ¥
pecanero, dos perfodos de crecimiento tépido separados por un periodo de desarrollo lento
(TUKEY, 1933; HARROLD, 1935; LILIEN-KIPNIS y LAEVEE, 1971; JACKSON y
COOMBE, 1966), en el que s¢ produce la celularizacién del endospermo y el endurecimiento
del endocarpio para formar el hueso (TUKEY, 1936; HESSE, 1975). S D
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4.1.2. Caida de frutos.

En las plantas angiospermas pueden temer lugar varios procesos prezigéticos qu
reduzcan el cuajado, actuando en distintos puntos del proceso de la polinizacidn, desde i
interaccién polen-pistilo (KNOX, 1984), siguiendo con la autoincompatibilidad (LEWIS, 1979
y los efectos de la competicién gametofitica (MULCAHY y MULCAHY, 1987), hasta una®
seleccién sexual que se refleja en diferentes estrategias reproductivas como la capacidad d T

polen para acceder a los gametos femeninos y la capacidad de proporcionar recursos por parte
de Tos tejidos maternos a la célula huevo o al embrién (UDOVIC, 1981). Algunos procesos .
postzigdticos también pueden reducir el cuajado, y entre ellos se encuentran la seleccion:
durante el desarrollo del embrién (WEINS, er al., 1987); la seleccién por parte de la pianta
madre (STEPHENSON y BERTIN, 1983; STEPHENSON y WINSOR, 1986), los factores:
nutricionales disponibles (LLOYD, 1980, STEPHENSON, 1981), la incompatibilidad en el
ovario (BAWA y WEBB, 1984), y otros muchos como la posicién de Ia flor en el a:bol
(WILLSON y BURLEY, 1983). En general, la seleccién que se produce desde la semilla has
la planta adulta ha sido motivo de muchos estudios, pero las causas ¢ implicaciones de la:
mortalidad entre la fertilizacion y la semilla madura no han recibido demasiada atencion hasta
época muy reciente (LLOYD, 1980, STEPHENSON y BERTIN, 1983; BAWA y WEBB,
1984),

El mimero inicial de flores en la antesis es muy superior al nimero de frutos que
alcanzan la maduracién. DARWIN (1877) ya sefialé el significado de la excesiva pmduociérfj;
de flotes (citado por BAWA y WEBB, 1984), hecho muy relevante en los drboles frutales, dado.
los efectos que puede tener en el cuajado final JANICK y MOORE, 1975). El cuajado mlclal
en los cultivos lefiosos es bastante alto, normalmente de 50 a 100% de las flores en la antesis,
hasta un cuajado final que varfa de 0,01% en algunos fiutos tropicales en comparaci6n con un
porcentaje cercano al 100% en algunos frutos secos (SEDGLEY y GRIFFIN, 1989; LLOYD,
1980). Los estudios de cuajado en los drboles frutales y los factores que influyen en €l han sid"oj_-';-
constantes a lo largo de los aflos, dada la importancia comercial que tiene el volumen de
cosecha final (DORSEY, 1919a; BRADBURY, 1929; HARROLD, 1935; EATON y.IAMONT.'.
1964; HERRERO, 1992a).
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Las condiciones climdticas durante la floracién influyen notablemente en la germinacidn
del polen y el crecimiento de tubos polinicos (DORSEY, 1919b; BINI y BELLINI, 1971;
THOMPSOM vy LIU, 1973; SOCIAS i COMPANY ez al., 1976) al igual que en el periodo de
receptividad del estigma (DORSEY, 1919b; THOMPSOM y LIU, 1973; MARTINEZ-TELLEZ
y CROSSA-RAYNAUD, 1982). También influyen en el desarrollo invernal de las yemas
(RICHARDSON et al., 1975). Las condiciones de cultivo pueden dar lugar a flores de mayor
o menor calidad, condicionando las posibilidades de ser fecundadas (WILLIAMS, 1965), y de
producir frutos igualmente de mayor O menor calidad (DORSEY, 1919a; WILLSON vy
BARLEY, 1983; SOCIAS i COMPANY y FELIPE, 1993).

Asi WILLIAMS (1966) inrodujo el concepto de "periodo si%ctivo de polinizacidn”
(P.P.E.) como una funcién de la longevidad del dvulo y la tasa de crecimiento del tubo
polinico, es decir, 1a longevidad del vulo menos el tiempo transcurrido entre la polinizacién
y la fecundacién. Una diferencia intervarietal considerable en el periodo efectivo de
polinizacién ha sido sefialada para perales y manzanos, que igualmente varia de un aiio a otro,
siendo el mayor determinante del valor del cuajado final (WILSON y WILLIAMS, 1970).

Las condiciones climdticas tal como temperatura, lluvia y viento pueden afectar directa
o indirectamente al cuajado final de una especic (DORSEY, 1919b), tal es el caso de muchos
4drboles frutales que dependen de los insectos para la transferencia del polen (KESTER y
GRIGGS, 1959; FREE, 1970), lo que es de vital importancia en las especies autoincompatibles
ya que la disponibilidad de polen s uno de los principales factores que afectan a su polinizacidn
(WILLIAMS, 1970). En especies como el almendro, con una mayoria de variedades
autoincompatibles, parece ser que la autocompatibilidad del polen y la potencialidad para una
autopolinizacidn son caracteres independientes (WEINBAUN et al., 1989), ya que dependen de
la morfologfa de la flor que permita la autogamia natural.

También 1a fertilidad de la planta madre es decisiva para determinar los niveles de
cuajado y viene determinada por el nimero total de dvulos presentes (WILSON y WILLIAMS,
1970). La posicién de la yema floral influye en el estado de desarrollo del saco embrionario en
manzano (HARTMAN y HOWLETT, 1954} y por otro lado el estado de desarrollo del saco
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embrionario en ¢l momento de la antesis determina el numero de dvulos que puederi
fecundados. La relacién del desarrollo del saco embrionario con el cuajado ha sido estudiado
en varias especies frutales, como cerezo (EATON, 1959), albaricoquero (EATON y JAMONT
1964), ciruelo (DORSEY, 1919b), almendro (PIMIENTA y POLITO, 1983) y olivo (RALLQ
et al. 1981). r

In uceién

Si bien se considera que uno de los dos évulos de Prunus degenera, hay excepcion
y no s6lo en el caso de la produccién de pepitas dobles en almendro (SOCIAS i COMPANY
y FELIPE, 1993), pero generalmente 1a seleccién del évulo no funcional tiene lugar muy pronto
y se produce el dep6sito de callosa en el extremo de la calaza (PIMIENTA y POLITO, 1982;
STOSSER y ANVARI, 1982), . N

En los frutales, al igual que en otras muchas especies lefiosas, se produce una pérdida
de flores y frutos prematura (STEPHENSON, 1981). La abscisién se divide en tres picos de
caida para varias especies de Prunus. La primera caida se establece a las dos semanas de lé;
antesis como consecuencia de la esterilidad femenina, causada por flores defectuosas con évulos
no funcionales debido a alteraciones en el saco embrionario (EATON y JAMONT, 1964;_-
PIMIENTA y POLITO, 1982; RALLO et al., 1981). El segundo pico de caida es el mds
importante y ocurre a los dos meses de la antesis, debido a frutos fecundados (SEDGLEY y
GRIFFIN, 1989) o segin otros autores a una falta de fecundacién e insuficiente polinizacién
(HARROLD, 1935; KESTER y GRIGGS, 1959). La tercera caida es la de precosecha debidﬁ
a frutos que han aumentado de tamafio pero que estdn inmaduros (KESTER y GRIGGS, 1959);
llamada también caida de Junio, probablemente a causa del aborto del embrién (I-IARROLD;?
1935). En algunos casos en los que ha sido estudiado en detalle, los frutos que van a caer tienen
una tasa de crecimiento reducida en comparacién con los que contindan creciendé
(WEINBAUM y SIMONS, 1974; DYBING et al., 1986), aunque no siempre las diferencias
anatdmicas pueden explicar el aborto (WEINBAUM y SIMONS, 1974), El aborto del embridti;
sin embargo, no necesariamente conduce a la pérdida del fruto, ya que diferentes cultivares de
maduracion temprana de cerezo muestran aborto a los dos meses de la antesis, sin que elld_
repercuta en su cosecha final (TUKEY, 1933). También esta tercera cafda puede ser de frut'os.
desarrollados defectuosamente debido a la limitacién de recursos (STEPHENSON, 1981;
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RALLO y FERNANDEZ-ESCOBAR, 1985).

La cafda de frutos ocurre como resultado de la separacién celular en la zona de
abscisién, que puede ser localizada en la base del fruto, en la del pedicelo o en la del
pedinculo. Estas zonas de abscision varfan de unos frutos a otros; en el guindo la abscisién
puede ocurrir €n las tres zonas y solamente en las dos ultimés en el cerezo (SEDGLEY y
GRIFFIN, 1989); en almendro esta capa de abscisién se presenta entre el extremo del pedinculo
y el fruto, con lo que el pedinculo persiste sobre el 4rbol (KESTER y ASAY, 1975).

4.1.3. Identificacién de los hibridos interespecificos.

Antes de la utilizacién de los hibridos interespecificos se deben identificar para evitar
confusiones, ya que las semillas procedentes de cruzamientos interespecificos pueden dar lugar
a plantas que no son los hibridos esperados. Los hibridos pueden ser identificados por su
morfologfa intermedia o por la presencia de caracteres marcadores procedentes de ambos
padres. Los marcadores moleculares han resultado muy dtiles para ello, aunque en general
consisten en técnicas que requieren una sofisticacién mayor que la simple descripcién
morfologica. En el género Prunus los mis utilizados han sido los marcadores isoenzimaticos
para la identificacién de hibridos F, de almendro x melocotonero y ciruelo x albaricoguero
(BYRNE y LITTLETON, 1988, 1989; CHAPARRO et al., 1987; FRIEND, 1989; MOWREY
et al., 1989). Los marcadores moleculares han servido también para ¢l estudio de la filogenia
de este género (KANEKO e al., 1986; MOWREY y WERNER, 1990). Los polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccién (RFLPs) de genes ribosomales han sido utilizados también
para la relacién filogenética de tres especies del subgénero Prunophora (REYNDERS ¥y
SALESSES, 1990) y pueden ser aplicables para la identificacién de los hibridos
interespectficos. Otras técnicas moleculares se estdn desarrollando para la identificacién de
hibridos, como es la reaccién en cadena de la polimerasa PCR (WILLIANS ef al., 1990).
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4.2. MATERIAL Y METODOS.

4.2.1, Polinizaciones en campo.

4.2.2.1. Cruzamientos intraespecificos:

I. Moniqui’ (P. armeniaca) X 'Canino’ (P. armeniaca)

1. °*Cachirulo’ (P. amygdalus x P. persica) X ’Balones’
(P. amygdalus x P. persica)

VIL. "Miroboldn AD 605’ (P. cerasifera) X *Miroboldn B’
(P. cerasifera)

IX. ’Puebla de Soto 101°(P.insititia ) X *Montizo® (P. insititia)

4.2.2.2.Cruzamientos interespecificos.

M. ‘*Cachirulo’ (P. amygdalus x P. persica) X (P. tomentosa)

IV. ’Miroboldn B’ (P. cerasifera) X *Moniqui® (P. armeniaca)

V. ’Cachirulo’ (P. amygdalus x P. persica) X *Miroboldn AD 605’
(P. cerasifera)

VI. ’Cachirulo’ (P. amygdalus x P. persica) X *Myrandier 617°
(P. amygdalus x P. cerasifera)

VHLI. 'GF 31' (P. cerasifera x P. salicing) X P. tomeniosa

X. 'Reina Claudia’(P. domestica) X *Montizo’ (P. insititia)

Los cruzamientos dirigidos en campo se realizaron polinizando manualmente las fl
Las ramas fueron emasculadas en campo en el estado D (BAGGIOLINI, 1984), (Foto 4.0:2
para evitar su autopolinizacién, asf como un posterior acercamiento de insectos polinizadort
que pudieran aportar cualquier polen ajeno al ensayo. Trascurridos 2 dias se polinizar
manualmente mediante el uso de un pequefio pincel impregnado de polen con el que se
estigma (Foto 4.0.¢). Una parte de las flores emasculadas se dejaron sin polinizar en todos
cruzamientos en ¢l afio 1992 para observar la cafda en flores virgenes (Foto 4.0.b). :
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FOTO 4.0. METODOLOGIA DE LA HIBRIDACION

FOTO 4.0.a. Emasculacién de las flores de 'Miroboldn B’ en estado D de Bagliolini con

unas pinzas.

FOTO 4.0.b. Flores de ’Cachirulo’ emasculadas en estado D y dejadas dos dias hasta

alcanzar el estado de madurez en antesis.

FOTO 4.0.c. Polinizacién por medio de un pincel de las flores emasculadas de *Cachirulo’.




Material v Métodos Cugjado final en campo,

Previamente se obtuvo el polen de todas las variedades que se utilizaron como
polinizadoras, La extraccién del polen se realizé segun ¢l método descrito en el apartado
1.2.1.1.

CUADRO 4.2.1. Dfa de la antesis en los diferentes afios en que s¢ han realizado los
cruzamientos.

=l=Cn.lzal‘l‘liento 1990 1991 1992
1 28/2 13/3 12/3
II 173 14/3 13/3
11 173 14/3 13/3
v 2/3 16/3 14/3
v 1/3 14/3 13/3
VI 1/3 14/3 13/3

vil 4/3 13/3 17/3
Vi 4/3 15/3 12/3
X 15/3 23/3 23/3
X 23/3 25/3 2573

4.2.2. Determinacién de los niveles de caida y cuajado.

En los drboles en los que se realizaron las polinizaciones, se realizé un conteo semanal
del mimero de flores y frutos por rama. En el afio 1990, debido a las bajas temperaturas, la
mayorfa de los flores se helaron. En el afio 1991 este conteo se realizé hasta el dfa en que se
llevé a cabo la puesta en culiivo de los 6vulos (apartado 3.2.1.2), dfa en que se recogieron una
media de 75 6évulos por cruzamiento para su puesta en cultivo. Se hizo el seguimiento del resto
de frutos en el drbol aunque no se expresaron como indice de cuajado final debido a la
eliminacién de una parte de los frutos. En el afio 1992 se realizé el conteo tanto de flores
polinizadas como no polinizadas, desde la floracién hasta la caida o recoleccién,

Los ensayos se realizaron los dos afios en los mismos drboles, excepto en los

cruzamientos IV y VII de los dos mirobolanes que en el afic 1991se realizaron en 4rboles mds
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Resultados Cuajado final en campo
4.3, RESULTADOS.

Matertal v Métodos C
vigjos y no sometidos a poda. La fructificacién se midi6 aproximadamente 13 semanas desp

de Ia polinizacién como representacion del cuajado final en campo.

Los conteos se realizaron con la ayuda de un contador de mano y se repitieron dos ve 4.3.1. Cuajado inicial.
en cada rama, asegurdndose que la diferencia entre los dos conteos no fuera superior all
(WILLIAMS, 1970). Cada semana se calculd el indice de cuajado como €l porcentaje

niimero de flores iniciales.

En Ia tabla 4.3.1. se presentan los porcentajes medios de cuajado en los afios 1991 y
1992, obtenidos a Ia 5% semana, en el momento que se realizé el cultivo de dvulos "in vitro™
(apartado 3.2.1.2.). En el afio 1990 no se expresan los porcentajes de cuajado ya que todos ellos
se vieron afectados por una helada. En el apéndice 1 quedan reflcjadas las temperaturas del mes
previo a la floracién y de los dos siguientes. En todos los clones la floracion en 1990 fue mds
temprana que en los dos afios posteriores, 1991 y 1992, debido a las altas temperaturas del mes
de Febrero y el posterior descenso en el mes de Marzo. La temperatura media en el mes de
Febrero fue de 11,6 siendo de 10,96 y 12,4 en los meses de Marzo y Abril, En los dias

El andlisis estadistico de los datos permitié comparar ¢l porcentaje de cuajado ini
en los dos afios 1991 y 1992 a la 5* semana, dia en que se realizé el cultivo "in vitro” de
6vulos. Se realizd un test de igualdad de los dos porcentajes mediante una ¢ de Student a m

dg significacién de p<0.05, para observar las diferencias significativas de un afio a otro

Asf mismo s¢ compar¢ la cafda hasta la quinta semana (el dfa de cultivo de 6vu16$)
los afios 1991 y 1992; y 1a cafda hasta la fructificacién en el afio 1992 de las flores polinizadas
y no polinizadas. L

siguientes a las polinizaciones las temperaturas minimas fueron inferiores a cero durante varios
dfas. '

CUADRO 4.3.1. Cuajado inicial a la 5 ® semana en los dos afios consecutivos.

Aifio 1991 Aifio 1992

Cruzamiento N° Inicial Cuajado N° Inicial Cuajado
- de flores inicial % de flores inicial %
I 662 37.46* 1070 51.00°

I 873 27.38 1480 18.00°

114 1025 21.76* 830 27.60°

IV 1005 7.96* 2154 18.10°

v 1518 14.56° 915  17.80°

VI 603 14,10 580 27.200

VII 758 4.35° 1531 0.00°

Vil 971 1.24 899 1.78

IX 1125 22,13 1128 17.10*

X 553 2471 1070 47.80°

167 168



Resultados Cuajado final

En ninguno de los cruzamientos en campo se obtuvo un cuajado superior al 50 %

52 semana de la polinizacién. Solamente en dos de los cruzamientos, el I y X se obui.'
cuzjado cercano al 50%. En la mayoria de los cruzamientos se observé una diferenc
significativa entre los cuajados obtenidos a la 5%semana; los inicos que no mos:"‘
diferencias fueron los cruzamientos V y VIII (Fig. 4.3.1.4.a y 4.3.1.2.a).

Iguaimente se observé en la mayoria de los cruzamientos un cuajado superior ¢
afio 1992 que en el afio 1991, con la excepcién del cruzamiento intraespecifico II.(Fi
4.3.1.3.a; Foto 4.1.c) y el cruzamiento intraespecifico IX (Fig. 4.3.1.5.a). En el cruzal:men
intraespecffico VII el cuajado obtenido ¢l ado 1992 fue nulo (Fig. 4.3.1.2.a). |

La dindmica de la cafda hasta la 5 semana es diferente en los diferentes cruzalmen

Asi en los cruzamientos del hibrido *Cachirulo’, se observa en ambos aiios un pico de cai
a la 3% semana de la polinizacién (Fig. 4.3.1,3.a.b y Fig. 4,3.1.3.a.b). Este pico no se obééfv
en el cruzamiento I de los dos albaricoqueros, en el que parece que la caida es més cons _
observdndose un pico de caida mas débil a la primera semana después de la polinizﬁcié‘ﬁ
(Fig.4.3.1.1.a). En los cruzamientos de los mirobolanes se observa una caida brusca a
segunda semana de la polinizaci6n, tanto en el cruzamiento intraespecifico VII (Fig.4.3.1.1.5
como en los interespecificos IV y VIII (Fig. 4.3.1.2.a.b; Foto 4.1.b), si bien ésta es
brusca en los cruzamientos VIL y VIII, en los que el mimero de frutos es pricticamente nulo
a la 5* semana de la polinizacién (Foto 4.1.a). En los cruzamientos IX y X (Fig. 4.3.1.5.3._
también se observé una cafda a la segunda semana, aunque es mds suave que en el gxupb-_de'
los mirobolanes; esta cafda es mds pronunciada en el cruzamiento intraespecifico de los d
pollizos (4.1.4.). |
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FOTO 4.1. CUAJADO INICIAL

FOTO 4.1.a. Frutos de *Miroboldn 605 x "Miroboldn B’ a la 3* semana de la polinizacién

cuando se han caido varios frutos y el cuajado ha descendido considerablemente.

FOTO 4.1.b. Frutos de 'Miroboldn B’ x "Moniqui’ a la 3? semana de la polinizacién con

frutos que siguen su desarrollo normal.

FOTO 4.1.c. Frutos hibridos de "Cachirulo’ x 'Balones’ a la 5* semana de la polinizacién.

FOTO 4.1.d. Frutos hibridos de 'Puebla de Soto’ x Montizo’ a la 32 semana de la

polinizacion.
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Figura 4.3.1.1.a: Cuajado inicial y caida hasta la 5*semana en el
cruzamiento intraespecifico I: Moniqui x Canino
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Figura 4.3.1.1.b: Cuajado inicial y caida hasta la 5*semana en ¢l

cruzamiento intraespecifico VII: Mirobolan 605 x Mirobolan B
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Cuajado final en campo

Figura 4.3.1.3.a: Cuajado inicial y caida hasta la 5% semana
en el cruzamiento intraespecifico II: Cachirulo x Balones.
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Figura 4.3.1.3.b: Cuajado inicial y caida hasta la 5*semana en

el cruzamiento interespecifico III: Cachirulo x F fomentosa
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Figura 4.3.1.5.2: Cuajado inicial y caida hasta la 5% semana en el
cruzamiento intraespecifico IX: Puebla de Soto x Montizo
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Figura 4.3.1.5.b: Cuajado inicial y caida hasta la 5% semana en
el eruzamiento interespecifico X: Reina Claudia x Montizo
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4.3.2. Cuajade final y caida de flores polinizadas y no polinizadas.

En el afio 1992 el seguimiento del cuajado se hizo hasta Ia maduracion del fwt{i._y
observé la cafda tanto en flores polinizadas como en 1o polinizadas. El cuadro 4.3.2. mues
el cuajado final en este afio, calculado a las 13 semanas después de la polinizacién. .

CUADRO 4.3.2. Cuajado final de flores virgenes (V) y polinizadas (X) a las
semanas de la polinizacién en el afio 1992. ' -

Cruzamiento  NCInicial d¢  NO°Inicial &  Cuajado Cugjado.

flores (V) flores (X) _final %(V) final %(X)
I 615 1070 0.00 7.00
T 585 1480 0.00 9.45
I 242 850 0.00 0.62
v 958 2154 0.00 10,68
v 548 975 0.00 0.00
VI 235 580 0.00 0.00
VI 118 1531 0.00 0.00
Vi 12 899 0.00 0.00
X 354 1128 0.00 0.88
X

421 1070 0.00 2.15

Como puede observarse en el cuadro 4.3.2. el mayor cuajado se obtuvo en
cruzamiento interespecifico IV (Fig. 4.3.2.2.a; Foto 4.2.b.c), mayor que en dos de los
cruzamientos intraespecificos (I, VII; Fig.4.3.2.1.a.b). De los cruzamientos con ¢l hibnd
*Cachirulo’ sélo dos produjeron un cuajado: el cruzamiento intraespecifico II (Foto 4.'.2_.":'6)
seguido por ¢l cruzamiento interespectfico III (Fig. 4.3.2.3.a.b; Foto 4.2.d). En este dlti
el porcentaje fue similar al cruzamiento intraespecifico IX (Fig. 4.3.2.5.a), en el cual
inferior al 1%, que a su vez es menor que en el cruzamiento interespecfico X que es del orde
del 2% (Fig. 4.3.2.5.b).
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FOTO 4.2. CUAJADO FINAL EN CAMPO

FOTO 4.2.a. Frutos hibridos del *Cachirulo’ x *Balones’ a la 5% semana de la polinizacign

cuando se llevé a cabo el cultivo "in vitro".

FOTO 4.2.b. Frutos hibridos de 'Miroboldn B’ x ’Moniqui’ a las 12 semanas de la

polinizacion, todavia sin madurar.

FOTO 4.2.c. Frutos hibridos de 'Miroboldn B’ x ’Moniqui’ a las 14 semanas de la

polinizacién en estado maduro.

FOTO 4.2.d. Frutos hibridos de ’Cachirulo’ x P.tomentosa a las 13 semanas de la

polinizacion.

FOTO 4.2.e. Frutos hibridos de ’Cachirulo’ x ’Balones’ a las 13 semanas de la

polinizacién.




Resultadgs Cuajado final en campo

Analizadas las curvas de cafda tanto en las flores polinizadas como en las no
polinizadas se puede observar que a la 5 semana hay una cafda considerable tanto en las
flores no polinizadas como en las polinizadas. En las flores no polinizadas esta caida es mds
constante, sin apreciarse una cafda pronunciada anterior a la 5° semana, con la excepcidn de
los cruzamientos VII (Fig.4.3.2.1.b) y VI (Fig.4.3.2.2.b). En las flores polinizadas se
observan cafdas mds pronunciadas a la 2* o 3% semana después de la polinizacién,
dependiendo de los cruzamientos.

Estos picos de cafda son claramente observables en el cruzamiento intraespecifico I
(Fig. 4.3.2.1.a.) y en los cruzamientos del hibrido *Cachirulo’ 11, HII, V y VI (Fig. 4.3.2.3.a.b
y 4.3.2.4.a.b). En los cruzamientos VII y VI esta caida drdstica se produce a la 22 semana,
(Fig. 4.3.2.1.b y 4.3.2.2.b.), teniendo lugar en ambos tipos de flores, polinizadas y no
polinizadas; en estas dltimas prdcticamente Ia presencia de frutos en el drbol es nula. No asf
en el cruzamiento interespecifico IV (Fig. 4.3.2.2.2), en el que se observan dos picos de caida
muy marcados en la 22 y 5% semana tanto en las no polinizadas como en las polinizadas. En los
cruzamientos IX y X (Fig. 4.3.2.5.a.b), se pueden apreciar también dos picos fuertes a la 32
y 7% semana, también en ambos tipos de flores, aunque es més notable en las flores
polinizadas.

En todos los cruzamientos en los que se ha obtenido cuajado, a la 13? semana de la
polinizacién éste ya se habia estabilizado, pudiéndose considerar constante a partir de la 52
semana en los cruzamientos I (Fig. 4.3.2.1.a.), 11, I (Fig. 4.3.2.3.a.b) y IV (Fig. 4.3.2.2.a.)
y desde la 7% semana en 108 cruzamientos IX y X (Fig. 4.3.2.5.a.b). En los cruzamientos V,
VI en los que el cuajado final fue cero, se observé que a partir de la 7* semana eran muy
pocos los frutos en al drbol (Fig. 4.3.2.4.2.b). En el cruzamiento VII (Fig. 4.3.2.1.b), la
reduccién es drdstica a la 2@ semana de la polinizacién al igual que en ¢l VIII (Fig. 4.3.2.2.b),
en el que esta cafda se produce a la 2° semana.
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4.4, DISCUSION.

4.4.1. Desarrollo del fruto y cuajado inicial.

£] desarrollo del fruto en Jos distintos cruzamientos en los que se ha conseguido un
cuajado ha sido el general de todas las drupdceas siguiendo un crecimiento de doble curva
sigmoide con tres fases diferenciadas, detallado para diferentes especies de este género, como
el albaricoquero (JACKSON y COOMBE; 1966), el ciruelo europeo (JEFFERIES, 1975), el
cerezo (TUKEY, 1933) y ei melocotonero (HARROLD, 1935; LILIEN-KIPNIS y LAEVEE,
1971), con la excepcidn del - almendro, en el que la tercera fase no existe (HAWKER vy
BUTTROSE, 1980). Sin embargo, en variedades de maduracién temprana de cerezo y
melocotonero, se ha sefialado una diferencia con respecto al perfodo II, que en estas variedades
es més corto (TUKEY, 1936). Estos mismos resultados se han observado para el ciruelo
europeo en variedades de maduracién temprana relacionando ademds este desarrollo del fruto
con la abscisidn, ya que en el perfodo I se observan tres fases, a,b,c y en la segunda fase b se
produce una caida de frutos mayor (JEFFERIES, 1975). Teniendo en cuenta que la maduracién
del mirobolén es muy temprana (primeros de junio), la excesiva cafda producida en las dos
primeras semanas, tanto en el cruzamiento IV (intraespecifico) como en el VII
(interespecifico), podria relacionarse con este perfodo especifico de desarrollo, ya que se
asemeja mds al cirvelo que al albaricoquero, incluso desde el punto de vista botdnico, por lo
que la diferencia.con el albaricoquero en el momento del desarrollo del fruto radica en este
periodo de desarrollo lento.

Las temperaturas durante el reposo invernal afectan al cuajado y al perfodo de
polinizacién efectivo. Genexalmemc en frutales s¢ ha indicado que la influencia de la
temperatura tiene mayor trascendencia en el momento de la antesis, cuando se procede a la
polinizacién con todos los procesos anteriormente estudiados (EATON, 1959; BINI, 1984;
FUROKAWA y BUKOVAC, 1989). También las temperaturas en ¢l momento de 1a floracién
se encuentran estrechamente relacionadas con el periodo de polinizacién y las temperaturas
elevadas durante la floracién estdn asociadas con cosechas elevadas (THOMPSOM vy LIU,
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1973). En algunas especies de hueso la elevada temperatura en floracién limita el P.P,

(TOYAMA, 1980), ya que produce un desarrollo acelerado de las flores y una degradacidn m
rdpida de los pistilos.

En el afio 1990 1o se obtuvo cuajado, debido 2 que se produjo una helada en todas 1
flores polinizadas, Este afio Ia floracién se produjo mucho antes debido a las aitas temperatﬁ}as
del mes de Febrero (11,46), superior a la temperatura media durante la floracién durante aﬁos
normales, hasta que se produjeron las heladas. En el afio 1991 se obtuvo un cuajado inic :
relativo, medido a la 5* semana, en todos los cruzamientos, excepto en el c:uzanuen
intaespecifico VIIL. En este afio durante el mes de Febrero la temperatura media fue men@r
la floracién se retrasé 15 dias con respecto al afio anterior. Un comportamiento sumlar
observé en el afio 1992, afio en el que se midié el cuajado final. -

El cuajado inicial medido a la 52 semana después de la floracidn, indica que fue may
en el afio 1992 que en 1991. El dnico cruzamiento en el que se obtuvo un cuajado cercfan'd'_
50% fue en el 1, menor del indicado para esta especie (TOYAMA, 1980). Los resultadoﬁ en
otras especies son muy variables (TOYAMA, 1980; THOMPSOM y LIU, 1973; STOSSER
ANVARI, 1983; FUROKAWAC y BUKOVAC, 1989). El cuajado inicial resulté mds alto
la mayoria de los cruzamientos en el afio 1992, en el que la temperatura media duranté;
floracién (11.01) fue menor que en el afio 1991 (12,36), pero fue mds alta durant:e::.
desarrollo del fruto en 1992 (14.47) que en 1991 (11,24). Sin embargo, los cuajados, demm'
su variabilidad, se pueden considerar normales para flores emasculadas y pohmzadas
artificialmente (LAYNE, 1983), considerando todas las limitaciones de companbmda_d
fertilidad floral que las condicionan.

Solamente en el cruzamiento intraespecifico IX de los pollizos s¢ obtuvo un cuajado
mayor en ¢l afio 1991, cuando la temperatura en floracién fue menor que en ¢l afio 1992.:
el cruzamiento interespecifico X el cuajado fue mayor en el afio 1992, cuando la temperatum
en floracién fue menor que en ¢l aifo 1991, al contrario de lo expuesto por THOMPSOM
LIU, (1973). |
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En el cruzamiento VII, no se obtuvo cuajado en el afio 1992, aunque la temperatura fue
parece estar

semejante en los dos afios y muy constante a lo largo de! tiempo. Este hecho
directamente relacionado con aspectos que atafien a la planta madre, ya que fue uno de los dos
casos en los gue el ensayo no se llevd a cabo en la misma planta. En 1992 la polinizacién se
realizé en una planta mds joven que la utilizada en el afio anterior, ya que se trataba de un
planta de un seto productor de estaquillas para propagacién vegetativa en un campo de seleccién
de plantas para patrones. Sin embargo, a este mismo tratamiento fue sometido el otro clon
utilizado en el cruzamiento interespecifico IV, el "Miroboldn B’, en el que se obtuvo cuajado
en los dos aiios. Al parecer esta juvenilidad que se trata de mantener influye de diferente forma
en los dos clones de tal manera que 1a calidad de flor en el "Miroboldn 605° es peor que en el
"Mirobol4n B’. Por ello se podria suponer que la mayoria de los Gvulos 3¢ encontraban ya
degenerados en ¢l momento de la fecundacién, reduciendo al minimo las posibilidades de ser
fecundados (STOSSER y ANVARI, 1983). Esta técnica de cultivo influye directamente en la
calidad de Ia flor de este clon lo que hace que su influencia en el cuajado sea evidente
(WfLLIAMS y WILLSON, 1970). Por ello no se puede afirmar que el cruzamiento entre los
dos mirobolanes sea incompatible o compatibie, sino que la diferencia de comportamiento s¢

debe a la influencia de la planta madre.

4.4.2. Cafda en los diferentes cruzamientos.

Los cruzamientos en los que se ha podido establecer un cuajado final son los
intraespecfficos I y IX y los interespecificos II, TV y X. En el cruzamiento intraespecffico
IIT del hibrido *Cachirulo’ x P.tomentosa, se obtuvo un cuajado muy bajo, inferior al 1%, que
sin embargo es muy similar al del cruzamiento intraespecifico IX, de los dos clones de pollizo
(P.insititia) que es inferior también al interespecifico X.

Generalmente la primera caida se realiza a las dos semanas y media después de 1a
polinizacién, la segunda alcanza el médximo una semana mds tarde y la tercera ocurre tres
semanas después de la segunda (BRADBURY, 1929). Aunque ésta es la tendencia general, se
presentan variaciones segin los cruzamientos. La primera cafda es debida a los pistilos en los
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que el 6vulo ha cesado su crecimiento como ha sido observado en varias especies de Pmrzus
como cerezo (BRADBURY, 1929), ciruelo europeo (DORSEY, 1919b) y melocotone
(HARROLD, 1935), pero también de évulos fecundados, en oposicién a lo afirmado. po
DORSEY (1919b) de que sélo caen pistilos. '

Esta caida s¢ produce semana y media después de la floracién en los cmzanﬁentd#
albaricoquero, en los cruzamientos del hibrido *Cachirulo’, tanto en el intraespecifico cor
en los interespecificos, y también de forma muy similar en los cruzamientos IX y X del
ciruclos hexaploides. La segunda caida tiene lugar durante la fase de endospermo libre nucle
y primeros estados de desarrollo del embridn. Segun HARROLD (1935) y KESTER y GRIGG
(1959) 1a primera y segunda cafdas se deben a una falta de polinizacion, perg mientras ello
ha confirmado en cirvelo europeo (DORSEY, 1919a), en cerezo también caen flores con évul
fecundados (BRADBURY, 1929). Este fenémeno es el que ocurrirfa alrededor de la 5% semana
en el albaricoquero y en los cruzamientos del hibrido II, III, V y VI. En los cuuei
hexaploides, cruzamientos IX y X, esta caida se produce alrededor de la tercera semana, lo_-que.
indicaria que la fecundacién se producirfa antes en estos ciruelos que en los otros dos clqii&j
si sc tratara de Gvulos no fecundados (DORSEY, 1919b). La tercera caida es de embriones sin
diferenciar que han cesado su crecimiento y que poseen los tegumentos negros y la calaza
obscura (HARROLD, 1935), aunque este pardeamiento también se ha observado en los évulos
de la segunda caida en ciruelo (DORSEY, 19192). Esta tercera caida no se observa claramente
en los cruzamientos del hibrido *Cachirulo’ ni tampoco en el albaricoquero, ya que no es '
pronunciada como las otras dos, y se encontraria dentro de la linea establecida a partir de'
72 semana, que seria la caida debido a competencia de nutrientes, por lo que se tratan‘a de
flores polinizadas (STEPHENSON, 1981).

En los cruzamientos de los mirobolanes las cafdas m4s pronunciadas s producen a Ia
primera semana y se deberfan a los pistilos mal formados tanto en los cruzamientos
interespecfficos IV y VIII, como en el cruzamiento intraespecifico VII, por lo que no tienen
relacién con el proceso de la polinizacién como afirman varios autores (DORSEY, 1919a;
BRADBURY, 1929; EATON y JAMONT, 1964). La segunda caida s¢ produce una seman'a
mds tarde que s¢ deberfa también a una falta de fecundacién (KESTER y GRIGGS, 1959) ©
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probablemente, en este caso, a un porcentaje de Gvulos mal formados debido a las
caracteristicas especfficas de las plantas utilizadas en el ensayo. Esta caida es total en los
cruzamientos VII y VIII, en los que no se obtuvo cuajado este mismo afio 1992. La segunda
caida en el cruzamiento IV se deberfa en parte a ¢vulos fecundados, pues la fecundacion ya
se ha producido la segunda semana y serfan embriones sin diferenciar, debidos a algin fallo
en Ia fecundacién (HARROLD,1935). La tercera caida de precosecha se observa claramente
en el cruzamiento IV, alrededor de la 92 semana, por aborto del embrion, como en algin caso
anterior (HARROLD, 1935) o por la competencia de nutrientes en un momento Cercano a fa

maduracién (RALLO y FERNANDEZ- ESCOBAR, 1935).

La cafda se produce de forma similar en flores polinizadas y no polinizadas hasta la 52
semana en los cruzamientos I, T, TII, V y VI, cuando se produce la segunda caida, excepto en
los cruzamientos VII y VIII de miroboldn y los V y VI del hibrido 'Cachirulo’, ya que estos
dos dltimos se pueden considerar incompatibles como el cruzamiento VIIL
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VI. DISCUSION GENERAL

VI. 1. Crecimiento de los tubos polinicos incompatibilidad en el estilo.

En todos los cruzamientos estudiados s¢ ba seguido el proceso desde la germinacién del
grano de polen en la superficie estigmatica hasta la llegada de los tubos polinicos a la base del

estilo asf como su crecimiento a través del pistilo.

Este estudio se ha llevado a cabo a dos temperaturas diferentes, 12 y 22°C. 1a
temperatura inferior s comparable a la temperatura a la que han cregido los tubos polinicos
en el campo, que ha sido de una media de 12,36 en €l afio 1991y de 11,01 en 1992 en el mes
de marzo, mes a lo largo del cual se han realizado los cruzamientos. La temperatura mayor se
ha utilizado para favorecer ¢l estudio, ya que las temperaturas elevadas aceleran el crecimiento
de los tubos polinicos compatibles y refuerzan los mecanismos de incompatibilidad. La
velocidad media de los tubos polinicos (CUADRO 1.3.2.3.4.) 2 las dos temperaturas ha sido
mayor en los cruzamientos compatiblies. Estos son los cruzamientos intraespecificos VIL, Iy
Iy los interespecfficos IV y X, sin que se pueda afirmar que esta velocidad sea mayor en los
cruzamientos intraespecificos que en los cruzamientos interespecificos. Una velocidad mayor
se observa en los cruzamientos intraespecificos de P. armeniaca y P.cerasifera en los que el
polen crece en el pistilo de la misma especie que cuando lo hace en el pistilo de otra especie
(CUADRO 1.3.2.1.3.). Pero estas diferencias son solamente apreciables en las primeras horas
después de la germinacién, lo que indica que la diferencia serfa debida mds bien a un ret1aso
en la emisién del tubo polinico en el estigma de la otra especie, como se ha propuesto en los
cruzamientos con polen autpincompatible para otras especies de Prunus (PIMIENTA et al.,
1982; SOCIAS i COMPANY Y FELIPE, 1989).

Solamente en el caso del cruzamiento intraespecifico IX se ha observado una velocidad

menor que en el cruzamiento interespectfico X, en el que tanto la velocidad de los tubos

polfnicos a las primeras horas de la germinacién como la velocidad media total s mayor.
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El género Prunus posee una autoincompatibilidad de tipo gametofitico (CRANE
LAWRENCE, 1929; LEWIS y CROWE, 1958), que se manifiesia por la parada de los tubo
polinicos en el estilo. Para otras familias, como las Solanaceas que también poseen un smtema
de autoincompatibilidad gametofftica, DE NETTANCOURT (1977) ha propuesto que
incompatibilidad interespectfica estarfa regulada del mismo modo, es decir, por el alelo .':S
la autoincompatibilidad. En los cruzamientos estudiados no hay ninguna evidencia de que
tubos polinicos hayan detenido su crecimiento en el estilo, ya que al menos un tubo polini
ha alcanzado la base del estilo en todos los casos, por lo que no se puede decir que
incompatibilidad se manifieste a nivel del estilo, pudiéndose considerar todos los cruzamien
compatibles desde el punto de vista del crecimiento de los tubos polinicos. Se ha observado
general una parada en el primer tercio del estilo, donde se produce un csibado de los tubo
polinicos en la zona de interferencia (BHATTACHAJYA y LINSKENS, 1954) y dondé_:'
concentracién de las protefnas responsables de la reaccién de autoincompatibilidad es may

que en el ovario (ANDERSON ef al., 1989). Sin embargo, 1a parada a este nivel ocurre:po
igual tanto en los cruzamientos intra como en los interespecificos, como se ha descrito"-'
cruzamientos compatibles intraespecificos (HERRERO, 1992b). |

El efecto de la temperatura en el crecimiento de los tubos polinicos ya fue sefialado por
LEWIS, (LEWIS, 1949a) quien indic6 que la velocidad es mayor a altas temperaturas, al mism
tiempo que sefialé un efecto negativo para los tubos incompatibles en cruzamiento
interespecificos, por lo que detendrian su crecimiento antes a mayor temperatura. En todos
los cruzamientos interespecificos estudiados, se ha observado que la velocidad es mayor a .:
C que a 12° C, incluso en los cruzamientos interespecificos que han resultado incompatihi’é
quizds porque la temperatwra superior no ha sido suficientemente alta para acentuar
reacciones de incompatibilidad interespecifica. Este efecto positivo de la temperatura ei1:__
crecimiento de los tubos polinicos ha sido observado en este género en pohmmcwn
(SOCIAS i COMPANY ef ai., 1976). Otros autores atribuyen la maye
velocidad del crecimiento de los tubos polinicos en cruzamientos interespecificos, a un efecto
inherente del polen mds que a un efecto directo de Ia temperatura (PEREZ y MOORE, 1985

intraespecificas
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VI 2. Incompatibilidad en el ovario. Estudio del évulo.

En el cruzamiento interespectfico VII se ha observado que los tubos poli’nicos se
detienen en el ovario después de haber alcanzado el canal micropilar. En este caso no se ha
observado que haya tenido lugar la fecundacidn, lo que hace pensar que el crecimiento ha
quedado detenido a nivel de la epidermis que rodea los 6vulos. Esta parada en el ovario se ha
ohservado en cruzamientos interespecificos de otras especies (WILLIAMS ez al., 1982; ELLIS
et al., 1991; SAMIMY, 1991).

Se debe tener en cuenta que a este nivel se han localizado algunos de los productos del
locus S responsables de la autoincompatibilidad, como son las glicoprotefnas con funcién
RNAasa en la epidermis de la placenta que rodea al $vulo (HARING er al., 1990; THOPMSON
y KIRCH, 1992). Sin embargo, esta protefna no se ha detectado como producto génico del
locus S en el polen (THOPMSON y KIRCH, 1992) por lo que la reaccién de especificidad no
esta clara. Si los tubos se han detenido en el ovario podria pensarse que se ha manifestado Ia
incompatibilidad de igual forma que se produciria en el caso de los tubos polinicos
autoincompatibles. Serfan necesazios estudios moleculares en ambos tejidos, tanto del polen
como del tejido maternal y comprobar si estas sustancias de autoincompatibilidad son similares
en las especies de un género y se ponen de manifiesto cuando el polen de unzi germina y crece
en el pistilo de otra diferente. De esta forma podrfa afirmarse la teorfa propuesta por DE
NETTANCOURT (1977) de que la incompatibilidad interespecifica estd regulada de igual
forma que la autoincompatibilidad.

En los demds cruzamientos analizados el proceso de fecundacién ocurre de forma
similar en los cruzamientos intraespectficos I (de los dos albaricoqueros) y VII (de los dos
mirobolanes) y el cruzamietno interespecifico IV (Miroboldn x Albaricoquero), considerados
compatibles puesto que se ha obtenido un cuajado importante en los tres. Se puede aftrmar que
en el cruzamiento interespecifico VIII, las barreras para la hibridacién se establecen a nivel
prezigdtico. No se ha observado ninguna diferencia apreciable en el desarrolllo inicial del
embridn en el cruzamiento interespectfico IV respecto a los dos cruzamientos intraespecificos
1y VIL
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En los cruzamientos interespecificos con €l hibrido ’Cachirulo’ V (con rmrobolan)
VI (con un hibrido de mirobolin) no hubo evidencia de fecundacién a 1a quinta semana ya q
no se encontraron nicleos de endospermo, por lo que parece que la incompatibilidad tamb
se producirfa a nivel del ovario, quizds en el tejido transmisor que se prolonga hasta{_f'l
interior, Por ello las barreras dc incompatibilidad se establecerfan a nivel prezigdtico como

el cruzamiento VIII.

En los otros dos cruzamientos con *Cachirulo’ el II (con el otro clon hibrido) y._j_e__l_j
interespectfico Il (con P.tomentosa) se observaron embrién y endospermo a la 52 semana
después de 1a polinizacion. Se observé una diferencia en ¢l porcentaje de fecundacién a e‘SI__;a_;
semana, lo cual puede ser atribuible al estado de los 6vulos en el momento de Ia fecundacié, .
El perfodo receptivo deberia ser igual en los cuatro cruzamientos, por 1o que su variabilic
estarfa més bien condicionada por la Hlegada de los tubos polinicos al ovario, fenomeno que
mantendria al Gvulo en mejor estado (PIMIENTA y POLITO, 1983). En el cruzamiento
interespecifico I ia velocidad de los tubos polinicos es menor y la llegada se produce mﬁs
tarde que en el cruzamiento II, 1o que explicaria €l mayor porcentaje de dvulos dcgeneradoS-'
y en mal estado que no llegan a ser fecundados en el primer caso como proponen STOSSER y
ANVARI (1982). Otros autores atribuyen la diferencia en el cuajado en diferentes especies de
Prunus solamente a efectos de la receptividad del évulo y no a un efecto directo de la
temperatura en el crecimiento de los tubos polinicos, al comparar variedades androestériles con
fértiles (MARTINEZ-TELLEZ y CROSSA-RAYNAUD, 1982), pero no seria el caso de estéSf
cruzamientos ya que *Cachirulo’ es un hibrido fertil. R

Sin embargo, en los cruzamientos con los mirobolanes, el porcentaje de cuajado inicial
de fecundacion en el momento en que se realizé el cultivo "in vitro” (5 semana después dé
la polinizacién), es menor en el cruzamiento interespectfico IV que en el cruzamiento
intraespecifico VII. Ello no se explicarfa por una falta de receptividad del évulo, ya que e
mayor esta degeneracidn en el "Miroboldn 605’ (cruzamiento VII) que en el *Miroboldn B’
(cruzamiento IV). En este caso a pesar de producirse la fecundacién, parece tener lugar"é.f_
aborto del embrién hibrido, como es tipico de muchos cruzamientos interespecfﬁ@__
(WILLIAMS et al., 1987; ABBO y LADIZINSKY, 1991; AHMAD y SLINKARD, 1991). LaS
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causas del aborto del embrién son multiples, ya sea por una falta de homologia de los genomas
hibridos o por una diferencia en la tasa de crecimiento del embridn de cada una de las especies
implicadas en el cruzamiento.

Estas diferencias de fecundacién podrfan apuntar a que el mecanismo de la
incompatibilidad interespecifica s¢ explicarfa mejor por medio de un concepto mds amplio
como el propuesto por HOGENBOON (1973, 1975) de incongruencia en la que la falta de
informacién genética en cada uno de los procesos reproductivos desde el crecimiento de los
tubos polfnicos en ¢l estilo hasta la fecundacién es la responsable de esta incongruencia entre
especies distintas, debido a una no co-evolucién de las mismas (HOGENBOON, 1983). Por ello
puede decitse que las barreras que mantienen el aislamiento reproductivo en las especies del
género Prunus, pueden separarse perfectamente en prezigdticas y postzigdticas como
propusieron PEREZ y MOORE (1985).

VL. 3. Cultivo "in vitro".

El uso del cultivo de évulos "in vitro" no ha sido efectivo para aumentar el porcentaje
de embriones hibridos recuperables en ninguno de los cruzamientos mds que en el caso del
cruzamiento intracspecffico VII, entre los dos mirobolanes. En el cruzamiento interespecifico
IV, con el otro clon de miroboldn, el desarrollo del embridn no fue suficiente para poder ser
cultivado independientemente, lo que sugiere que se puede deber por una parte al aborto del
embrion hibrido del cruzamiento interespecifico, pero también a una respuesta diferente del
medio, puesto que se trata de cultivares diferentes, que podrian tener requisitos diferentes en
cuanto a las condiciones de cultivo de los dvulos (RAMMING, 1985), a pesar de que el
desarrollo del embrién en el momento del cultivo es similar en ambos cruzamientos. En otros
casos la diferencia de desarrollo de los parentales frente al embrién hibrido ha dado lugar al
aborto de este 1iltimo (ABBO y LADIZINSKY, 1991), explicdndose por una falta de homologia
de los cromosomas. En este caso parece mds bien atribuible a Ia especificidad del medio y a 1a

interaccién del cultivar, dada la variabilidad también observada en la formacién de callo como

respuesta al medio.
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El cultivo "in vitro” de 6vulos ha sido efectivo en unos pocos casos, en particu
gramfneas (WILLIAMS y DE LAUTOQUR, 1980). Los mejores 1esultados se han obtenido
medio del cultivo del embrién aislado (SHII ef al., 1982) o zigoto aislado (MOL et al., 1 Of
El momento mds comin de aborto del embrién corresponde a su estado globular, fendm
que se ha observado en muchas especies y que casi siempre es atribuible a una falta
desarrollo del endospermo, ya que deja de nutrir al embrién y se produce el aborto (WHITB
y WILLIAMS, 1976; WILLIAMS y WHITE, 1976). Por ello en todos los cruzanﬁenf&
mantuvo el tejido materno como sugieren muchos autores (WILLIAMS y DE LATOUR; 1930’
Sin embargo, el cultivo "in vitro® de los évulos en estas condiciones ha fallado en muchas'&tras
especies a pesar de que se encuentra tejido materno, por lo que también se ha at:ibuido'-_a
desarreglo en la nutricién y a un mal funcionamiento de los tejidos maternaies (GRITTON:
WIERZBICKA, 1975; RAMSAY y PICKERSGILL, 1986; BINO ef al., 1989). Las mayores
modificaciones en tejidos cultivados "in vitro™ se han descrito para el tejido materno,.lo-'. qﬁ
atribuye una importancia mayor a éste que al tejido diploide del suspensor o el cmbridn‘-,-'jﬁ'-.'
papel que desempefian en la nutricién (BRUUN, 1991a, 1991b). Este tipo de modiﬂcacidﬁé
se han obtenido en la mayoria de los cruzamientos donde se ha observado la respuesta al medl
con la formacién de callo . i

La teorfa del nimero de balance del endospermo ha servido para explicar el fallo :
cruzamientos interespecificos, debido a que se produce una falta de correspondencia en '.
mimero cromosémico del endospermo, lo que da lugar a un desarreglo funcional de éste
posteriormente del embrién (JOHNSTON ¢f al., 1980). En los cruzamientos inbetespécfﬁ-"c:bs:‘:.
estudiados todos los cruzamientos tenfan el mismo nivel de ploidfa, por lo que si €l hibrido:
interespecffico utilizado en el cruzamiento IIT como planta polinizada se comportara oomo.{_ﬁ
diploide, esta teorfa no explicarfa el aborto que parece producirse en este cruzamiento. Qulﬁs
la teorfa posterior formulada por NISHIYAMA er al. (1991) explicarfa de forma mds ampli
el aborto del embrién asf como del endospermo; esta teorfa asigna un valor especifico a un:
indice de activacién de los niicleos polares, que dan lugar al endospermo, y otro al de la déluia :
huevo, que da lugar al embrién, y asi cada especie tendria un valor especifico del indice de.
activacién. Fn el cruzamiento TII, el desarreglo en uno de los dos procesos de la doble
fecundacién podsfa ser la causa de la baja fecundacidn. En otros géneros se ha sefialado un’
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aislamiento reproductivo intersubgenérico (ELLIS et al., 1991), pero en el caso de P.tomentosa,

perteneciente al género Cerasus, y el hibrido *Cachirulo’ del subgénero Amygdalus, no se
puede afirmar que exista este aislamiento.

YI. 4. Curvas de caida.

Al analizar las curvas de caida de flores y frutos se pueden relacionar Ias curvas de las
flores no polinizadas y las polinizadas para explicar el nimero de frutos obtenidos hasta el
momento en que se lievé a cabo el cuitivo "in vitro”. Seguramente la cafda seria de flores sin
polinizar, lo que se corresponde con la segunda cafda observada en las diferentes especies de
Prunus (DORSEY, 1919b; BRADBURY, 1929; HARROLD, 1935).

En el cruzamiento VIII no se obtuvo una cantidad suficiente de frutos porque no se
produce la fecundacién y 1a caida mayor tiene lugar a la segunda semana, mucho antes de la
puesta en cultivo "in vitro". También en el cruzamiento VI a Ia 2* semana se produce & pico
de cafda mds acentuado y la falta de cuajado en el afio 1992 apunta mds a una mala calidad
de las flores que a otros factores limitantes del cuajado. Los frutos recogidos en los
cruzamientos V y VI para el cultivo "in vitro” contenian $vulos sin febunda.r, como s¢
determiné con Ia técnica del aclareo de Gvulos. Por ello las curvas de cafda de mayor
incidencia son las de la 22 caida, debida fundamentaimente a évulos no fecundados, como se
ha observado en diferentes especies de Prunus, como melocotonero y almendm. (HARROLD,
1935; KESTER y GRIGGS, 1959). Estos cruzamientos se han realizado con ’Cachirulo’, un
hibrido de aimendro x melocotonero, con caracteres similares a los dos, lo que podria explicar
esta baja fecundacion inicial obseﬁada en el momento de la puesta en cultivo "in vitro®, ya que
se trata siempre de évulos no fecundados. Se puede asegurar que en estos dos cruzamientos

actiian barreras prezigéticas de incompatibilidad.

En el cruzamiento I, el bajo porcentaje obtenido puede atribuirse a un mayor aborto
del embrién hibrido, asf como a la falta de fecundacidn. Esta falta de fecundacién seria

debida a que el polen de P.tomentosa, ha sido el que m4s ha tardado en alcanzar el ovario y
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sido el ITI, pero las causas no se han podido determinar, aunque el estado de Ia planta po

puede ser muy influyente en la fecundacidn.

CONCLUSIONES
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Conclusignes
VII. CONCLUSIONES

VIL1. El crecimiento del tubo polinico ha mostrado la compatibilidad de la
polinizacién en todos los cruzamientos. En los casos de incompatibilidad interespecifica esta
no parece deberse a efectos del locus S sino probablemente a la incongruencia entre especies
distintas. La mayor afinidad entre polen y pistilo solamente s¢ manifiesta en una mayor
velocidad de germinacidn y de crecimiento inicial de tubos polinicos, igualdndose
posteriormente la velocidad en los diferentes tipos de cruzamientos.

VII.2. E! aumento de la temperatura ha producido un aumento €n 1a velocidad de los
tubos polinicos.

VIL.3. La llegada de los tubos polinicos al ovario no ha supuesto la fecundacion de
jos Gvulos en los cruzamientos interespecificos incompatibles, lo que indica que la
manifestacién de la incompatibilidad interespectfica ¢s en el ovario.

VIL4. Bl nivel de fecundacién depende del estado de la planta madre y especialmente
del porcentaje de 6vulos bien desarrollados. Ello obliga a una eleccién cuidadosa de las
plantas y a unas técnicas de cultivo adecuadas que aseguren una alta viabilidad de los évulos
con el fin de que los cuajados, especialmente en los cruzamientos més dificiles, resulten en
un nivel aceptable de frutos y por ende de semillas en el proceso de seleccidn de patrones.

VIL5. En los cruzamientos compatibles, tanto intraespecificos como interespecificos,
el desarrollo del évulo y del embrion sigue el patrén de desarrollo de la planta polinizada,
independientemente del polen utilizado.

VIL6. El cultivo de 6vulos en los cruzamientos estudiados s6lo ha servido para
aumentar parcialmente el mimero de embriones hibridos obtenidos. Eilo puede ser debido
a que se ha utilizado para todos ellos los mismos medios de cultivo, mientras que se ha
observado que cada uno puede presentar unos requisitos mds especificos en cuanto al medio
de cultivo de évulos.
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correspondido con 1a segunda caida, indicada para todos los frutales de hueso, que es

a flores no fecundadas.

VILO. En los cruzamientos V, VI y VI las barreras de incompatibilidad

producirse a nivel prezigético.

VII. 10. Solamente en el cruzamiento interespecifico Il se observa que la barrer:

mayor que los intraespecificos como se indica en el cruzamientos [X, intraespectfico.

interespecifico.
VIL 13. La diferencia de comportamiento del pollizo "Puebla de Soto 101" en relac

con el "Reina Claudfa’ puede reforzar Ia hipdtesis de considerar a los pollizos como. un:
especie P. insititia, independiente de P. domestica y no como una subespecie de ésta..
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Temperaturas ANO 1990

Fecha Tmax Tmin Tmed

1-02
2-02
3-02
4-02
5-02
6-02
702
8-02
9-02
10-02
11-02
12-02
13-02
14-02
15-02
16-02
17-02
18-02
19-02
2002
21-02
22-02
2302
2402
2502
26-02
2702

12.8
16.5
17.0
16.2
14.2
16.5
17.2
19.5
19.0
17.3
14.5
17.5

1.5
2.0
1.0
0.0
0.0
6.5
3.5
2.5
9.5
9.0
8.5
9.5

18.7 14.0

19.2
18.6
20.0
18.5
15.2
20.0
16.7
15.0
19.0
21.0
23.0
21.0
18.2
21.5

6.5
7.0
7.0
2.0
3.0
4.5
4.0
8.5
4.0
3.0
3.0
4.0
2.0
5.0

28-02 20.7 5.0

7.2
9.3
9.0
8.1
7.1
11.5
10.4
11.0
14.3
13.3
11.5
13.5
16.4
12.9
12.8
13.5
10.3
9.1
12.3
10.4
11.8
11.5
12.0
13.0
12.5
10.1
13.3
12.9

Fecha Tmax Tmin Tmed

1-03
2-03
3-03
4-03
5-03
6-03
7-03
8-03
9-03
10-03
11-03
1203
13-03
14-03
15-03
16-03
17-03
18-03
19-03
20-03
21-03
2203
23-03
24-03
2503
26-03
27-03
28-03
29-03

30-03 17.0

31-03

8.0

8.0

13.0

13.0 7.0 10.0

11.5
13.0
13.5
17.0
18.4
13.0
19.0
22.0
21.5
21.0
22.7
21.0
20.0
22.0
22.5
19.5
20.0
22.4
27.0
28.0
19.0
15.0
16.5
13.2
13.5
15.0
15.5

-5.0
-4.0
-3.5
-2.5
-3.0
5.5
3.0
0.5
2.5
9.5
3.5
8.0
1.5
3.5
3.0
4.0
3.0
4.0
5.0
6.5
13.0
11.0
9.0
5.0
3.3
5.5
5.0

3.3

4.5

5.0

7.3

7.7

9.3
11.0
10.8
12.0
15.3
14.1
14.5
10.8
12.8
12.8
11.8
11.5
13.2
16.0
7.31
16.0
13.0
12.8

9.1

8.5
10.3
10.3

-1.5 7.8
16.0 2.0 9.0
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ha Tmax Tmin Tm

1-04
2-04
3-04
4-04
5-04
6-04
7-04

- 804

9-04
10-04
11-04
12-04
13-04
14-04
15-04
16-04
17-04
18-04
19-04
20-04
21-04.
22-04
23-04
24-04
25-04
2604
2704
28-04
29-04
30-04

14.6
18.2

11.0
10.0

12.8
14.1

157 9.5 12,6

15.5

1.0

8.3

18.0 9.0 13.5
18.0 10.0 14.0

17.5
15.5
13.2
13.5
19.2
20.5
18.5
16.0
18.0
16.2
17.0
16.5
18.5
14.0
14.5
17.0
16.5
18.0
18.6
20.5
24.0
26.0
25.0

9.0
2.0
6.5
6.5
8.5
12.0
6.0
7.5
8.0
8.5
7.0
6.0
12.2
5.5
2.0
2.0
5.0
7.0
4.5
3.0
4.5
5.0
7.0

13.3
8.8
9.9

10.0

13.9
16.3

12.3

11.8

13.0

12.4

12.0

11.3
15.4
9.8
8.3
9.5

10.8

12.5

11.6

11.8

i4.3

15.5

16.0
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Temperaturas ANO1991 Temperaturas ANO1992

Fecha Tmax Tmin Tmed Fecha Tmax Tmin Tmed Fecha Tmax Tmin Tmed Fecha Tmax_Tmin Tmed Fecha Tmax Tmin T Fecha Tmax Tmin Tmed
1-02 60 35 1.3 1-03 12,0 38 79 1-04 185 1.5 10.0 1-02 12.0 4.0 4.0 1-03 15.0 3.0 9.0 1-04 145 2.0 8.3
2402 7.0 40 5.5 2-03 16.0 6.0 11.0 204 21.0 0.5 10.8 2-02 12.0 4.0 4.0 2-0314.0 6.5 10.3 2-04 19.0 7.0 13.0
3-02 115 3.0 7.3 303 164 6.0 11.2 3-04 140 1.5 78 302 10.0 6.0 2.0 303158 4.0 99 3-04 19.5 7.5 13.5
4-02 12.2 1.4 6.8 403 12.5 5.0 8.8 4-04 155 20 88 4-02 17.0 3.5 6.8 403140 5.0 9.5 4-04 140 50 95
502 105 35 7.0 503 145 11.0 12.8 5-04 130 25 78 5-02 15.0 5.0 10.0 5-03 16.0 8.0 12,0 504 13.5 9.0 11.3
602 125 0.7 6.6 6-03 15.0 11.5 13.3 604 160 6.0 11.0 6-02 15.0 2.5 6.3 6-03 17.5 10.0 13.8 6-04 16.5 5.0 10.8
702 125 435 8.5 7-03 15.5 105 13.0 7-04 19.5 6.0 12.8 7-02 14.0 2.0 6.0 70322.0 11.0 16.5 7-04 16.5 9.0 12.8
802 11.5 45 8.0 803 150 4.0 95 804 193 8.0 137 802 13.5 30 83 803 18.5 2.0 10.3 804 13.3 7.0 102
9-02 145 10 78 9-03 17.0 8.0 12.5 9-04 230 4.0 13.5 902 13.0 4.0 8.5 9-03 16.0 5.5 10.8 9-04 19.5 7.0 13.3

1002 93 50 72
11-02 9.0 -1.0 4.0
12-02 9.2 20 5.6
13-02 9.0 -39 26
1402 6.7 3.7 5.2
15-02 10.5 -4.0 3.3
16-02 12,5 20 7.3
1702 95 6.0 7.8
1802 9.0 1.0 50
19-02 145 6.0 10.3
20-02 155 1.8 87
21-02 160 -1.5 7.3
22-02 150 6.0 105
2302 180 2.0 10.0
2402 190 2.0 105

1003 19.7 6.0 12.9
11-03 21.0 55 13.3
12-03 205 5.3 129
13-03 155 85 12.0
1403 195 7.0 13.3
1503 200 9.5 14.8
16-03 22.0 7.0 145
17-03 17.0 8.0 125
18-03 18.6 6.0 12.0
19-03 22,5 11.0 16.8
2003 24.0 10.5 17.3
2103 23.0 10.5 16.8
2203 16.0 6.0 11.0
2303 125 75 10,0
24-03 11.5 6.0 838

1004 23.0 5.0 14.0
11-04 245 5.0 14.8
12-04 23.0 6.5 14.8
1304 15.0 7.0 11.0
1404 13.0 7.0 10.0
15-04 13,5 7.0 10.3
1604 13.0 10.0 11.5
1704 18.0 11.5 14.8
18-04 13.0 5.5 9.3
19-04 140 4.5 9.3
2004 140 50 95
2104 135 0.0 6.8
2204 14.0 0.5 8.3
23-04 17.0 3.0 100
2404 20.0 10 105
25-04 15.0 8.0 115

10-02 155 1.5 8.5
11-02 16.5 1.0 8.8
12-0220.5 1.0 10.8
13-02 13.7 6.0 9.9
1402 15.5 3.0 93
15-02 17.0 4.0 10.5
16-02 16.5 2.5 9.5
17-02 14.0 45 9.3
1802 12.2 -1.5 34
19-02 11.0 2.0 4.5
20-02 105 2.0 6.3
21-02 11.5 -2.0 4.8
22-02 11.5 5.0 3.3
23-02 140 3.0 5.5
2402 9.7 30 3.4

10-03 17.5 0.5 9.0
11-03 160 7.0 11.5
12-03 15.7 2.0 8.9
13-03 16,0 5.0 10.5
1403 17.5 5.0 11.3
1503 18.7 11.0 14.9
1603 22.0 9.5 15.8
17-0322.0 2.0 12.0
1803 18.5 3.7 111
1903 21.0 5.0 13.0
20403 24.0 3.5 13.8
2103 20.0 5.0 12.5
2203 22.5 9.0 15.8
23-03 20.0 10.5 15.3
2403 11.0 4.5 7.8

10-04 18.5 8.5 13.5
11-04 22,0 2.0 12.0
12-04 20.5 4.0 12.3
13-04 205 9.5 15.0
14-04 24.5 2.0 13.3
15-04 17.5 12.5 15.0
16-04 13.0 6.0 95
17-04 15.0 5.0 10.0
18-04 18.5 9.0 138
19-04 24.0 10.0 17.0
2004 27.0 3.0 15.0
2104 27.0 6.0 16.5
2204 20.0 80 185
23-04 29.0 15.0 22.0
24-04 30.0 9.0 195

25-02 15.0 2.0 85 25-03 135 7.5 10.5 : 2502 13.0 45 388 25-03 125 335 8.0 25-04 30.0 10.0 20.0
2602 16.2 2.3 9.3 2603 13.0 85 10.8 26-04 13.0 60 95 2602 15.0 5.0 10.0 2603 11.5 3.0 7.3 26-04 30.5 12.0 21.3
27402 152 4.0 9.6 2703 165 7.0 11.8 27-04 18.0 4.0 11.0 - 2702 16.0 -0.5 7.8 2703 10.0 3.0 6.5 27-04 29.0 11.0 20.0
2802 80 2.0 5.0 28-03 190 6.0 125 2804 180 7.0 125 - 28-02 17.0 0.0 8.5 28-0313.0 5.0 9.0 2804 29.5 12,5 21.0
2903 200 1.0 16.0 2904 215 55 135 29-02 17.0 0.0 85 2903160 2.0 9.0 29-04 16.0 9.0 125
30-03 15.0 10.0 12.5 30-04 255 11.0 183 | 30-0316.0 30 935 30-04 18.0 9.5 138
31-03 165 4.0 103 - 3103125 15 7.0
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