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han estudiado patrones fiutal

mparados con patrones obtenidos en otros centros de nvestigacion. En total se han

a diferentes especies: P. am ig@(]&@ persica, P
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persica x P. davidiana, P. cerasifera, P. domestica y P. insititia, ademas de otros hibridos

3

inke crespec ificos. Los paf‘mnes S€ agruparon inicialmente en tres Zrupos, de acuerdo con la

clasificacién morfolégica (hibridos almendro x melocotonero, ciruelos de crecimiento rapido

y cirnelos de

2 pairones de cada uno de

ung selecc de cebadores.

0, se eligieron 7 ce

evalua idad penética e

cebadores, se procedié a completar el estudic de los patrones dentro de cada uno de Jos

grupos. De este modo, en el grupo de los hibridos almendro x melocotonero, aparecieron dos
grupos claramente separados, por una parte los P. amygdalo-persica y por otra los P. persica
x P. davidiana. En el grupo de los ciruelos de crecimiento rapido los Mirobolanes (P.
ceragifera) aparecian diferenciados de los Mariana (P. cerasifera x P. munsoniana). En el
grupo de los ciruelos de crecimiento lento, los patrones P. domestica y P. insititia, no forman

agrupaciones diferentes, posiblemente debido a que ambas especies se han cruzado

frecuentemente de forma natural o en programas de mejora.
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Introduccion

1. INTRODUCCION,

La Fruticultura es una de las especialidades agricolas de mayor intensificacion y de
mas alta rentabilidad econdémica. El desarrollc de nuevos patrones frutales que permi
obtener una gama mas amplia de adaptacion a diversas condiciones de cultivo, un control del
desarrollo del arbol v mayor eficiencia en las caracteristicas productivas de las variedades
injertadas, sigue siendo una de las 4reas prioritarias de la investigacién en fruticultura.

La investigacién internacional estd, por ello, buscando la obtencion de nuevos
patrones gue retnan diferentes caracteres positivos en un unico genotipo (Cummins y
Aldwinckle, 1983; Fideghelli, 1988; Loreti, 1976 y 1988). En realidad, mas que la busqueda
de un “patrén ideal”, es decir, adaptado a toda situacién v por elio casi imposible de obtener,
se tiende mds bien a buscar patrones idéneos para diversos ambientes edafoclimaticos. Estos
patrones deberan presentar a su vez unas buenas caracteristicas tanto para la produccién

B

viverista como para la aplicacién de las técnicas cull

irales mas modernas v racionales

1 /"\\
e

I Departamento de Pomclogia de la Estacion Experimental de Aula Dei (CSIC)
L }

comenzé sus actividades en 1950. Desde su fundacion, la seleccion v estudio del material
vegetal de distintas especies frutales de hueso y pepita, han sido uno de sus objetivos
prioritarios. Se iniciaron asi los trabajos sobre variedades y patrones en las especies
albaricoquero, cerezo, ciruelo, manzano, melocotonero v peral, asi como los relacionados con
la incompatibilidad entre patrén e injerto.

En el campo de los patrones frutales de hueso se han realizado varias selecciones de
interés. Entre ellas hay que destacar los hibridos almendro x melocotonero Adafuel (Cambra,
1990) v Adarcias (Moreno y Cambra, 1994), el ciruelo de crecimiento lento Adesoto 101
(Moreno et al., 1995) y los ciruelos de crecimiento rdpido Adara (Moreno et al, 1995) y
Ademir (Moreno et al., 1995). Estos patrones han sido seleccionados en general, por sus
buenas caracteristicas de propagacion, comportamiento con variedades y adaptacion a suelos
desfavorables muy frecuentes en el drea mediterrénea. Durante este proceso de seleccién otros
patrones fueron superados por las mejores caracteristicas de los anteriores, entre ellos, los
patrones Albatarrech, Calanda, Alcafiiz, Herce 5, Tauste y Caspe, todos ellos hibridos
almendro x melocotonero vy los ciruelos de crecimiento lento Puebla de Soto 67 (Cambra
1970), Alguazas (Cambra 1970) y Constanti 1 (Cambra et al,1989). En la actualidad son

varios los patrones que se encuentran en fase de seleccidn o estudio. En esta situacién
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podemos encontrarnos a los ciruelos de crecimiento rapido Mirobolan 713 AD y Miral 3278
AD, asi como a los ciruelos de crecimiento lento PM 105 AD (Moreno et al., 1990), PM 137
AD v PM 150 AD.

Los programas de mejora en patrones frutales, van acompafiados de una
caracterizacién del material vegetal. La caracterizacién morfologica y fenolégica de dichos
patrones es imprescindible para que éstos puedan figurar como Obtenciones Vegetales en el
registro de variedades protegidas del Instituto Nacional de Semillas v Plantas de Vivero
(INSPV). También la Unién Europea, a traves de la Oficina Comunitaria de Variedades
Vegetales, demanda esta caracterizacion en el cuestionario técnico para solicitar la proteccion
Comunitaria de obtencion vegetal.

La descripcion de las caracteristicas morfolégicas y fenolégicas se realiza siguiendo
las indicaciones y caracteres propuestos por la "Union pour la protection des Obtentions
Végétales" (UPOV ) v la "International Plant Genetic Resources Institute” (IPGRI), teniendo

.

en cuenta las especies consideradas. En el anexo | se describird, siguiendo estas normas, uno

2

8l

e

de los patrones ul

Este método es lento v costoso ya que requiere la observacion del material vegetal a lo
largo de todo su ciclo vegetativo y durante varios afios. En el caso de los 4rboles frutales con
largos periodos juveniles, el proceso se alarga dada la necesidad de observar flores v frutos.
Ademas determinados caracteres pueden estar sujetos a una interpretacion subjetiva e
influidos por las condiciones ambientales. Por ello, la caracterizacion morfolégica es un
método lento en el proceso de registro de obtenciones vegetales v ademés es muy ineficaz en
un posible litigio para la proteccion legal de dichas obtenciones.

Aunque tradicionalmente se han utilizado marcadores morfologicos, el andlisis directo
del ADN podria aumentar considerablemente el niimero de marcadores producidos (Nybom,
1994). De hecho, en los ltimos afios ha aumentado el interés en el empleo de marcadores
moleculares para estudios de identificacion varietal. Entre los distintos tipos disponibles, los
marcadores RAPD (Random Amplified Poymorphic ADN) se han hecho muy populares por
su simplicidad y bajo coste (Virk et al., 1995; Lowe et al, 1996). El método descrito por
Welsh v McClelland (1990) v Williams et al. (1990, 1993), se basa en la amplificacién
arbitraria de ADN utilizando la reaccién en cadena de la ADN polimerasa (PCR). La

metodologia es simple, se puede analizar en poco tiempo, em cantidades pequefias de
5 I 5 1

ADN v no requiere radioactividad.
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Aunque en la actualidad la caracterizacién morfologica de los patrones v variedades

\yﬁ»

frutales sigue siendo un requisito totalmente indispensable, es muy probable que en un futwro

cercano se admita su caracterizacién molecular como un método rutinario y mucho més

1.1. MARCADORES MOLECULARES.

Existen varias definiciones de marcador genético. Rieger et al. (1982) lo definen como
cualquier diferencia fenotipica controlada genéticamente utilizada en el andlisis genético.
Gale (1994) lo define como cualquier medio para identificar cualguier locus especifico en el
cromosoma. Podemos usar como marcador una caracteristica morfolégica facilmente

observable en los individuos (fenotipe), proteinas o segmentos de ADN (Pérez de la Vega,

1997). Cada sistema de marcadores ADN, tiene diferentes ventajas, por lo que deben
escogerse por su adecuacion a cada objetivo particular (Pérez de la Vega, 1997).

1.1.1. Tipos de marcadores moleculares.

Los primeros marcadores moleculares utilizados en mejora fueron los marcadores
isoenzimaticos (Tanksley y Orton, 1983) basados en el polimorfismo de proteinas. Estos han
tenido una gran influencia en las especies frutales (Torres, 1990). No obstante, el estrecho
rango de caracteres morfologicos y el limitado numero de isoenzimas polimérficos, hacen de
los isoenzimas unos sistemas inadecuados para diferenciar cultivares muy proximos. Ademas,
muchos caracteres fenotipicos son regulados o influidos por el medio ambiente o por factores
de desarrollo, por lo que es mas interesante recurrir al ADN.

Entre los analisis mas importantes y utilizados, podemos encontrar los RFLP
(Polimorfismo en los Fragmentos de Restriccién) y los marcadores derivados de la Reaccion

en Cadena de la Polimerasa (PCR), basada en la amplificacién del ADN.,

Lo
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1.1.1.1. Polimorfismo en los Fragmentos de Restriccién del ADN (RFLP)Y,

Los RFLPs fueron introducidos a principios de los afios 80 en estudios del genoma
bumano (Bolstein et al., 1980). En esta técnica se utiliza un tipo especial de enzima, el enzima
de resiriccién. Este enzima es el encargado de cortar el ADN gendmico en secuencias
especificas. Se producen fragmentos de distinto tamafio que son separados mediante
electroforesis. Los enzimas de restriccién son miucleasas producidas por una gran variedad de
bacterias donde actian como mecanismo de defensa frente a la presencia de ADN extrafio.
Estos enzimas reconocen secuencias en el ADN y lo cortan en ese lugar. En las bacterias que
lo producen, el ADN estd protegido mediante metilacién y sélo el ADN no protegido es
cortado. El ADN aparece reducido a una serie de fragmentos de un tamafio determinado. El
numero de fragmentos producidos y su tamafio es consecuencia de la distribucién de las
secuencias reconocidas por el enzima de restriceion a lo largo del genoma. Los fragmentos asf

pTGO‘JQ@‘@S son especificos para cada combinacién ADN/Enzima, utilizandose como unz

Pt

fica para cada ADN.

En las plantas podemos encontrarnos ADN en los cloroplastos, en las mitocondrias y
en el micleo (Revisién de Doyle, 1993). Si utilizamos ADN cloroplastico obtendremos pocos
fragmentos, ya que el tamafio del mismo es pequefio. Esto es una ventaja, pues puede ser
visualizado directamente tifiendo el gel de electroforesis con bromuro de etidio (Bachmann,
1994). Sin embargo, su utilidad se ve restringida pues la mayoria de los genes de interés
agron6émico se encuentran en el ADN nuclear. ’

Los RFLPs obtenidos de la digestion de ADN nuclear no pueden verse directamente,
ya que el nimero de fragmentos producidos es tan grande que al tefiir el gel con bromuro de
etidio aparecen como una banda continua sobre el gel. Por ello, es necesario identificar unos
pocos fragmentos de restriccién, lo que se hace mediante la hibridacién de pequefias sondas
de ADN (generalmente de una longitud entre 2000 y 5000 bases). Para ello, se transfiere
previamente el ADN del gel de electroforesis a una membrana especial, por un procedimiento
llamado transferencia "Southern". La sonda marcada se hibrida con los fragmentos de ADN
de la membrana homologos a ella bajo condiciones determinadas de temperatura y salinidad.
Esta técnica utilizaba isétopos radioactivos como el P32 para marcar la sonda, aunque

actualmente exist no radicactivos. El resultado final del proceso es la

obtencion de un pairdn especifico ADN-Enzima de restriccion-sonda. Al comparar el ADN de
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dos individuos, las diferencias electroforéticas corresponden a diferencias er

@
je
£

o

1 el tamafio de

fragmentos de ADN gue hibridan con la sonda.
La técnica es muy precisa, pero su complejidad v el coste que entrafia ha hecho que

otro tipo de marcadores alcancen mayor desarrollo,

1.1.1.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La PCR se basa en la amplificacion enzimatica de fragmentos de ADN del genoma. Se
utiliza para ello un oligonucledtido de cadena corta (cebador) que, al hibridar sobre hebras
opuestas del ADN en dos puntos complementarios, permite a una polimerasa termoresistente
elongar la cadena entre ambos puntos. Esto lo consigue gracias a la existencia en el medio
adecuado (solucién tampdn) de los nucledtidos disponibles. La PCR se lleva a cabo mediante
una serie de ciclos. En cada ciclo se dan una serie de fases o pasos que se repiten

sucesivamente.

En esta fase tiene lugar la desnaturalizacién del ADN, molde a 92-95°C,

b) Fase de hibridacion ¢ anillamiento.

En una segunda fase, conocida como de hibridacién o anillamiento, los cebadores se
unen a sus secuencias complementarias del ADN. Las temperaturas que se alcancen en esta

fase dependen de la longitud del cebador y de su secuencia de bases. Las temperaturas suelen

oscilar entre 30-65°C.

c) Fase de extension.

La ultima fase es la de extension del cebador. La temperatura se incrementa hasta

llegar al 6ptimo de actuacién de la polimerasa (alrededor de 70°C).

En cada ciclo se produce una amplificacién exponencial del ADN. Todo el proceso
esté automatizado con aparatos que controlan la temperatura y el tiempo de cada fase. Estos
aparatos se conocen con el nombre de termocicladores.

Una vez terminada la amplificacién, los productos de la misma se separan en geles de
agarosa. Estos se tifien en una solucion de Bromuro de Etidio, que se une al ADN y permite

su visualizacion posterior uiilizando luz ultravioleta. Cada producto de amplificacién deriv

jav)

de una zona del genoma cuyos extremos son segmentos de ADN complementarios de la
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secuencia del cebador utilizado. Las bandas que aparecen en el gel de electroforesis permiten

4

diferenciar los diferentes materiales vegetales.

A

El polimorfismo entre individuos puede ser debido a cambios en la secuencia de

nucledtidos o cualquier modificaci6n estructural del ADN (duplicacién, insercién o delecion

\«/

La técnica PCR ha hecho posible el desarrollo de nuevas técnicas que permiten
conseguir la “huella dactilar” de diversos cultivares. Se abren con ellas nuevos horizontes y
perspectivas para solucionar los problemas de la caracterizacion. 4

Desde comienzos de los afios 90 se han desarrollado una serie de métodos basados en
la PCR. A diferencia del método inicial no se requiere un conocimiento previo de las
secuencias especificas o genes de los organismos utilizados. Aun asi mantienen buena parte
de las ventajas. Todas estas técnicas se engloban dentro de lo que se conoce con el nombre de

MAAP (Wultinle Arbitrary Amplicon Profiling). Seguidamente se describen algunas de ellas.
i D Iy P g). Segl alg

mly Amplified Polymorphic DNA (RAPDs).

Los RAPD pezaron a utilizarse a principios de los afios 90 (Williams et al., 1990).

7

Su utilizacién se extendié mmy rapidamente debido a su facil y rdpido manejo (Rafalski y
Tingey, 1993).

En cada reaccion de PCR-RAPD se utiliza generalmente un tnico cebador de
secuencia aleatoria v longitud de 10 nucledtidos. Este cebador hibrida en loci repartidos
aleatoriamente en todo el genoma (Williams et al., 1990). Para el disefio de los cebadores las
unicas limitaciones son las de poseer un contenido en G+C entre el 50-70% y carecer de
secuencias palindromicas de méas de 6 bases. El analisis con marcadores requiere poca
cantidad de ADN (5-50 ng/ensayo). Ademas, no necesita conocerse la secuencia del ADN
molde. En la préctica, la reaccion de amplificacion se repite con varios cebadores diferentes
de forma independiente. Con cada reaccién se generaran diferentes bandas de amplificacién
una vez separadas electroforeticamente. Una caracteristica de los RAPDs es la baja
temperatura de hibridacién (35-38°C).

Fl mayor problema con el que nos encontramos a la hora de utilizar la técnica de los
RAPDs, es que se trata de marcadores genéticos dominantes, no permitiendo diferenciar entre
individuos heterocigotos vy homocigotos. Ademas, la falta de repetibilidad de los perfiles

electroforéticos cuestiondé el uso de estos marcadores en su aplicacion a estudios genéticos.

[N
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Oftras técnicas muy parecidas a los RAPDs son los Arbitrarily Primed Polimerase
Chain Reaction. En la AP-PCR se emplea un simple cebador de 20 o mas nucleotidos y de
secuencia aleatoria. Los resultados de la amplificacion se separan en geles de poliacrilamida y
pueden observarse mediante autoradiografia (Welsh y McClelland, 1990).

Otra varianie es la DNA Amplification Fingerprinting (DAF). Se utiliza un cebador
corto con 5 u & npuclestidos. Los productos de amplificacién se separan en geles de
poliacrilamida y se visnalizan con tincién de plata (Caetano-Anoelles y Gresshoff, 1994). Con
esta técnica se consiguen perfiles muy complejos, con muchas bandas dificiles de leer e

mterpretar (McClelland v Welsh, 1994).

lel marcador molecular Ramdom Amplified Polyvmorphic DNA (RAPD)

Variantes Ar

(:*)a

bitrarily Primed PCR (AP-PCR)

ingerprinting (DAF)
Principle PCR con cebador de secuencia aleatoria
Imformacion previa genoma NO

Tipo de polimorfisme Cambios puntuales de bases/ Inserciones...

Nivel de polimorfismo
Herencia
Cantidad / Calidad ADN

Visualizacion

Automatizacién
Repetibilidad
Coste de infraestructura

Coste Unitario

Alto (Muchos loci)
Dominante

5-50ng/ Media-Baja
RAPD: Bromuro de etidio
AP-PCR: Autorradiografia
DAF: Plata

Facil pero no completa
Cuestionable

Bajo

Medio
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1.1.1.2.2. Los microsatélites o “Simple Sequence Repeats”.

Los microsatélites son unas secuencias sencillas de dos o tres nucledtidos repetidas en
tandem. Las regiones microsatélites se citan enire las mas polimérficas tamio a mivel
especifico como intraespecifico. Su estudio mediante PCR se suele realizar mediante la
técnica STMS (Sequence-Tagged microsaiellite site). Con esta técnica se necesita conocer las
secuencias que lo flanquean.

El polimorfismo se revela por amplificacién del microsatélite mediante PCR. Se
utilizan cebadores especificos que hibridan en el inicio de las secuencias repetidas en las
regiones flangueantes. Los fragmentos se separan electroforeticamente en geles de agarosa o

poliacrilamida, visualizandose mediante tincién de plata.

Descripeitn del marcador molecular Segquence- Tagged microsatellite site (STMS).

Principio PCR con cebadores de secuencia especifica
Informacion previa genomna 51
Tipo de polimorfismo Cambios en el nivel de re epeticiéon de secuencias

sencillas (2-6 pb) deniro de un microsatélite:
Simple  sequence length polymorphism (SSLP),
Variable number of tondem repeats (VNTR)

Nivel de polimorfismo Muy alto (Un locus, muchos alelos)

Herencia Codominante

Cantidad / Calidad ADN 50-100ng/Baja

Visualizacion Autorradiografia/ Plata

Automatizacion Facil, mas completa que los RAPDs
Repetibilidad Buena

Coste de infraestructura Bajo, si se dispone de los cebadores especificos

Coste Unitario Medio, si se dispone de cebadores especificos

(e
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1.1.1.2.3. Marcadores moleculares Inter Simple Sequence Repeats PCR (ISSR-PCR).

Fa

Con los ISSR-PCR es posible realizar una aproximacion a las regiones repetidas sin

&
o
=
=
=
D
o
=3

- et
soseer conocimiento de las mismas. Se

oy

tinico cebador, pero es de mayor longitud v
de secuencia tipo microsatélite. La amplificacion es mas especifica, restringiéndose sélo a

determinadas regiones microsatélite.

Descripcidn del marcador molecular Imter simple seguence repeats PCR (ISSR-PCR).

Variante Random amplified microsatellite polymorphism
(RAMPS)
Primeipic PCR con cebadores que en su mayor parie es

complementaric a una SSR, siendo sdlo 2-3

nucledtidos de un extremo arbitrarios

Informacidn previe genomsa NO
Tipo de polimorfismae

microsatélites

Nivel de polimorfismo Alto (Més loci que RAPDs)
Herencia Dominante

Cantidad / Calidad ADN 25ng/Baja

Visualizacion Autorradiografia/ Plata
Automatizacion Facil, no completa
Repetibilidad Mejor que los RAPDs
Coste de infraestructura Bajo

Coste Unitario Medio
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1.1.1.2.4. Marcadores Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLPs).

Antes de la amplificacion, el ADN se somete a un tratamiento con al menos un enzima
de restriccion. Después, se somete a modificacién de los extremos de los fragmenios de
restriccién mediante la adicion de pequefios oligonucledtidos de secuencia conocida llamados
“adaptadores”. La amplificacion se realiza utilizando dos cebadores. Cada uno consta de dos
partes, Una secuencia que se aparea con el adaptador y con el fragmento de restriccién, y una
secuencia de anclaje o secuencia selectiva. Esta ulltima tiene una misién parecida al anclaje de
los cebadores ISSR- PCR.

Los AFLPs son una combinacién de RFLPs y PCR. Se basan en la amplificacidén por

PCR de fragmentos especificos obtenidos tras la digestion del ADN gendmico.

Descripeidn del marcador molecular AFLP,

Principio PCR con 2 cebadores en su mayor parte
complementario a adaptadores

Endonucleasas de'restriccion

Informacion previa genoma NO

Tipo de polimorfismo Mutaciones, inserciones y deleciones
Nivel de polimorfismo Alto (Mas loci que RAPDs)
Heremncia Dominante

Cantidad / Calidad ADN 500ng/Alta

Visualizacion Autorradiografia

Automatizacién Dificil

Repetibilidad Buena

Coste de infraestructura Bajo

Coste Unitario Alto

La técnica RAPD, es la que mas ventajas presenta de las descritas anteriormente. Cada
cebador dirige la amplificacién de varios loci en el genoma. Ademas no necesita un

conocimiento previo del genoma v necesita poca cantidad de ADN. El método de extraccién

es facil de realizar y parece probable que pueda automatizarse mucho més en un futuro
Proximo.
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1.2, UTILIZACION DE LOS MARCADORES MOLECULARES EN FRUTALES,
ASPECTOS PARTICULARES.

El largo perfodo juvenil v el gran tamafio que alcanzan los drboles frutales dificulian
su analisis genético v la aplicacién de las metodologias de mejora .

No obstante, en los Gliimos afios se han pmd,u@id@ numerosos avances en la aplicacion
de este tipo de marcadores con especies frutales. Estos son algunos de los campos mas

significativos:

- Identificacién de material vegetal, tanto patrones como variedades.

]
‘s
ﬂ

ciones de similaridad v filogenéticas.

3.- Elaboracién de mapas genéticos.
4

[
7]

eleccion asistida por marcadores o “MAS (Marlker Assisted Selection)”.

5.- Introgresion de genes.
1.2.1. Identificacién de material vegetal.

La identificacién de cultivares mediante técnicas moleculares es una practica til y
necesaria. Aparece como un instrumento eficaz para su aplicacién en el mundo de la
mvestigacion, debido a las ventajas que proporciona el ADN :

1.- Los resultados son un reflejo directo del genotipo.

2.- Los resultados son independientes del medio ambiente.

3.- Presenta gran cantidad de secuencias polimérficas.

4.- El ADN puede extraerse de cualquier tejido.

La identificaciéon de individuos puede usarse para la definicibn de cultivares
particulares (variedades, patrones o plantas complejas) en casos de identidad dudosa.

Los marcadores moleculares pueden utilizarse para realizar pruebas de paternidad v
caracterizar el material vegetal, por ello pueden ser una herramienta muy Gtil en la proteccién

de los derechos del mejorador.

En especies

utilizado los marcadores moleculares para la identi

de variedades de manzano «{K@H@f et al., 1993; D.L. Mulcahy et al., 1993; Harada et al., 1993;
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Tancred et al., 1994), olivo (Fabbri et al., 1995), albaricoque (Gogorcena et al., 1994),
mandarino (Colleta Filho et al., 1998), aguacate (Fiedler et al., 1998), almendro (Bartolozzi et
al., 1998), mango (Schnell et al., 1995), vy melocotonero (Warburton y Bliss, 1996). También

han servido para caracterizar algunos patrones de melocotonero de los mas utilizados en

EE.UU (Lu et al., 1996), v de manzanc (Landry et al., 1994). Ademas han sido utilizados en

vid, tanto para la identificacién v caracterizacién de patrones (Xu et al, 1995; This et al,,

1997) como de variedades (Collins y Simons, 1993; Jacques et al, 1993; Moreno et al,
1995).

Los marcadores moleculares pueden ser ftiles en la conservacién de los bancos de
germoplasma, evitando posibles duplicaciones de material, o en la clarificacién de errores en
sinonimias (la misma variedad con distintos nombres) v homonimias (diferentes variedades
con el mismo nombre) (Virk et al., 1994).

Los marcadores moleculares representan una forma Gtil para estimar la variacién

sornaclonal, Un alto nd

nerc de marcadores moleculares suministran una muestra del genoma
de la planta, comprobando la existencia de mutaciomes. Casos positivos de variacién
somaclonal descubiertos mediante la técnica RAPD, podemos encontrarlos en melocotonero

(G. Hashmi et al., 1997).
1.2.2. Relaciones de similaridad y filogenéticas.

Los marcadores moleculares pueden certificar las relaciones existentes entre
individuos o especies. Cultivares que tienen un mismo origen geogréafico o caracteristicas
morfolégicas similares aparecen enlazados. Muchos rasgos fenotipicos son regulados o
influidos por la interaccién genotipo x ambiente. Por ello los marcadores moleculares
permiten una eficiencia y seguridad mayores a la hora de buscar relaciones (Caetano-Anoelles
et al., 1991; Nybom, 1994). El estudio de la distancia genética entre individuos puede ser
interesante a la hora de elegir ciertos cultivares como parentales, ya que se podria maximizar
el nivel de heterosis. Se han utilizado los RFLPs para estudios de similaridad en nogal
(Fjellstrom et al., 1994) v los RAPDs en pistachero (Hormaza et al., 1994), olivo (Fabri et al,,
1995) v manzano (Duneman et al., 1994).

En estudios filogenéticos, se han utilizado RFLPs con ADN de cloroplastos en Prunus

(Kaneko et al., 1986; Badenes y Parfitt, 1995) y también en Malus (Iishikawa et al., 1992).
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1.2.3. Elaboracion de mapas genéticos.
Lee (1995) sefiala que los mapas genéticos se convertiran en herramientas claves para

los futuros programas de mejora. Los mapas estan aportando una nueva fuente de informacion

f\D

en mejora vegetal v estdn creando las bases para modificar algunos métodos de la mejor

J

tradicional. Los mapas genéticos o de ligamiento consisten en la ubicacion de diferente

%3]

marcadores moleculares en los cromosomas de una especie conociendo la distancia genética
entre ellos.

Segtin Lee (1995), los mapas genéticos tendrén en un futuro no muy lejano varios
papeles:

1.~ Integrar datos de varias disciplinas en cada especie cultivada.

2.- Conectar la Mejora con la Biologia molecular.

2
"

Aportar informacién para la clonacién posicional de genes.

- Acelerar la incorporacion e identificacion de genes utiles en los cultivares.

o
0

mayoria se combinan diferentes tipos de marcadores. Se pueden encontrar mapas de
melocotonero (Chaparro et al., 1994; Dirlewanger v Bodo, 1994; Rajapakse et al., 1995),
almendro (Arus et al., 1994; Viruel et al., 1995), nogal (Fjellstrom y Parfitt, 1994), manzano
(Hemmat et al., 1994; Weeden et al., 1994; Gardiner et al., 1994), y patrones de melocotonero

(Warburton et al., 1996; Dirlewanger et al., 1996).
1.2.4. Seleccién asistida por marcadores (Marker Assisted Selection).

Con esta técnica se busca el ligamiento entre marcadores ADN y caracteres de interés
agrondémico. En lugar de seleccionar el caracter, el mejorador puede seleccionar un marcador
que puede ser observado mucho antes. Con este sistema se reduce el nimero de pﬁémums a
cbservar v evaluar. Ademas, como consecuencia, se reduce el coste v se aumenta la eficacia
del programa de mejora

Los primeros trabajos hasta la fecha se han dirigido a la identificacién de marcadores
para diversos caracteres de importancia econémica, como la resistencia a oidio en hibridos

Prunus persica x FP. davidiona (Dirlewanger et al., 1996). También la técnica RAPD se ha

o
=
=,
=

1
8
O
o
*ts

istacherc para localizar un marcador ligado al sexo (Hormaza et al., 1994), en
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manzano para localizar un marcador ligado a la resistencia frente a roya (Yang v Kri

1994) y en ¢ s para encontrar un marcador ligado a la resistencia frente al virus de la
tristeza (Gmiter et al., 1996).

° 5

1.2.5. Introgresion de genes.

Un objetivo de algunos programas de mejora es el introducir un gen o genes desde un
parental a una variedad élite. Los marcadores se utilizarian para identificar y seguir regiones
del genoma. Con este método se conseguiria reconocer a los individuos que tuviesen una
COMpOSICIon gendmica mejor.

Normalmente con un proceso clasico de mejora se requiere una gran cantidad de

refrocruzamientos para conseguir introducir un caracter determinado en un cultivar. El largo

o hi

especies frutales lo hace muy dificil en la mayoria de Jos casos.

¢z]

periodo de juvenilidad en la

Los marcadores pueden

.

reducir  enoOrmeme

b“a

el nimero de generaciones de
FEIrOCIUZanientos Necesarios.
En manzano se han utilizado RAPDs para localizar un segmento cromosémico

introducido a partir de una especie silvestre (Durman v Korban, 1994).
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1.3. OPTIMIZACION DE LOS PARAMETROS DE LA PCR. FUENTES DE
POLIMORFISMO.

f—

f

)

Tos RAPDs se han convertido en una herramienta capaz de revelar un alto grado de

polimorfismo genético. No obstante, algunos investigadores ven en esta técnica el problema
de su reproducibilidad (Buscher et al.,1993; Meunier y Grimoni, 1993).

Varias pueden ser las causas de la existencia de “falsos positivos” o “falsos
negativos”. Una de ellas es la aparicién de contaminaciones y otra las diferentes condiciones o
parametros utilizados en la a amplificacion por PCR.

Los parameiros presentan, como en todas las reacciones, un optimo. Tres son los

factores que debemos tener en cventa:

M
@
O
=
o
2

¢ la mezcla de reaccién. Sobre todo la calidad y

1 ADN molde, la polimerasa y e el eebador

. su programacién y ejecucion del prograx

La seguridad y precision a la hora de visualizar los fragmento amplificados.

La mezcla de amplificacion en un volumen final de 25ul, esta compuesta por el ADN
molde, el cebador, la ADN polimerasa, los nuclettidos (dNTPs), el buffer o tampoén, el
cloruro de magnesio y el agua.

La falta de repetibilidad de las bandas RAPD ha estado asociada en ocasiones al
empleo de ADN de baja pureza (Gogorcena et al,, 1993; Howland et al., 1995). Durante los
Gltimos afios se han desarrollado gran cantidad de métodos para conseguir un ADN de calidad
suficiente. No obstante, no estd del todo claro en que medida la falta de calidad del ADN
condiciona la reproducibilidad de la técnica. Segun Micheli et al. (1994), algunos de los
contaminantes que aparecen en el ADN son la causa mas frecuente de falta de
reproducibilidad. Muchos son los contaminantes que pueden influirnos a la hora de realizar un
andlisis RAPD. Entre ellos podemos destacar los restos de ARN (Micheli et al., 1994; Xu et
al, 1995), ADN molde fragmentado (Aldrich y Cullis, 1993; Micheli et al, 1994),

polisacaridos, restos de detergente (CTAB), iones metalicos (Aldrich y Cullis, 1993), etc.
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La concentracién del ADN puede modificar el patrén de bandas obtenido (Tommerup
., 1993). No obstante se admite como suficiente una medicién aproximada de la

conceniracién de ADN. Segin Williams et al. (1993), una concentracién de Ipg/ml es

pel

e r 3 ¢

ciente para conseguir una amplificacién reproducible.

Fn cuanto a los cebadores, estos deben ser seleccionados en funcién de su
reproducibilidad v polimorfismo. Los cebadores con menor temperatura de fusién dan una
reproducibilidad mas baja (Meunier v Grimont, 1993). Una vez seleccionados deberdn
proporcionar bandas faciles de leer e interpretar. La concentracién 6ptima estd entre 0,1-2 pM
(Williams et al., 1993).

La disminucién de la concentracion de ADN o el aumento de la concentracién del
cebador permite una mejor amplificacién de los fragmentos de bajo peso molecular, mientr

1

que los fragmentos de alto peso molecular pierden intensidad o desaparecen (Biischer et al.,

1993)
El enzima debe ser termoresistente. El mas emp“@a@@ es la DINA polimerasa Thermus
aquaticus (Tag polimerasa), 2 una concentracion de 0,02 unidades/pl. Los resultados pueden

ser diferentes segin el enzima utilizado y la casa comercial que lo suministra (Biischer et al.,
1993; Cenis, 1993; Wolf et al., 1995).

En la mezcla de amplificacion juega un papel muy importante el cloruro de magnesio.
Este compuesto influye de manera importante en la intensidad de las bandas amplificadas y en
su numero (Williams et al., 1993). Las concentraciones altas de cloruro de magnesio reducen
la reproducibilidad (Caetano-Anoelles et al, 1994; Schnell et al, 1995). El éptimo se
considera entre 1,5 v 2 mM.

El termociclador, aparato que proporciona la temperatura adecuada para que la
polimerasa amplifique fragmentos del ADN debe mantener la temperatura de cada fase. Las
temperaturas que se dan en las distintas fases, asi como su duracion, influyen de manera muy
importante en el nmero e intensidad de los fragmentos amplificados. Devos y Gale (1992)
demostraron gue amplificaciones producidas con diferentes aparatos daban lugar a bandas
diferentes.

La separacién de los RAPDs se realiza por electroforesis en geles de agarosa,
tifiéndose el gel con Bromuro de Etidio. La concentracién de agarosa interviene en la
separacién que se produce enire las distintas bandas. Segin Howland et al. (1995), los

fragmentos de alto peso molecular (mayor de 2 kpb) son los que cuentan con indices de
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reproducibilidad mas bajos. Otros autores obtienen resultados parecidos con fragmentos de
bajo peso molecular (menor de 0,8 kpb) (Gogorcena et al., 1993; Moreno et al., 1995)

También la tincidn de los geles puede ocasionar problemas de reproducibilidad, ya que la

R 9 NP P R 1 e 1
aparicion o desaparicién de bandas puede ocurrir cuando se tifie el gel.

A la hora de visualizar v analizar los fragmentos amplificados se pueden producir

errores de lectura. Lamboy (1994) propone las siguientes medidas:

a) Descartar las bandas débiles € inconsistentes. Esta decisién puede acarrear la

perdida de informacion, con lo que aumentariamos los falsos negativos.

b) Utilizar todas las bandas y aceptar un cierto nivel de error.
¢} Realizar varias repeticiones de los experimentos y analizar sélo las bandas que se

T

repitan. Esta medida implica un mayor consumo de tiempo ¢ incrementa el gasto de

5

menera considerable,

Ninguna de las medidas anteriormente expuesta. acaba definitivamente con el
problema de los artefactos, aunque si los minimiza. Los “artefactos” serian los falsos positivos
o falsos negativos que aparecen en una reaccidon de amplificacién. Entendiendo como “falso
positivo” la banda que no deberfa estar presente en un ensayo, pero lo estd y como “falso
negativo” la banda que deberia estar presente en un ensayo, pero no lo esta.

Algunos autores como Jacques et al. (1993) v Moreno et al. (1995) optan por la ultima
medida. Otros aumentan el mimero de cebadores (Tschammer y Zyprian, 1994; Xu et al.,
1995). Guirao et al. (1995) creen que se deben leer todas las bandas v utilizar un gran nfimero
de cebadores. La utilizacion de 20-25 cebadores hace posible el disponer de unas 200 bandas
informativas. Este alto mimero de bandas disminuye el posible error y soluciona el problema
de los artefactos.

Cualquier cambio de los parametros de la PCR puede modificar los resultados
obtenidos. La aparicion o desaparicion de los denominados “artefactos” es un problema que
en cierto modo desaparece si se estandariza la metodologia (Grando et al., 1995; Moreno et

, 1995).
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cuanto a las contaminaciones, Sarkar v Sommer (1990), creen que uno de los

mayores problemas a la hora de utilizar la técnica de la PCR es la contaminacién que sufrer

los reactivos antes de la amplificacion.

T 1

ipicas de un laboratorio, deben tenerse en cuenta un

o=

lidas

=

Ademas de las med

precauciones para acabar con las contaminaciones:

1. Laextraccién del ADN vy la preparacion de las reacciones deben realizarse en habitaciones
diferentes.

2. Es preferible disponer de dos juegos de pipetas, uno para la extraccidén de ADN y otro
para la preparacién de las reacciones.

3. Realizar alicuotas de algunos de los compuestos a utilizar en las reacciones (Tampdn,
Cloruro de Magnesio, Nucleétidos, Agua estéril y ADN). Cada alicuota sélo sirve para

una reaccién de amplificacién.

B

Se utilizan puntas de pipeta con fillro para la preparacién de la:
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amplificacién. Con ello se impide la contaminacion de las pipetas.

U

Se somete a las alicuotas de Buffer, Cloruro de Magnesio, Nucledti

min de radiacién uliravioleta. Este tratamiento con rayos uliravioleta acaba con los
posibles adiciones involuntarias de ADN.
6. La preparacion de las reacciones de amplificacion debe realizarse en lugares limpios, sin

corrientes de aire y con la mayor celeridad posible.

=~

Debe tenerse cuidado a la hora de manipular las alicuotas de ADN. Los guantes pueden
quedar impregnados de pequefias cantidades de ADN que vamos pasando a los tubos

siguientes. Con esta técnica se amplifican pequeflisimas cantidades de ADN que pueden

dar lugar a resultados erréneos.

Habitualmenie se suele realizar un primer barrido con un nimero elevado de
cebadores. En este primer pase se observan los cebadores mas polimérficos, que cuenten con
bandas consistentes y faciles de leer. Ademdés de cumplir esto ultimo, las bandas deben
permitir diferenciar individuos. Con los cebadores elegidos realizaremos el estudio definitivo

(Aboelwafa et al., 1995; Karihaloo et al., 1995; Schnell et al., 1995).

18
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4. ANAILISIS DE DATOS.

Las bandas obtenidas por electroforesis pueden estudiarse desde un punto de vista

i

cualitativoe o cuantitative. Bl estudio cual

j

tive (presencia o aus

seleccionar los RAPDs como fitiles capaces de caracterizar individuos o como herramientas
capaces de enconfrar similitudes genéticas. El estudio cuantitativo (intensidad de banda)
permite revelar las diferencias de actividad enzimatica.

Los marcadores moleculares (fragmentos de ADN) tras la electroforesis se revelan
como bandas. Los perfiles electroforéticos contienen informacion gue representamos en forma
de datos binarios. La presencia de una banda sera codificada como “1” v la ausencia como

66@95‘5

El estudic de similitud genética permite conocer la distancia genética entre los

individuos estudiados. La informacidn codificada en forma de “unos” v “ceros” hara po
) !

Con la informacién recabada se obtiene unz matriz basica de datos (MBD). Las i
representan a los caracteres (bandas) y las columnas a los individuos en estudio. Estas tltimas
también reciben el nombre de unidades taxondmicas operativas (OTUs). La matriz bésica se
estudia desde un punto de visia de asociacién de OTUs. Se aplicard un coeficiente de
similitud que cuantificarda el parecido o relacion existente entre cada par posible de
individuos. Existen tres grupos de coeficientes de similitud (Distancia, Correlacion y

Asociacién), siendo el de Asociacién el que mejor cuantifica las coincidencias y diferencias

existentes.

Cuando se comparan dos individuos u OTUs pueden darse cuatro posibilidades:

a) Que los dos individuos tengan el cardcter comparado (1-1).
b) Que el primer individuo tenga el cardcter presente vy el segundo ausente (1-0).
¢) Que el primero no tenga el cardcter presente y el segundo si lo tenga (0-1).

d) Que los dos individuos no tengan el cardcter comparado (0-0).

-
N
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Esto puede levarse a una matriz 2 x 2, con lo que obtendriamos una muestra de las
combinaciones posibles. El resultado de la suma de (a + b + ¢ + d) es el nimero total de
caracteres estudiados, donde a ( E.QM es el "mamero de caracteres” en los cuales el mismo
estado esta presenie en ambos ndividuos; b (1-0) es el "niimero de caracteres” en los cusles
un estado esté presente en el primer individuo pero no en el segundo; ¢ (0-1) es el "niimero de
caracteres” en los cuales un estado esta ausente en el primer individuo y presente en el
segundo v d (0-0) es el "mimero de caracteres” en los cuales el mismo estado esta ausente en
los dos individuos.

Para el calculo de la similitud genética podemos utilizar varios coeficientes de

asociacion. Sus valores varian entre 1 (méxima similitud) v 0 (minima similitud):

El Coeficiente simple “Simple Ma @Lcmmg Coefficient”, expresado por la formula
SMC=(a+d)/(a+b+c¢+d), dando paso a todas las combinaciones posibles (Connolly et
Js I
ik, 19943,

Fl Caoeficiente

a3

5'3

1 i~

de Jaceard, expresado por la formula Cl=a/ (a2 +b+ ¢) no o

a la ausencia comin como un elemento a favor de la similitud (Link et al., 1995).

El ¢ @eﬁ@ﬂ@m@ de Roger, expresado por la formula CR=(a+ d)/(at+2b+2¢c +d)da
maés importancia a las diferencias (Singsit et al., 1993).

El Coeficiente de Dice o Nei y Li (1979) viene expresado por la férmula NL=2a/ (2a

+b+c¢)yda peso alapresencia de un cardcter (Guirao et al., 1995).

Autores como Lamboy (1994) creen que el coeficiente de Nei y Li es el que presenta
mds ventajas. Otros autores como Link (1995) creen sin embargo que el mas efectivo para el
estudio de los RAPDs es el de Jaccard, pues se trata de marcadores dominantes.

El coeficiente de Nei y Li tiene como ventaja que presenta menos diferencias entre el
valor real v el valor estimado cuando hay falsos positivos o negativos en los datos. Ademés es
un coeficiente que presenta una estimacion de la similitud entre dos muesiras que tienen
antepasados comunes.

Los coeficientes de similitud aplicados sobre los pares posibles de OTUs, permite
obtener una “matriz de similitud”. En esta matriz las OTUs ocupan tanto las filas como las
columnas, siguiendo el mismo md@n en ambas, de esta manera se consigue comparar cada

OTU consigo misma y con las restantes (Crisci y Lopez-Armengol, 1978).
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Para gue las relaciones de similitud se den entre la totalidad de los individuos deben

s

aplicarse técnicas como la de “Analisis de Agrupamiento” o del “ Método de Ordenacién”. La

3 1

maoterr A 3T
de la matriz de sumil

et

estructura taxondmica obtenida itud con la técnica de agrupamiento
puede representarse graficamente con un diagrama en forma de 4rbol, conocido como
“dendrograma”. Bl dendrograma muestra la relacion (en el grado de similitud) enire dos

OTUs o grupo de OTUs (Romesburg, 1984).

A
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Objetivos

2. OBJETIVOS.

Vista la creciente importancia e interés que la técnica RAPD estd despertando en el

o Lo P

sector viverista y cientifico, se pensé que seria necesario complemeniar la identificacion

125

a)

morfoldgica tradicional con la caracterizacién molecular mediante RAPDs. Por ello, con este

trabajo se pretende:

1. Optimizar las condiciones de amplificacién del ADN.
2. Evaluar el grado de polimorfismo existente entre los patrones de la EEAD v los

patrones obtenidos en otros centros de investigacion.

(2D

Analizar estadisticamente la diversidad genética entre los patrones objeto del

estudio.
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Material y Mérodos

1
t

En la primera parte de este apartado se describe el material vegetal utilizado en

oo
[¢]

proyecto. Se indican los criterios utilizados para la seleccion de los patrones y los 6rganos

empleados en las extracciones de ADN. A continuacién se especifican los métodos y el

~=~s
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material de laboratorio utilizado. En el anexo 2 se detallan las caracteristicas morfologicas y

agronémicas de cada uno de los patrones utilizados.

3.1, MATERIAL VEGETAL

El material vegetal utilizado esta formado por patrones de especies frutales de hueso
(género Prunus), Se puede dividir en tres grupos: 1) Hibridos Almendro x Melocotonero, 2)
Ciruelos de crecimiento rapido v 3) Ciruelos de crecimiento lento. Los patrones se encuentran
en campos de plantas madres ubicados en la Estacién Experimental de Aula Dei (Zaragoza),

perteneciente al Consejo Superior de Investigaciones Cientificas.

Se escogleron 14 hibridos alimendro x melocotonero, 12 ciruelos de crecimiento rapido

v 16 ciruelos de crecimiento lento.

En los cuadros I, 2 v 3 se presentan los diferentes { paﬁ:mn@s utilizados para el analisis,

indicando la especie a la que pertenecen y el lugar o pais de procedencia.

Cuadro 1. Hibridos Almendre x Melocotonero.

Ntumero Patrén Especie Procedencia

1 Adafuel Prunus amygdalo-persica Espaiia (EEAD)

2 Adarcias P. amygdalo-persica Espafia (EEAD)

3 GF 677 P. amygdalo-persica Francia (INRA Burdeos)
4 GF 557 P. amygdalo-persica Francia (INRA Burdeos)
5 Cadaman P. persica x P. davidiana Francia + Hungria

6 Barrier P, persicax P davidiana Italia

7 Nemaguard P. persica x P. davidiana EE.UU

8 Nemared F3 de(P.p x d) x P.persica EE.UU

9 Albatarrech P. amygdalo-persica Espaiia (EEAD)

10 Calanda P. amygdalo-persica Espafia (EEAD)

i1 Alcafiiz P. amygdalo-persica Espaiia (EEAD)

12 Herce 5 P. amygdaloapemim Espafia (EEAD)

13 Tauste P. amygdalo-persica Espafia (EEA

14 Caspe P. amygdalo-persica Espafia (EEAD)
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7

Cuadro 2. Ciruelos de crecimiento rapido.

Namere Patrém Especie Procedencia

1 Adara Prunus cerasifera Espafia (EEAD)
2 Ademir P. cerasifera Espafia (EEAD
3 Mirobolan 713 AD P. cerasifera Espafia (EEAD)
4 Miral 3278 AD P. cerasifera x P. amygdalus ? Espafia (EEAD
5 Mirobolan B P. cerasifera Inglaterra

6 Mirobolén 29C P. cerasifera EE.UU

7 Myrocal P. cerasifera Francia

8 Mirobolan GF 3-1 P. cerasifera x P. salicina Francia

9 Ishtara (P.cer.x sal.) x (P.cer.x P. per) Francia

10 Fereley-Jaspi P. japonica x P. spinosa Francia

11 Mariana GF 8-1 P. cerasifera x P. munsoniana Francia

12 Mariana 2624 P. cerasifera x P. munsoniang EE.UU

Cuadre 3. Cirvelos de crecimiento lento.

Niomere Patron Especie Procedencia

I Adesoto101 Prumus insititia Espafia (EEAD)
2 PM 105 P. insititia Espafia (EEAD)
3 PM 137 AD P. insititia Espafia (EEAD)
4 PM 150 AD P. insititia Espafia (EEAD)
5 Puebla de Soto 67 P insititia Espaiia (EEAD)
6 Alguazas P. insititia Espafia (EEAD)
7 Montizo P. insititia Espafia (SIA)

8 Monpol P. insititia Espafia (SIA)

9 San Julian A P. insititia Francia

10 GF 655/2 P. insititia Francia

11 Constanti 1 P. domestica Espafia (EEAD)
12 Brompton P. domestica Inglaterra

13 Torinel P. domestica Francia

14 Tetra P. domestica Italia

15 Damas GF 1869 P.domestica x P. spinosa Francia

16 Ishtara (P.cer.xP.sal.)x(P.cer.x P.per) Francia

El patron Ishtara fue incluido en los dos grupos de ciruelos, ya que no se tenia claro a
cual de ellos pertenecia. Ademas, este patron nos sirvié como referencia a la hora de comparar

las amplificaciones obtenidas.

o
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3.L1. Organos ensayados para el estudio del ADN

o

Se realizaron exiracciones de ADN a partir de hojas jovenmes v hojas adultas. Se
g de

N
2
jo—

! =
comprobd que con

a

orimeras se obtenia un mavor rendimiento de ADN vy que este era

4
¢

b

1

mejor calidad. Estos resuliados se analizarn con mas detenimiento en el apartado 2.4 de

cuantificacion del ADN.
3.1.2. Preparacién del Material Vegetal.

Las muestras fueron tomadas de tejidos jévenes en crecimiento, procedentes del

campo de plantas madre. Para evitar posibles cambios metabolicos, las hojas eran recogidas

pt

por las mafianas antes de que la temperatura ambiental fuese superior a los 25°C (Aralsekar y
Parfitt, 1986). Las hojas eran revisadas para impedir que ningin insecto ¢ enfermedad pudiese
interferir y distorsionar los resultados. Rapidamente, se guardaban en bolsas de aluminic v se

congelaban al ser introducidas en un deposito que contenia Nitrogene |

se almacenaban en el congelador a una temperatura de -20°C hasta el momentc de la

extraccion.
3.1.3. Extracciéon del ADN.

El método de extraccién del ADN sigue el protocolo de Cheng et al. (1.997). Se

utilizan hojas jévenes como fuente de material vegetal y como tampén de extraccion el que se

describe a continuacion:

Tampén de extraccidn (para un volumen de 1 litro)

Peso molecular gramos/litro

*2% CTAB 364.,5 20g

*1,5 M NaCl 58,44 87,6g

* 20 mM EDTA 372,2 7,44¢g

* 100mM Tris, pH 8.0 121,1 12,1g

* 2% soluble PVP 4000 20g

* Agua a1 hitro

* 2% 2- Mercaptoethanol 30 ul por cadalZ ml de tampoén de extraccion.
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producios utilizados en el tampdn de exiraccidn:
- FElNaCl reduce la contaminacion por polisacaridos.
- EIEDTA (Acido etilendiaminotetracético) se utiliza como inactivador de nucleasas.

- FElICTAB (Bromuro de Ce etiltrimetil amoniobromuro) es un detergente que se utili
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reducir la contaminacién por polisacaridos. -

- BI PVP (Polivinil pirrolidona) es un polimero que tiene por finalidad evitar La oxidacion

de polifenoles.

- El mercaptoetanol es un antioxidante.

Ademas del fgampm de extraccion se utilizan otros productos, como somn:

£ 1 )

. Fl Cloroforme - Aleohol isoamilico (24:1), utilizado como disolvente organico

- Tampoén de lavado (10x, pH 8,0) formado por 3M de Acetato Sodico v 0,1M de Acetato
de Magnesio (214,5mw), utilizado para eliminar los restos de polisacéridos v de CTAB.

- Tampén TE formado por 10mi de Tris-Hel pH 8,0 v 1 mM EDTA, que se utiliza para

disolver el ADN.

El proceso de extraccién se realiza con material estéril (a una atmoésfera de presion

durante 20 minutos en un autoclave Autester modelo 437-G, Selecta).

Procedimiento.

1. Precalentamos el tampén de extraccion en bafio Maria a 65°C (modelo Tectron Selecta).

7 Se introducen las bolsitas con las hojas de las muestras (guardadas en el congelador a -
20°C) en una caja con hielo que las mantiene frias ¢ impide la degradacion.

3. Homogeneizamos lg de tejido con la ayuda de un mortero en presencia de nitrégeno
liquido, hasta conseguir pulverizar el material vegetal. Evitando que se descongele se
introduce répidamente en un tubo de centrifuga de 50 ml.

4. Afiadimos 12ml de tampén de extraccion CTAB, al que se le incorpora Como agemic
protector 30pl de 2- mercaptoethanol.

5 Tas muesiras se calientan a 65°C en bafio Marfa. Deben calentarse durante al menos 30
min (hasta 1hora), con suave agitacion cada 10 min. Pasado este periodo de tiempo se

formara una especie de papilla.
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6. Afiadimos 12ml del disolvente organico (Cloroformo-Alcohol iscamilico) y manualmente
lo agitamos vigorosamente con la mano hasta formar una emulsion.
7. Al dejar reposar el tubo, en la zona inferior permanece el cloroformo-alcohol isoamilico

!i’

con proteinas, lipidos v azucares disuelos. En la zona superior queda el tampon CTAB
con el ADN disuelic y divérg@s contaminantes como protefnas, azicares, pigmenios y
ARN en menor proporcién. Seguidamente centrifugamos a 4.000 rpm durante 10 min

§. Después de la centrifugacion, se pueden observar 3 fases: una fase acuosa superior en la
que se encuentra el CTAB, el ADN y los contaminantes; una fase sélida intermedia, en la
gue aparecen células v paredes de celulosa; v una fase acuosa inferior con el cloroformo-
alcohol isoamilico.

9. Transferimos la fase acuosa a otro tubo v afiadimos 50ul de RNAsa. Incubamos a 37°C
durante 1 hora y después precipitamos con etanol 95% frio (2,5 volumenes). Al afiadir

etanol el ADN precipita

P
o)
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e mezclan cuidadosamente las dos fases balanceandolas durante unos minutos. Este

formacién de madejas de ADN. Cuando esto se

sacamos con ayuda de una pipeta Pasteur y las transferimos a un Eppendorf.
Los siguientes pasos permiten la disolucion, lavado y proteccion del ADN.

11. Una vez tenemos las madejas de ADN en los tubos Eppendorf, y en presencia de 75%
etanol, afiadimos 1X tampén de lavado e incubamos el tubo en hielo durante 1 hora.

12. Centrifugamos a 4.000 rpm durante 2-3 min

13. Dejamos escurrir el liquido colocando los tubos Eppendorf abiertos y boca abajo. Las
madejas de ADN se quedan pegadas a las paredes del tubo y no se caen. Posteriormente
lavamos el precipitado con 75% etanol. Seguidamente eliminamos el liquido y dejamos
escurrir durante unos 10 minutos.

14. Finalmente disolvemos el ADN en tampén TE estéril a pH 8,0 (10mM de Tris-Hel y 1
mM EDTA). Bl Tris disuelve el ADN y el EDTA lo protege de las nucleasas.
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3.1.4, Cusntificacion del ADN.

La concentracion de ADN del extracio original se determiné utilizando wun

espectrofotometre modelo GeneQuant (Amersham Pharmacia Biotech). El instrumento mide

muestras de RNA y DNA en cubetas de UV a 230nm, 260nm, 280nm v 320nm
simultdneamente. Después de la lectura de cada muestra la informacién se almacena y se usa
en calculos hasta que se tome la lectura siguiente.

En este trabajo se han leido las absorbancias de cada extraccién a 230, 260 y 280 nm.
La lectura a 230nm nos da una idea de los carbohidratos existentes, la lectura a 260nm hace lo
pmpﬁ@ refiriéndose a los 4cidos nucleicos v a 280nm obtenemos informacién sobre la cantidad

¢ proteinas

Este aparato se utiliza para comprobar la pureza de la extraccién. Consideramos que
en el ADN limpio la relacién Azeo / Azse ha de ser del orden de 1,7 (enire 1,7-2). Segtin Cheng
et al. (1997), una relacién por debajo de 1,7 nos indicard que la muesira esta contarminada por
protefnas, aunque lo realmente importanie es que las lecturas 2 230nm y 280mm sean
parecidas, v que la densidad Gptica 2 260nm tenga un valor superior a las anteriores. Si se
realizara una representacion grafica de las absorbancias medidas para cada extraccion, deberia
aparecer una especie de campana de Gauss. El punto méximo deberia estar representado por
la DO260 y los valores minimos por las lecturas obtenidas a 280nm y 230nm.

Como ya se ha mencionado anteriormente, se utilizaron hojas jovenes y adultas para
comprobar la calidad de las extracciones. Con las hojas jévenes la relacién existente entre las
absorbancias medidas a 260nm vy 280nm (ratio), es més alta que la obtenida con hojas adultas.
Este resultado nos confirma la mejor calidad del ADN de hojas jovenes. Ademds el
rendimiento obtenido con las hojas j6venes es superior (Cuadro 4).

En este experimento también puede observarse que con las hojas adultas la densidad
6ptica a 230nm obtiene valores més altos que el resto de absorbancias. Este resultado no

aconsejaria la posterior utilizacion del ADN extraido.
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Cuadro 4. Valores de absorbancia, relacién 260/280 y concentracién obienida.

Patron Volumen  Abs, 230  Abs. 260  Abs. 280 Relacion pg f ul
(ul) 260/280

Adesoto 101

Hojas adultas 600 0,910 0,535 0,499 1,192 0,224
PM 105 AD
Hojas adultas 300 $,403 0,342 0,267 1,480 0,230
Adesoto 101
Hojas jovenes 756G 0,671 0,964 0,667 1,603 0,789
PM 105 AD
Hojas j6venes 600 0,493 0,580 0,416 1,577 0,449

Antes de realizar la cuantificacién de las muestras, los Eppendorf que contienen los

@

SXLTAC e ADN deben agitarse suavemente con la ayuda de un vortex. Asi se favorece su
mejor homogeneizacién. A partir de la concentracién inicial del extracto se hacen diluciones,
utilizando agua destilada y estéril. Se busca una concentracién de ADN de 10ng/pl, que seré
la solucién normalmente utilizada en el trabajo.

En los siguientes cuadros aparecen las lecturas de las absorbancias, indices y

concentraciones de las extracciones para cada grupo de patrones estudiados.
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Cuadro 5. Valores de absorbancia, relacion 260/280 y concentracién obtenida en hibridos

almendro x melocotonero.

Patrém Volumen Abs. 230  Abs. 260  Abs. 280 Relacion ng / ul
(#h , 260/280

Adafuel 380 1,024 1,759 0,994 1,731 1,384
Adarcias 380 1,623 2,417 1,597 1,669 2,045 *
GF 677 480 1,559 2,254 1,458 1,658 2,005
GF 557 380 1,079 1,694 1,058 1,752 1,483
Cadaman 400 1,090 1,641 1,016 1,698 1,521
Barrer 500 0,841 1,331 0,828 1,736 1,186
Nemaguard 600 1,005 1,498 0,898 1,830 1,322
Nemared 450 1,478 2,160 1,387 1,738 1,821
Albatarrech 450 2,077 2,455 1,082 1,277 2183
Calanda 550 1,747 2,351 1,664 1,506 2,044
Alcafiiz 480 1,791 2,402 1,702 1,540 1,998
Herce 5 500 2,096 2,678 1,980 1,437 2,298 *
Tauste 500 1,922 2,426 1,809 1,399 2,163 *
Caspe 500 1,793 2,488 1,731 1,497 2,281
* Se corrige la concentracion afiadiendo TE (era demasiado alta).

Adarcias 580 1,651 2,352 1,608 1,626 1,934
Albatarrech 650 1,513 2,280 1,487 1,612 2,088
Herce 760 1,596 2,188 1,496 1,569 1,907
Tauste 700 1,544 2,376 1,486 1,705 2,152

)
<
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Cuadro 6. Valores de absorbancia, relacion 260/280 v concentracion obtenida en cirvelos de

crecimiento rapido.

Patron Volumen Abs. 230 Abs. 260  Abs. 280 Relacién pg { pal
(uh) 260/280

Adara 400 2,036 2,788 2,01 1,563 2,134 ¢
Ademir 300 0,689 0,980 0,617 1,816 0,800
Mircbolan 713 450 0,667 0,993 0,609 1,835 0,843
Miral 3278 450 1,477 2,143 1,385 1,656 1,912
Mirobolan B 200 0,506 0,785 0,482 1,830 0,668
Mirobolan 29C 300 1,439 2,077 1,337 1,696 1,802
Myrocal 450 1,122 1,594 1,016 1,803 1,298
Mirobolan GF 450 1,352 1,047 1,250 1,730 1,652
Ishtara 450 0,743 0,976 0,654 1,736 0,759
Fereley-Jaspi 450 1,241 1,830 1,102 1,781 1,650
Mariana GF 8-1 450 1,073 1,630 1,017 1,799 1,381
Mariana 2624 450 1,752 2,558 1,728 1,623 2,160
* Se corrige la concentracion afiadiendo TE (era demasiado alta).

Adara 600 | 1,349 2,064 1,301 1,771 1,754
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Cuadro 7. Valores de absorbancia, relacion 260/280 y concentracion obtenida en ciruelos de

crecimiento lento.

Patrém

Volumen Abs. 230  Abs. 260 Abs. 280

pg/pl

Adesotol01
PM 105 AD
PM 137 AD
PM 150 AD
Puebla Soto 67
Monpol

San Julidn A
GF 655/2
Constanti 1
Brompton
Torinel

Tetra

Damas GF 1869
Ishtara

* Se corrige la concentracidn afiadiendo TE (era demasiado alta).

Montizo
G

4

655/

e

(D)

300 1,064 1,159 0,833
300 1,442 1,738 1,183
300 1,019 1,133 0,812
450 1,429 2,005 1,301
450 1,529 1,582 1,145
450 1,453 1,989 1,343
450 2,088 2,679 926
450 1,588 1,906 1,333
400 1,585 2,189 1,463 -
450 2,271 2,543 2,032
300 1,614 2,071 1,420
450 1,268 1,591 1,074
450 1,744 2,414 1,667
450 1,009 1,35 0,860
450 1,195 1,462 1,004
450 0,743 0,976 0,654

600 1,645 2210 1,507
600 1,814 2,447 1,709

Lad
N3
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Ademas de cuantificarlo, analizamos la calidad del ADN extraido en un gel de agarosa
al 0,8 % (0,42g de Agarosa en 50 ml. de TAE). Se consigue asi comprobar su estado (alto
peso molecular, ADN sin degradar, ausencia de ARN) (Figura 1).

Figura 1. Analisis en gel de agarosa del 0,8% en el que se comprueba la calidad del ADN extraido. Los ADNs
analizados proceden de: (28) PM 105 AD, (37) Constanti, (38) Brompton, (39) Torinel, (40) Tetra, (41) Damas
GF 1869, (M) Marcador.

800

33
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3.2. METODOS.

] o g

2.1, Reaccion de amplificacion.

Para facilitar la reproducibilidad y comparacién de los resultados de distintos ADNs

suele prepararse una “mezcla maesira” & “master mix”, cuyos componenies aparecen en el

3

cuadro 8.

Cuadro 8. Componentes de la mezcla maestra.

El tampoén de amplificacion (20mM (NH4)2804, 75 mM Tris-HCL, pH 8.8, 0,01%
Tween 20), fue suministrado por Advanced Biotechnologies Ltd. (Surrey, Inglaterra), al igual
que el Cloruro de Magnesio y el enzima. Los nucleétidos fueron suministrados por Amersham
Pharmacia Biotech (Barcelona, Espafia).

El enzima elegido para la amplificacién fue seleccionado tras una serie de
experimentos, en los que se comparaban enzimas perienecientes a diferentes empresas. Se
probaron los enzimas de Amersham Pharmacia Biotech (Barcelona, Espafia), Ecogen
(Barcelona, Espafia) y Advanced Biotechnologies (Surrey, Inglaterra), siendo este altimo el
elegido (Figura 2).

También se realizaron diferentes pruebas o experimentos para determinar cuales eran
las concentraciones mas adecuadas de Cloruro de Magnesio. Se ensayaron reacciones con
concentraciones 1,5 mM, 1.9mM v 3mM, siendo la segunda la que mejores resultados

mostrd. (Figura 3)



Material y Métodos

Figura 2. Experimento en el que se prucban 3 enzimas de diferentes casas comerciales v dos tbos de
diferentes espesores. Los enzimas utilizados pertenecen a | (A) Advanced Biotechmologies (Surrey,
Inglaterra), (E) Ecogen (Barcelona, Espafia) y (P) Amersham Pharmacia Biotech. F vy G indican el espesor
del wbo, fino y greso respectivamenie. F1 ADN wutilizado en el experimenio perienece a los patrones

Adafuel (1) y Adarcias (2). El cebador utilizado es el AB10-08. M v B indican la posicidn del marcador v
de los blancos.

M AG1 AG2 B EG1 EG2 B PGl PG2 B AF1 AF2 B EF1 EF2 B PF1 PF2 B

800 bp

Figura 3. Experimento ¢n el que se prueban diferentes concentraciones de cloruro de Magnesio (1.5 mM,
1.9 mM v 3 mM). El ADN utilizado en este experimento pertenece a los patrones Adara (15) v Ademir (16).
El enzima utilizado es el de Advanced Biotechnologies v el cebador es el AB10-15.

1,5mM 1,9mM 3mM

800 bp

35
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Los cebadores fueron suministrados por Operon Technologies (Alameda, California)
kit F, asf como por Advanced Biotechnologies (Surrey, Inglaterra): kits 7, 9 y 10.

Para realizar las reacciones de amplificacién se disponia de dos tipos de mb@s; unos
finos y ofros gruesos, con una capacidad de 0,5 ml y 0,6 ml respectivamente. Se realizé un
experimento para comprobar que tipo de tubos PCR eran los mejores. Los primeros resuliaron
ser los que mejor amplificaban, dando bandas mas nitidas y claras (Figura 2).

A partir de la mezcla maestra se hacen alicuotas de 23pl, se afiaden ZW del ADN a
amplificar (10ng/pl) v una gota de aceite mineral (Sigma). Todo esto supone un volumen final
de 25ul. El aceite mineral impide que se evapore la muestra. Las mezclas maestras debido al
volumen que ocupan suelen prepararse en tubos del tipo Eppendorf.

Cuando la solucién completa méas el aceite se encuentra en los tubos de PCR, estos se
centrifugan para facilitar el desplazamiento de la solucién a la parte inferior del tubo. Se
realiza a unas 10.000 rpm durante 5 segundos.

Para la amplificacién de las muestras se utilizé un termociclador con wna capacidad
para 60 tubos de 0,5ml (modelo PTC-100 de MJ. Research Inc EE.UU).

El programa de amplificacién consta de una etapa previa de desnaturalizacién del
ADN (1 ciclo de 5 minutos a 93°C), seguido de 45 ciclos de amplificacion. En cada uno de los
45 ciclos nos encontramos una nueva etapa de desnaturalizacion del ADN, que tiene una
duracién de 1 min a 93 °C, otra de unién del cebador a 36°C durante 1 min y otra de
elongacién de la cadena a 72 °C durante 2 min La fase de elongacién se alarga durante 10 min
a 72°C para que las moléculas terminen de unirse y no quede ninguna sin completar.

Una vez terminados los 45 ciclos de amplificacion, el programa finaliza con una fase

de conservacién de los productos amplificados a 4°C.
3.2.2. Separacién electroforética.

Los RAPDs se separan mediante electroforesis horizontal empleando como soporte
geles de agarosa.

La electroforesis es eficaz como técnica analftica v preparativa. Permite por una parte
Ja separacién, identificacion y calibrado de fragmentos de DNA o de RNA y por otra, puede
ser utilizada para la purificacién de DNAs especificos. En la electroforesis el efecto de tamiz

molecular del gel es el principal factor de separacion ya que la relacién carga/masa es
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practicamente la misma para todos los polinucledtidos. El DNA lineal de doble cadena v el
RNA en condiciones desnaturalizantes cargados negativamente se desplazardn hacia el catodo
al ser sometidos a un campo eléctrico. Su velocidad de migracién serd inversamente
proporcional al logio de su peso molecular. La comigracién de marcadores de peso molecular

’
a

conocido permite calibrar el tamafio de los fragmentos analizados. La porosidad del gel serd
una caracteristica a fener en cuenta para un correcto analisis. Existe una relacion lineal entre
el logio de la movilidad electroforética del DNA y la porosidad del gel que se refleja en el

cuadro 9.

Cuadro 9. Porcentajes de agarosa ¢ intervalos de separacion.

Porcentaje de agarosa en el gel Intervalo de separacién
0,3 % 60-50 Kb
1,2 % 6-0,4 Kb
1,5% - 4-02Kb
2% 2- 0,1 Kb

La velocidad de migracion también dependers de la estructura de la molécula. Ademas
el voltaje regula la corriente, por lo que la velocidad de migracién de los fragmentos de DNA
sera proporcional a la diferencia de potencial existente.

En este trabajo se han utilizado dos tipos de agarosa (especificas para separar
fragmentos de pequefio tamafio), pertenecientes a diferentes casas comerciales. Durante el
cribado de cebadores se utilizé la agarosa NuSieve GTG (FMC,USA). Para separar los
patrones utilizados en el trabajo se eligio la agarosa MS-12 (Pronadisa, Espafia). Estas
agarosas separan fragmentos de ADN inferiores a 1500 bp, siendo esta la zona que interesa
estudiar por ser la mas estable.

La concentracién de agarosa utilizada fue del 2%, ya gue permite una separacién
mayor de las bandas asi como una mayor resolucién de las mismas.

El gel se prepara cinco horas antes de la eleciroforesis, ya que debe permanecer ese
tiempo en el frigorifico para aumentar su consistencia. Los geles se rompen con facilidad si

no se actiia de esta forma.

oS
~3
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Los geles se preparan de la siguiente forma:

1. Se calientan hasta ebullicién 6 g de agarosa con 300 ml de 1XTAE en un erlenmeyer,
tapando la boca del mismo con un trozo de parafina agujereado que impide una
evaporacion excesiva. El 1XTAE se obtiene a partir de una dilucién de SOXTAE (121 g
TRIS, 28,55 ml de Ac. Acético Glacial, 50 ml 0,5M EDTA y 300 ml H20, ajustando a pH
8,0 y volumen 500ml).

2. Cuando la agarosa esta disuelia se enfria con agitacion hasta 60°C. Se u‘irﬂma para ello un
agitador magnético. Con esta operacion se evita la formacion de grumos.

3. Seguidamente se vierte la agarosa en un molde de metacrilato. En el molde estén
colocados los peines que haran posible la formacion de los pocillos. Cada peine da lugar a

.

22 pocillos. Debemos e
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s en el gel que pudiesen
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influir en la separacion posterior.

4. Finalmente se deja polimerizar la agarosa aproximadamente 20 min v se introduce en el
frigorifico.
Cuando el gel ha pasado unas horas en el frigorifico (4-5 h) se saca y se deja unos

minutos a temperatura ambiente. Después se introduce en la cubeta de electroforesis GNA
200 Pharmacia, que contiene 1XTAE. El tampén de electroforesis debe cubrir totalmente el
gel. La electroforesis la realizamos a 65-70 voltios con refrigeracion de agua. Gracias a la
refrigeracion con agua se consiguen bandas mas claras y mejor definidas, impidiendo el
calentamiento del gel. La fuente de alimentacion utilizada pertenece a la casa Pharmacia.

Para dar mayor consistencia a las muestras amplificadas y poder visualizar el frente de
electroforesis en el gel, se mezclan las muestras con un colorante. Se afiaden entre 1y 2 pl de
Loading Buffer (0,25% de bromophenol azul, 0,25% de xylenecyanol FF, 30% glycerol en
agua) en el tubo de PCR y se mezclan con la muestra amplificada utilizande una pipeta de 200
ul. Sobre el gel polimerizado se cargan 23pl (muesira amplificada + loading buffer).

Para poder conocer el tamafio de los fragmentos amplificados, se rellena uno de los
pocillos con 15 pl del marcador de peso molecular conocido. Se utiliza el marcador “100
Base-Pair Ladder” suministrado por Pharmacia Biotech (Barcelona, Espafia), cuya solucién se
prepara de la siguiente forma: 98 pl de agua destilada y estéril, 2 ul de SO0XTAE, 8 ul de
loadding buffer v 12 pl de stock (1pg/pl en TE buffer). La electroforesis tiene una duracién

de unas 5 horas a 60 voltios.
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3.2.3. Timcién del gel.

Cuando la electroforesis ha finalizado, se sumerge el gel en una solucién de Bromuro
de Etidio (0,5 pg /ml) durante 20-30 min en oscuridad y con agitacién. Pasado esie tiempo, Ia
solucién de Bromuro de Etidio se pasa a un frasco de almacenamiento para su utilizacién
posterior. El gel se lava con agua destilada durante 15-20 min v se observa sobre un
transiluminador de luz ultravioleta. Asi, podemos observar si se ha producido amplificacién y
si el gel estd suficientemente tefiido.

El Bromuro de Etidio es un producto altamente mutagénico, que ha de manipularse
con mucha precaucién tanto su solucién stock como las soluciones que lo contengan. La

4

manipulacién deberd hacerse con guantes v en caso de contacto accidental se lavard con

abundante agua.
3.2.4 Conservaciéon de los perfiles electroforéticos.

Los perfiles electroforéticos que aparecen en los geles no pueden mantenerse durante
mucho tiempo. Las bandas pierden intensidad y acaban por desaparecer. La forma mas facil
de conservacion es la fotografia (Polaroid 665 blanco y negro con negativo), sobre la que se
llevard a cabo el estudio posterior de los perfiles.

Las fotografias deben realizarse en una habitacién oscura. Se coloca el gel sobre el
transiluminador y los perfiles electroforéticos dentro del campo fotografico. Se hace la

fotografia cuando las bandas se vean claras y nitidas. La camara utilizada es una Polaroid
modelo MP- 4.

3.2.5 Disefio experimental.

Con este trabajo se busca profundizar en la caracterizacién molecular de patrones
frutales. Asimismo, se realizara un estudio de similitud entre los diferentes patrones,
pertenecientes a diversas especies del género Prunus.

Se realizard en primer lngar un barrido de cebadores, aplicado a 6 patrones obtenidos
en Aula Dei. Los patrones elegidos son: Adafuel (Cambra, 1990) v Adarcias (Moreno y

Cambra, 1994) hibridos almendro x melocotonero, Ademir (Moreno et al, 1995) y Adara
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(Moreno et al., 1995) ciruelos de crecimiento rapido, Adesoto 101 (Moreno et al, 1995) vy PM

105 AD (Moreno et al, 1990) ciruclos de crecimienio lento. La eleccién inicial de estos

pairones se debe a que han sido seleccionados en la EEAD y por ello se dispone de bastam
informacion sobre Ademés representan los ires grupos de patrones a estudiar

T

El trabajo con ADN se divide en dos partes:

12 Parte: Cribado v seleccién de cebadores.

2) Se lleva a cabo el barrido con 80 cebadores, aplicados sobre los patrones inicialmente
elegidos.

Ly € SN IG PSR, o Q| i o v ™
b) Se hace une seleccion de los cebadores gue presenta o polimorfismo

[N
9
o0
[
c-%
, =

Reacciones de amplificacién con los cebadores elegidos.

Y T

Con los cebadores elegidos (Cuadro 1Q) se realizan estudios de caracierizacién v similitue

O\

Cuadro 10. Cebadores elegidos y secuencia de los mismos.

Cebadores Secuencia Cebadores Secuencia
OPF-08 GGGATATCGG AB9-14 AGCCGGGTAA
AB7-14 GAACGAGGGT AB9-20 GAGTCCTCAC
AB9-06 GGGAACCCGT AB10-07 GACGAGCAGG
AB9-18 TGTCCTGCGT AB10-17 ACTTCCGCGA
AB10-03 ACGGTTCCAC OPF-20 GGTCTAGAGG
AB10-06 GGCGCGTTAG ABT-11 CAATCGGGTC
AB10-10 CCCGTCTACC AB9-01 ACTCCACGTC
QPF-03 CCTGATCACC ABI0-01 CACACCGTGT
OPF-17 AACCCGGGAA AB10-02 GTCCTCGTGT
AB10-08 GGCTGCCAGT AB10-05 GTCACCTGCT
ABT-03 TCTCGCCTAC AB10-11 ACCGTGCCGT
ABS-07 TCGCTGCGGA
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Solo se tuvieron en cuenta las bandas més claras e intensas. Las bandas débiles

(@]

mconsistentes se descartaron para el andlisis. Las bandas RAPDs se evaluaron como "1" s

=y

estaban presentes y como "0" en caso de ausencia. Las bandas que no dieron ningtn

polimorfismo también fueron tenidas en cuenta en el andlisis de datos. Las bandas se

nombraran de la siguiente forma: 4

1. En primer lugar aparece la abreviatura de la empresa que ha suministrado el cebador,
"AB" si es Advanced Biotechnologies (Surrey, Inglaterra) y "OP" si se trata de Operon
Technologies (Alameda, California).

2. En segundo lugar aparece el mimero ¢ letra de Kit utilizado,

3. Entercer lugar se nombra el cebador correspondiente.

4. En cuarto lugar se indica el tamafio, en pares de bases (pb), de los fragmentos

Empresa Kit Cebador Tamafio

AB - 10 - 06 - 180

Para el analisis de similitud genética se utilizd el programa de taxonomia numérica
NTSYS version 1.80 (Rohlf, 1995) v se aplico el coeficiente de asociacion de Dice (Nei Li,
1979). El estudio de similitud de las matrices obtenidas fue analizado con el programa Mantel
matrix-correspondence test (Mantel, 1967). Para la construccion del dendrograma se utiliz6 el
ligamiento promedio, a través de la media aritmética no ponderada UPGMA (Unweighted

pair group method using arithmetic averages).
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Resuliados y Discusion

e

n este trabalo se ha abordado Iz caracterizacidn 1 ite RAPDs de los patrones
3] I

‘ffj

frutales seleccionados en la EEAD, conjuntamente con patrones obtenidos en ofros ceniros de

investigacion (Cuwadros 1, 2 y 3). Con este estudio se pretende evaluar el gradoe de

i 4

- ot ea e et Al e mn e o] A
po oliny ONes ¥ anaizar estadisticamente su mve: e

similitud.

4.1, REPRODUCIBILIDAD DE LA TECNICA RAPD.

La valide la técnica y por tanto de los resultados con elia obtenidos, depende de la
repetibilidad de la misma.

m g PR
rara COnoCer Siias

dos extracciones diferentes. En la primera extraccién se utilizaron hojas jovenes de los

s (Moreno vy Cambra,1994), Ademir (Moreno et

('/ )

patrones Adafuel (Cambra, 1990), Adarcia

al,1 a (Moreno et al,1995), Adesoto 101 (Moreno et 2L,1995) v PM 105 AD
(Moreno et al.,1990), recogidas en 1997. En la segunda exiraccién se utilizaron los mismos

patrones pero las hojas fueron recogidas en 1998. En este trabajo hemos observado que, una

vez optimizadas las condiciones de reaccidn y manteniéndolas estrictamente se puede
conseguir una buena reproducibilidad intralaboratorio, como ya habia sido apuntado por
Grando et al. (1995) y Moreno et al., (1995). Por otro lado, también hemos observado que la
reproducibilidad aumenta si se tienen en cuenta s6lo las bandas méas intensas, lo cual vendria a
certificar los trabajos realizados por Skroch y Nienhuis (1995). Estos investigadores
demostraron que cuando no se tenian en cuenta las bandas debilmente amplificadas la
reproducibilidad pasaba de un 76% a un 83-96%. Asimismo, la preseleccidn de los cebadores

(Barrido de cebadores), ayuda a mejorar la reproducibilidad.
4.2. BARRIDO DE CEBADORES.

E1 barrido tiene como misién encontrar cebadores que den amplificaciones de calidad y

que, al mismo tiempo, revelen polimorfismos claros. Se pretende hacer una preseleccion de los

E

cebadore riormente en los experimentos

N
3

[ .
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P e ] on 80 T T W b4 T ot T &
Se ha realizado un barride con 80 cebadores, correspondientes a los Kits F de Op

eron
Technologies (Alameda, California), v los mimeros 7, 9 v 10 de Advanced Biotechnologies
Lid. (Surrey, Inglaterra). El barrido se realizé sobre seis patrones perienecientes a ires grupos
diferentes. Los patrones elegidos fueron Adafuel (Cambra, 1990) y Adarcias (Motenc y
Cambra, 1994) pertenecientes al grupo hibridos almendro x melocotonero, Ademir (Moreno et
al., 1995) y Adara (Moreno et al., 1995) ambos ciruelos de crecimiento rapido v Adesoto 101
(Moreno et al., 1995) y PM 105 (Moreno et al., 1990) los dos ciruelos de crecimiento
lento.

La extraccién, amplificacion y separacion electroforética del ADN ha sido descrita
anteriormente en Material y Métodos.

De los 80 cebadores utilizados, 47 resultaron polimdrficos entre Adafuel (Cambra,
1990) y Adarcias (Moreno y Cambra, 1994), 42 cebadores lo fueron entre Ademir (Moreno et

al., 1995} v Adara (Moreno et al., 1995), v solo 32 cebadores fueron

» 101 (Moreno et al., 1995) y PM 105 AD (Moreno et al., 1990). Por ofro lado, 22
cebadores revelaron polimorfismo entre los 6 patrones y 4 cebadores no amplificaron.

En las figuras 4 v 5 se muestran ejemplos del barrido de cebadores. En el anexo n° 3 se
presentan los cebadores polimérficos v los que no lo son, asi como los que no amplifican.

Una vez realizado el barrido, se puede tener una idea de cuales pueden ser los
cebadores que generan un mayor nimero de bandas polimérficas y cuales son los que mejor
amplifican. Para facilitar la lectura eligiremos cebadores que amplifiquen pocas bandas.
Asimismo, las bandas no deberan ser débiles ni inconsistentes pues pueden dar lugar a mayores
errores y falta de repetibilidad.

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, se eligieron 7 cebadores que
permitieron evaluar la diversidad genética existente entre los 41 pairones. Ademas de los
cebadores anteriores, se utilizaron otros que permitieron completar el estudio de los patrones
dentro del grupo en el gque previamenie se habian integrado. Se consigue asi evaluar cada

patron de dos formas diferentes:

1. Con el conjunto de patrones, andlisis enire grupos.

5

. Dentro del grupo al que pertenece, andlisis deniro del gr

b



Resultados vy Discusion

Figura 4. Patrones de bandas RAPDs obtenidas con los cebadores AB10-05 (izq.) y AB10-
06 (der.), durante el cribado de cebadores.

1 Adafuel

2 Adarcias

15 Adara

16 Ademir

27 Adesotol01
| 28PM 105 AD
M Marcador

Blanco
800 bp

Figura 5. Patrones de bandas RAPDs obtenidas con los cebadores OPF-19 (izq.) y OPF-20
(der.), durante el cribado de cebadores.

M 1 2 15 16 27 28 B M 1 2 15 16 27 28 B

800 bp
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Para realizar el andlisis entre grupos, se deben comparar los resultados de los tres

3

grupos amplificados con un mismo cebador. Para saber si dos bandas eran iguales se debian

1

superponer las fotografias, lo cual acarreaba dificultades. Por ello, en el analisis entre grupos,

o 1, 1

se desechar deraron bandas claras v legibles en los ires grupos.

4

4.3. ANALISIS ENTRE GRUPOS.

Algunas especies del subgénero Prunophora hibridan facilmente entre ellas mismas y

con las del subgénero Amyedalus (Ramming v Cociu, 1990), produciéndose hibridos
/ J 3 )7

interespecificos con relativa facihidad. Este hecho, favorecido por la presencia de sistemas de
autolncomp s taxondmicos, ya que los limites entre especies son

confusos v no estén claros. Ademés, en muchas ocasiones los parentales son desconocidos

T

Estos factores, junio con la actual tendencia 2 la produccién de hibridos interespecificos,

Tentes espec

dentro del

/\,

e forman parie de

detallandose sus caracteristicas morfologicas v agrondmicas mas importantes.

4.3.1. Polimorfismo generado por los RAPDs en el analisis entre grupos.

Para el analisis de los 41 patrones se llevaron a cabo reacciones de amplificacién con
cada uno de los 7 cebadores elegidos.

Con los 7 cebadores utilizados en el analisis enire grupos se obtuvo una matriz formada
por 75 bandas, de las cuales 5 eran monomorficas. El numero de bandas por cebador varia
desde 7 bandas, obtenido con los cebadores AB9-18 v AB10-06, hasta un méximo de 15
bandas reveladas con los cebadores AB7-14 y AB10-03 (Cuadro 11).

De los 70 marcadores polimorficos, 5 son Gnicos, exclusivos de un determinado patrén

v 7 son compartidos Ginicamente por dos patrones a la vez (Anexo n°4).
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que aparecer.

Cebador Rango (bp) Bandas
OFF-08 450-2100 i3
ART-14 260-1800 15
ABY-06 300-1700 9
AB9-18 270-1500 7
AB10-03 420-2200 15
AB10-06 180-1300 7
ABIG-10 470-1806 9

TOTAL 75

Los patrones que se engloban dentro del subgénero 4Amygdalus pueden diferenciarse

1ol rectn de natrones el Ay ce S Geetan
del resto de pairones estudiados, va que se iden sefan los hibridos
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650}, Asimismo, los patro

entro del subgénero
Amygdalus muestran ausencia de banda en el marcador OPF08-1150, algo que no ocurre con
el resto de patrones del estudio. Se observaron bandas que compartian todos los ciruelos de
crecimiento lento y rapido. Sin embargo, no fue posible encontrar bandas que sbélo
perteneciesen al grupo de Mirobolanes-Marianas o al grupo de ciruelos de crecimiento lento.

Este resultado corrobora la hipdtesis de Crane y Lawrence (1952) que sugiere que las especies
hexaploides P. insititia y P. domestica tendrian un origen hibrido entre P. spinosa (tetraploide)
y P. cerasifera (diploide). Por otro lado, algunas bandas RAPD estan presentes en los ciruelos
de crecimiento lento v en algunos patrones hibridos almendro x melocotonero. Como se ha
dicho anteriormente, algunas especies del subgénero Prunophora hibridan facilmente con el
subgénero Amygdalus (Ramming v Cociu, 1990) v la existencia de bandas comumes podria

confirmar posibles relaciones entre ambos subgéneros.

S
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T

4.3.2. Relaciones genéticas generadas por los RAPDs en el anslisis entre grupos.

o
&

Para conocer la similitud genética entre los diferentes patrones, a la matriz basica de

i
datos (Anexo 1n° 4) se le aplica un “coeficiente de similitud,” obieniendose la “mairiz de
similitud” correspondiente, que reflejard el parecido enire cada par de patrones estudiados

(C’d&dﬁ@ 12)‘? El coeficiente de similitud uiilizado es el de Neai v Li 5(1&; ] 9) La media de
stmilitud enética enire pares de patrones es de 0,53, v varia desde 0,27 entre Cadaman v
k 2
k b H 5

Torinel a 1,00 enire Adesoto 101 y Alguazas.

El “analisis de agrupamiento” de los patrones se realiz6 a partir de la matriz de similitud

(Cuadro 12), aplicando el ligamiento promedio (UPGMA) a través del programa SAHN de

NTSYS, obieniéndose el dendrograma presentado en la figura 6. Los dendrogramas pert
apreciar mejor las distancias existentes enire patrones gue aparecen en extremos de la
clasificacién (Sneath v Sokal, 1973).

No obstante, para observar de forma mas

entre los diferentes grupos, se empled el analisis

analisis de coordenadas principales sobre la matriz de similitud g@n@f@ dos ejes claramente
significativos, que explicaron un 32% v un 16% del total de la varianza respectivamente.

Si se observa el dendrograma (Figura 6) se ven dos grupos perfectamente definidos, un
grupo formado por los patrones que podrian englobarse dentro del subgénero Amygdalus vy
otro formado por los patrones que podrian englobarse dentro del subgénero Prunophora.

El primer grupo incluye a los patrones que tienen como uno de sus parentales el
melocotonero. Este grupo queda a su vez dividido en dos subgrupos, que corresponden por
una parte a los hibridos P. amygdalo-persica y por otra a los hibridos P. persica x P.
davidiana.

Dentro del subgrupo de los P. amygdalo-persica, nos encontramos las obtenciones de
la EEAD (Adafuel, Adarcias, Albatarrech, Calanda, Alcafiiz, Herce 5, Tauste v Caspe)
conjuntamente con los patrones franceses GF-677 y el GF-557. Los patrones con un nivel de
sirilitud mas alto son Calanda y Tauste (0,90). En este subgrupo el patrén que difiere mas de

los restantes es Adarcias. Esto puede observarse tanto en el dendrograma como en el andlisis

g
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ma aparecen divididos. Por una parte, Cadaman v
Barrier patrones seleccionados en Europa y por ofro, Nemaguard y Nemared seleccionados en
Estados Unidos. Los primeros forman un conjunto con un nivel de similitud de 0,80; mientras
que fos segundos llegan a un valor de 0,91 ¢l mas alio de los niveles de similitud deniro de los
patrones pertenecientes al subgénero Amygdolus. Nemaguard y Nemared poseen un marcador
tnico (OPF08-560). En el analisis del grupo hibridos almendro x melocotonero, ”“’“‘IEU@M,E emos
con mas detenimiento estos patrones. Asimismo, sus caracteristicas morfologicas v
agrondmicas, al ignal que las del resto de patrones, son descritas en el Anexo n° 2

El segundo grupo (subgénero Prunophora), incluye tanio a los cirvelos de crecimiento

rapido como a los ciruelos de crecimiento lento. Ambos aparecen formando agmp@@i@m@g

diferentes (Figura 6). Dentro de los pr

incluyen principalmente los Mirobolanes o 7.

cerasifera, asi como los Mariana o P. cerasifera x P. munsoniana. Por otro lado, en los

\*\J

Sl ] - o et e ot . D TP
ciruelos de crecimiento lento aparecen reflejados los patrones P. domestica v los P. insititia.

Dentro de los

ento rapido los patrones Adara, Ademir, Mirobolan
13AD, Myrocal, Mirobolén GF 3-1 y Mirobolén B, forman va grupo separado del formado
por los patrones Mariana GF 8-1, Mariana 2624 y Mirobolan 29C. Los patrones Miral e
Ishtara aparecen maés distanciados, sin formar parte de ningin comjunto (Figura 6). Este
distanciamiento puede observarse mejor en el Analisis de coordenadas principales (Figura 7).

Los 6 patrones nombrados en primer lugar son, segin la clasificaciéon boténica, P.
cerasifera, a excepcidn del Mirobolan GF 3-1 (P. cerasifera x P. salicina). El patrén
Mirobolan 29C, clasificado como P. cerasifera, aparece muy unido a los Mariana GF 8-1 y
Mariana 2624. Ademas estos tres patrones poseen dos marcadores Gnicos como son el AB9-
06-1200 y AB7-14-750 (Anexo n°4). En el anélisis del grupo Mirobolan-Mariana se hablara
con més detenimiento de estos patrones.

Si se considera la clasificacion botanica v las caracteristicas agronémicas, los patrones
Fereley-Jaspi, Isthara y Miral, todos ellos hibridos interespecificos, son los patrones que
difieren en mayor grado dentro de este grupo.

En el andlisis entre grupos, Fereley-Jaspi (P. japonica x P. spinosa), se encontrd
siempre en el grupo de los ciruelos de crecimiento lento. Aungue si observamos el

dendrograma del ruede ver como esta inclusion se dio

siempre con el nivel de agre n mas bajo. Como puede apreciarse en el analisis d

f!)

o
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ordenadas principales

W
/f\

Figura 7), Fereley-Jaspi ocupa una posicion intermedia entre los dos
grupos de cirnelos. Ademas la media de similitud genética con los dos grupos es muy parecida.
Con los ciruelos de crecimiento lento es de 0,687 y con los Mirobolanes y Marianas de 0,633.

Taln oo v e waon Tl B S i IO S F ORI,
ismiara es un hibiioo Wlerespeciics Compieo, cuyo pa arental masculine es un

natural de P. cerasifera x P. persica (Renaud-et al.,1988). Ishtara posee una banda comin
(AB9-18-1500) a todos los patrones que se incluyen dentro del subgénero Amygdalus
(excepto con Adarcias). Esta banda no aparece en ningin Mariana, Mir b@ﬂén’@ ciruelo de
crecimiento lento. Esto podia confirmar la posible presencia de P.persica en su ascendencia.
Ademés en el andlisis de coordenadas principales (Figura 7), vemos a este patroén formando

parte de los ciruelos de crecimiento rapido pero separado del nticleo de Mirobolanes-Marianas,

v idenie hacia los Auoluwﬁkw del gub%@* ero A Vg observa el
dendrograma de los 41 patrones (Figura 6), se aprecia al patrén Ishtara L grupo de
ciruelos de crecimiento rapido pero sin formar parte de ningin conjunto v con un nivel de

agregacion bastante bajo.

]

7

Miral 3278 AD es un hibrido natural de parentales desconoc

. Sus caracteristicas
morfoldgicas se asemejan a las de los Mirobolanes, pero tiene algunas de ellas que recuerdan a
los almendros. Por todo ello, se cree que este patrén podria ser un hibrido interespecifico entre
P. cerasifera x P. amygdalus (M.A. Moreno, datos no publicados). El patrén Miral posee dos
bandas que no aparecen en los Mirobolanes y Marianas, pero que estan presentes en algunos
de los hibridos almendro x melocotonero, son las bandas: AB10-03-420 v OPF8-600. Por lo
tanto, el estudio o andlisis molecular apoyaria la hipétesis de ser un posible hibrido
interespecifico entre P. cerasifera y algunas de las especies del subgénero Amygdalus.

Como se ha dicho anteriormente, los ciruelos de crecimiento lento aparecen claramente
separados de los ciruelos de crecimiento rapido.

Si se observa la posicibn que ocupan los ciruelos de crecimiento lento en el
dendrograma, podemos ver como éstos aparecen divididos en dos grupos. Un primer grupo
formado por Adesoto 101, Alguazas, Puebla de Soto 67, PM 150 AD, Montizo, Brompton,
Monpol, Tetra y San Julidn A, y otro que engloba a los patrones PM 137 AD, San Julidan GF

655/2, PM 105 AD, Damas GF 1869, Torinel v Constanii 1.

e
Ny
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Si nos centramos en el primer grupo, podemos ver como Adesoto 101 v Alguazas

tienen el maximo nivel de similitud, con un valor de 1. Estos patrones son muy parecidos
(proceden de la misma region) y fueron prospectados con vistas a realizar una seleccion clonal

a eleccién de lag

el
[

A oIl e m o Ao RAT e R I T ol e e da w
de pollizos de Murcia. Debido al reducido nimero de cebadores utilizado y &

(@]

bandas mas claras, en este andlisis no existe ningln marcador que diferencie estos dos
patrones. En el andlisis de los ciruelos de crecimiento lento, al utilizarse més cebadores y un

ntimero mayor de bandas, aparecen marcadores que los diferencian. No @bgmm@, queda claro
que Adesoto 101, Alguazas, v Puebla de Soto 67 son ciruelos con unos niveles de similitud
muy altos. Estas relaciones de similitud podemos observarias tanto en el dendrograma (Figura

6), donde aparecen formando un conjunto, como en la matriz de similitud (Cuadro 12), en la

gue aparecen 10§ valores ¢ i\ estos tres patrones se les une postenornmente en el

dendrograma el patrén PM 150 AD.
Montizo v Monpol (Felipe, 1989) son patrones procedentes de la polinizacion libre del

Pollizo de Murcia v han sido seleccionados en el Departamento de Fruticultura del SIA

5

(Servicio de Investigacién Agroalimentaric) perteneciente a la Diputacion General de Aragon.

R

En el dendrograma aparecen agrupados respectivamente con Brompton y Tetra. El 0l
patrén en sumarse a este grupo es el San Julian A

Dentro del segundo grupo de ciruelos de crecimiento lento, cabe destacar a los
patrones PM 105 AD y Damas GF 1869, que forman un conjunto con un nivel de similitud de
0,86. Estos dos patrones se separan claramente del patrén Torinel que se une a ellos con un
nivel de similitud de aproximadamente 0,82. PM 137 AD y San Julian GF 655/2 forman otro
comjunto que se une a los tres pairones anteriores. El patréon Constanti 1 es el dltimo en
incorporarse.

Los patrones PM 105 AD, PM 137 AD y PM 150 AD, proceden de la polinizacién
libre de Pollizos (P. imsititia) v aparecen formando parte de grupos diferentes, lo cual podria
explicarse por la posible hibridacion de los pollizos originales, que actuaron como parenial
femenino, con otros ciruelos de crecimiento lento.

La media de similitud genética entre grupos dio valores muy bajos. El grupo que

pf@sm‘é:é mayores distancias con los otros fue el de los hibridos almendro x melocotonero, que

2
Ty

L
¢
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]

Mirobolanes-Marianas, vy de

7

3

con los ciruelos de crecimiento lento.

e

a media de similitud entre los do
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J

subgrupos del subgénero Prunophora fue relativamente grande, con un valor de 0,540.

Del anédlisis entre grupos se obtiene una clasificacién que co ncuerda con la obtenida a

[N

[

artir de las caracteristicas morfolégicas de los patrones.

[y

o rytrlieme 2l
ST dLulso S

‘. Este coeficiente relaciona una matriz que se obtiene a

7

5), el grado de

partir del dendrograma, con la matriz de similitud original. Segim Rolhf (19

0

ajuste enire dos matrices se puede interpretar subjetivamente como sigue: si Ea relacion es
mayor o igual a 0,9 el ajuste es muy bueno; si la relacién se encuentra enire 0,8 y 0,9 el ajuste
es bueno; si aparece un valor entre 0,7 v 0,8 se trata de un mal ajuste; y si el valor es inferior a

0,7 el ajuste es muy malo. El coeficiente de correlacién entre la matriz cofenética (desarrollada

grama) v la t

legitima el dendrograma obtenido a partir de la mairiz de similitud. Similares resultados han

i

btenidos en caracterizaciones de cirvelo (Ortiz et al,

mdo marcadores

El polimorfismo existente entre los patrones viilizados en este proyecio es grande. De
los 41 patrones que forman el analisis, se¢ han conseguido diferenciar 40 patrones utilizando
s6lo 7 cebadores. Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos por otros autores.
Graham v McNicol (1995) consiguieron separar 13 especies de Rubus en 3 subgéneros
utilizando 10 cebadores. Millan et al. (1996) lograron diferenciar 4 especies de rosa silvesire a
partir de 10 cebadores y 75 bandas (12 monomérficas) y Ko et al. (1998), diferenciaron 10

especies de violetas utilizando 13 cebadores y 56 bandas (3 monomoérficas).
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Asmygdolus

|
UM S—

Adafuel
Calanda
Tausic
Herce
Caspe

GF 557
Albatarrech
Alcafiiz
Adarcias
Cadaman
Barrier
Nemaguard
Nemared
Adara
Ademir

Mirob: 29C
Marniana GF &-1

P.omygdalo-persica

P.persica x P.davidiana

o Y .
FL.eerasijerd

P.cerasifera x P.munsoniana

Mariana 2624
Ishtara = P.cer-P.sal. x P.cer-P.per.
Miral 3278 AD— P.cerasifera x P.omygdalus

Prunophor

82

Fereley-Jaspi — Pjaponica x P.spinosa

Adesoto 101
Algnazas
Puebla Soto 67
PM 150 AD
Montizo
Brompton
Monpol
Tetra

San Julian A
Constanti
PM 137 AD
GF 655-2
Torinel

PM 105 AD

Pinsititia & P.domestica

Damas GF 186G F.domestica % P.spinosa

Figura 6. Dendrograma obtenido del andlisis entre grupos (41 patrones), utilizando 7 cebadores y el
coeficiente de similitud de MNeiy L1 (1979).
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IS DENTRO DE CADA GRUPQ.

La diversidad genética existente de € un misme grupo es otra caracterfstica a

ar €11 este tr ab

Se evaluaron 12 cebadores para los hibridos almendro ¥ melocotonero, 13 cebadores

para el grupo de ciruelos de crecimiento rdpido v 14 cebadores para los ciruelos m@@mmmw

T 5

08 bandas, lo cual equivale a una media de 9 bandas por cebador.

ndas por cebador varia desde 5 bandas, obtenidas con |

¥}

AB10-08 y AB7-03, hasta un maximo de 13 bandas reveladas con el cebador AB7-14 (Cuadro

13). Del total de bandas amplificadas, 88 son polimérficas, lo cual representa aproximadamente
un 82% v las restantes 20 son comunes a todos los patrones estudiados, lo que representa
aproximadamente un 18% del total.

De los 88 marcadores polimérficos, 23 son Unicos, exclusivos de un determinado
patron y 15 son compartidos tmicamente por dos patrones a la vez (Anexo n° 5).

Se obtiene un promedio de 50 bandas por patrén, siendo Adarcias el patrén que menos
bandas muestra (43 bandas) y los patrones GF-677 y Tauste los que mas bandas muestran (56)
(Anexo n° 5).

Se identificé un marcador que separaba los pairones P. amygdalo-persica de los P
persica x P. davidiana. Es la combinacién de dos bandas pertenecientes al primer AB10-08, en

las posiciones 1100bp v 1150bp.
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Cuadrol3. Cebadores utilizados en la caracterizacién de los hibridos almendro x
melocotonero, mimero de bandas v rango en el que aparecen.

Hibrides almendros x melocotonero

OPF-08
ABT-14 13
AR9-06 10
AB9-18 7
AB10-03 11
AB10-06 10
OPF-03 4£50-1600 11
OPF-17 400-1700 g
AB10-08 620-1150 <
ART-03 250-800 I
AR9-07 350-7 100 o

TOTAL 108

En las figuras 8 y 9 se pueden ver las amplificaciones obtenidas para los 14 patrones
hibridos almendro x melocotonero a partir de los cebadores OPF-03 y AB9-07
respectivamente. Con el cebador OPF-03 (Figura 8) se obtienen bandas especificas para
algunos patrones. De este modo, Calanda (10) muestra el marcador OPF03-450, el patrén GF
557 (4) exhibe el marcador OPF03-930 y Barrier (6) posee el marcador (OPF03-1220). Estos
marcadores podrian ser utilizados para diferenciar a estos patrones del resto de patrones del
grupo. Asimismo, este cebador presenta una banda que sélo poseen los patrones Cadaman (5)
y Barrier (6) (OPF03-800). Este marcador vendria a certificar la gran relacion existente entre
ambos, ya que se trata de patrones P. persica x P. davidiona obtemdos en Europa.

Con un ntmero minimo de cuairo cebadores se pueden diferenciar todos los patrones

de este grupo (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Combinacién de bandas de 4 cebadores que permiten diferenciar todos lo

patrones incluidos en el grupo hibridos almendro x melocotonero.

%@ 2 8 & ¢ = 8 & 8 2 & o 2
£ 2 £ g8 8§ AN S S S
Allzfuel 0o 1t 1t 1 0o o0 o0 g0 0 0B
Adlareias i 00 1o it 0 v 0o 0 1 nou
GF 677 g ¢ ¢ 1 o0 0 o 10 0 oo o1t
GF 557 g 0 1 1 1 ¢t 0 0 O 0 0 ¢ o000
Cadapnan g+ o o 0 C 0 0 0 00 10
Barrier 0 1 0 1t 0 6 0 0 G 0 0 0 10
Nemzguzrd A S T R O 1 R T R O
Wemared i 90 g 0 0 0 g 0 0 ¢ 1 0
Alhatarrech g ¢ ¢+t o 1 C 10 oo oo o 0o
(L7 1 S S+ S A U | N T A £ N N ¥
AR T D
o0 ¢ e ¢ 1 10 o oo oo o 0owg otow
o g 6+ oy 1ot g o0 o4 4t 00
e 1o 1 1q I S | R R

%)
-3
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Figura 8. Amplificaciones RAPD obtenidas con el cebador OPF-03 en los 14 patrones hibridos
almendro x melocotonero.

M Marcador
1 Adafuel

2 Adarcias

3 GF 677

4 GF 557

5 Cadaman

6 Barrier

7 Nemaguard
800 bp 8 Nemared

9 Albatarrech
10 Calanda
11 Alcatiiz
12 Herce 5
13 Taunste

14 Caspe

Figura 9. Amplificaciones RAPD obtenidas con el cebador AB9-07 en los 14 patrones hibridos
almendro x melocotonero.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

800 bp

58
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4.4.1.2 Relaciones geméticas generadas por los RAPDs.

A partir de la matriz de similitud (Cuadro 15) obtenemos un dendrograma (Figura 1

gue muesira una distribucidn similar a la va observada con el dendrograma conjunto para los
it = o L

.1 patrones. La media de similitud genética observada para el conjunto de patrones

=

pertenecientes al grupo almendro x melocotonero, es bastante elevada (0,723). Las similitudes
genéticas van desde 0,543 entre Cadaman v Adarcias, a 0,90 entre Nemaguard y Nemared.

Del estudio del dendrograma (Figura 10) se observa que hay dos grupos perfectamente
definidos, un grupo formado por los patrones P. amygdalo-persica (excepto Adarcias), y otro
formado por los P. persica x davidiana.

Dentro de los P. amygdalo-persica, el patrén Adarcias fue el que presenté las mayores

diferencias, apareciendo con el nivel de similitud mas bajo. Este patron muestra caracteristicas

botanicas muy diferentes al resto. Enire dichas caracteristicas cabe mencionar que sus hojas y
brotes son mas parecidos al melocotonero que las del resto de patrones hibridos almendro x

melocotonero. Ademés, tiene un menor vigor y sus flores tienen v

Dentro de los P. persica x P. davidiana, Nemaguard y Nemared son los patrones méas
proximos v se alejan claramente de Cadaman v Barrier. El nivel de similitud entre Nemaguard y
Nemared alcanza un valor de 0,90 resultado que no sorprende, ya que Nemaguard es uno de
los parentales de Nemared. Lu et al. (1996) clasificaron 18 patrones de melocotonero, la
mayoria de ellos P. persica, también incluyeron Nemaguard y Nemared vy al igual que nosotros
encontraron un alto nivel de similitud entre ambos. Por su parte, Cadaman y Barrier alcanzan
un valor de similitud de 0,857 resultado que certifica la relacion existente entre ambos, ya que
son P. persica x davidiana. Como ya se ha mencionado, Nemaguard v Nemared fueron

seleccionados en los Estados Unidos y Cadaman y Barrier son selecciones europeas.

U
D
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0.00 0.50 0.60 U’ 0.80 0.9¢ 1.00
P

5 Adafuel
| a GF 557

) ” " Tauste
§§ L L—% Calanda

j Herce

f Caspe

Nemaguard
Nemared

Adarcias

Figura 10. Dendrograma obtenido para el grupo hibridos almendro x melocotonero, utilizando 12 cebadoresy el
coeficienie de Nety L1 (1979).
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4.4.2. Ciruelos de crecimiento répido.

4,4.2.1. Polimorfismo generado por RAPD
Denire del grupe de ciruelos de crecimiento rapido se incluyerom 12 pairones

pertenecientes a diferentes especies (Cuadro 2).

5

[

1y

Para el analisis de este grupo se

[

izaron 13 cebadores, los cuales produjeron

¥

bandas (Cuadro 16), siendo la media de bandas por cebador de 11.

De los 142 marcadores, 25 son comunes a todos los patrones estudiados, lo cual
representa un 17,6% del total y los 117 marcadores restantes son polimorficos, representando
una media de 9 marcadores polimérficos por cebador. El grado de polimorfismo total

7 7

los cebadores apareciero

-
7
©

enconirado es del 65%. Hay que destacar que con todos

polimorficos (como cabria esperar ya que se parte de cebadores seleccionados por esta

Cuadro 16. Cebadores utilizados en la caracterizac

€

i
£

mimero de bandas y rango en el que

aparecen.
Ciruelos de crecimiente réapido
Cebador Range{bp) Bandas
OPF-08 600-1600 7
ABT-14 250-1800 17
ABY-06 300-1800 6
AB9-18 240-2200 13
AB10-03 320-2200 14
AB10-06 180-1900 14
ABIG-10 470-1900 9
AB7-03 170-1660 11
AB9-07 360-185¢ 10
ABY-14 380-1060 7
AB9-20 300-1550 i5
AB10-07 580-1320 8
AR10-17 430-1800 11
TOTAL 142

[N
&
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9-20-300. En la figura 11 aparece también reflejada la

A

Fa
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patrones de este grupo (Cuadro 17).
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Figura 11. Amplificaciones RAPD obtenidas con el cebador AB9-20 en los 12 cirnelos de
crecimiento rapido.

M 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 B

M Marcador

15 Adara

16 Ademir

17 Mirobolan 713 AD
18 Miral

19 Mirobolan B

20 Mirobolan 29C

21 Myrocal

22 Mirobolan GF 3-1
800 bp 23 Ishtara

24 Fereley-Jaspi
25 Mariana GF 8-1

26 Mariana 2624
B Blanco
Figura 12. Amplificaciones RAPD obtenidas con el cebador AB9-07 en los 12 ciruelos de
crecimiento rapido.
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 B M
800 bp
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1.4.2.2. Relaciones genéticas generadas por los RAPDs.

La media de similitud genética fue de 0,67

?

{e lo diferentes

fa
@
@

senciicas van e CSw\

0,552 enire Ishtara v Fereley-Jaspi, hasta 0,933 entre Mariana GF 8-1 y M fariana 2624 (Cuadro

Si observamos el dendrograma vemos como los patrones més parecidos fueron Mariana
GF 8-1, Mariana 2624 y Mirobolén 29C (Figura 13). Estos patrones forman un grupo
compacto, con una media de similitud genética alta (0,88). El origen del patron Mariana es

desconocido. Segin Crossa-Raynaud y Audergon (1987), se trata de vn hibrido espontanec

o

.
pertened ciente &l género

entre P. cerasijera v una espe
seguramente P. munsoniand.

holén 29C aparece en la bibliografia como un F. cert

los dendrogramas agrupado con los Mas

aracieristicas morfologicas del Mirobolan 29C recuerdan bastante a las de
los Marianas. Segun Grasselly (citado por Crossa-Raynaud v Audergon, 1987), se trataria de
un Mariana procedente de semilla, Los patrones Mariana GF 8-1, Mariana 2624 v Mirobolan
29C muestran 7 bandas comunes, que no posee ningin otro patron del grupo (AB9-06-1200,
AB9-20-390, ABS-20-820, AB9-20-1320, AB10-06-550, AB7-14-1720, ABT7-14-750).
Adermas muestran la ausencia de una banda que poseen el resto de patrones (ABT7-14-1350).
Este resultado confirmaria la idea anteriormente expuesta y reafirmaria la incorporacion de este
patron en el grupo de los Mariana.
Si se analiza el dendrograma (Figura 13), se observa que los patrones Miral 3278 AD
(P. cerasifera x P. amygdalus?), Ishtara (P. cerasifera x P. salicina) x (P. cerasifera x P.
persica) v Fereley-Jaspi (P. japonica x P. spinosa), son los patrones que aparecen con los
niveles de agregacion mas bajos. Se trata de patrones muy diferentes al resto en cuanio a sus
parentales v este resultado certifica esta particularidad. Si comparamos el d@ndmgmmai
obtenido con los 41 patrones, 7 cebadores (Figura 1), con el obtenido para este grupo, 13

cebadores (Figura 13), se pueden observar como la posicién de Miral 3278 AD es diferente.

o
&N
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T 3

" R, & snarece claramenie P S o MR, . B U [N SN g, P, .
Otro grupo que aparece claramente diferenciado es el formado por los ciruelos Adara

Ademir, Mirobolan GF 3-1, Mirobolén 713 AD, Mirobolén B v Myrocal. Dentro de este

grupo, cabe destacar el conjunto formado por el Mirobolan B v Myrocal, que se separan
claramente del Mirobolén 713 AD, gue es el patrén mas proximo. El resto de patrones se

agrupa de forma escalonada, primerc Ademir v Mirobolan GF 3-1, que forman también un

conjunto y después Adara que aparece en solitario

an
et
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0.00 050 0.60 0.70 0.80 0.90 1.60
r[ ] i i [ i i 1 ] i & I
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Adara

— Ademir

u Mirob. GF 3-1
— Mirob. 7T13AD

) i N A {‘
Myrocal

;j

B

il

TNA e e
Manana GF

htara

Fereley-Jaspi

Figura 13. Dendrograma obtenido para el grupo de ciruelos de crecimiento ripido, utilizando 13
cebadores y el coeficiente de Nei y Li (1979).
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4.4.3, Ciruelos de erecimiento lemio.

Ty

4.4.3.1. Polimorfismo generado por los RAPDs.

Loy

wtihzaron

7]
]

4 cebadores para estudiar los 16 patrones incluidos en el grupo de
ciruelos de crecimiento lento. Fstos cebadores generaron 121 bandas, presentando una media
aproximada de 9 bandas por cebador (Cuadro 19).

Cuadro 19, Cebadores utilizados en la caracterizacién, mimerc de bandas y rango en el que
aparecen.

Cirvelos o lento

Cebador

OPF-08 460-2100 16
ART-14 360-1800 i
ARBY-06 660-1800 4
ABY-18 410-1500 9
AB10-03 420-2200 12
ABI10-06 180-1480 3
AB10-10 480-1950 g
OPF-20 400-1450 6
AB7-11 260-2000 16
ABS-01 430-1400 7
ABI10-01 450-1450 4
AB10-02 280-2400 11
AB10-05 410-1140 5
ABI10-11 480-1650 7

Q’
i

De las 121 bandas, 106 fueron polimé

icas, lo cual representa un 87% del total, y el

7

El pairén gue mosiré mayor numero de

PM 150 AD (59 bandas) v el que menos el Ishtara (45bandas). La media de

s

bandas mostradas por cada patrén fue de 52 bandas. En las figuras 14 y 15 se muesiran
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&

amplificaciones obienidas para el grupo de ciruclos de crecimiento lento a partir de los
cebadores AB7-11 v AB10-02 respectivamente. En la figura 14 (cebador AB7-11) el patron

Ishiara (nfimero 42) muestra una serie de marcadores que permiten diferenciarlo del resto del

oTUpo (Q:f“’ 11-540, AB7-11-580 y AB7-11-1250). Los patrones Damas GF 1869 (41) y San

Julign A  también muestran marcadores que permiten diferenciarios del resto del grupo
& &

(AB7-11-550 v AB7-11-920 respects ivamente). En las dos figuras existen 3 patrones que
g ]

muestran el mismo "patrén de bandas”. Se trata de los patrones Adesoto 101 (27), Puebla de

Soto 67 (31) v Alguazas (32). Estos patrones fueron prospectados en la regién de Murcia y

presentan las caracteristicas tipicas de los Pollizos. Poseen 55 56 y 57 marcadores

kY 9

respectivamente y comparten 54 de ellos, lo que da una idea de la gran relacion existente entre

&

elios. La combinacién de cuatro cebadores permite separar todos los patrones de este grupo

SN

Cuadro 20).

Cuadre 20, Combinacién de bandas de 4 cebadores que permiten diferenciar todos los

NS

patrones incluidos en el grupo de los ciruelos de crecimiento lento.

2222255353823 3¢: 383
R T - TR - - R B % % %

,, mE 8888882888680 ¢
Adesetn 101 i o0 0o 0o ! 0 06 ¢t 0 1t 1 0 81
PM 108 ADD i 000 0 0ot 1 1 0o o0 0o 8 1061
PR 137 AD {01 o 0 ¢ 0 @0 1 06 0 G 1 1 01
PRI 150 AD i o 1 0 0 ¢+ 1 0 ¢t 0 0 Ut 1y o0 01
Puehlz de Sotw 67 1 o0 00 ¢ 0 0 1t 0 0 1t 1 0 1
Algwazas O N T T YRt N ¢ NS TR ¢ NS NS S TS S |
TMipntize i g g o @0 0ot 0 6 0O 0 010 861
Rasagpol t n o ot 1 1 0 1o 1t 0 o0 1 8 1
Samn Julidn & f o 0 0o B 1+t 00 Q0G0 1110t
GF 655/2 i o0 0o o o i+ 0 G 0 0 G 0 1 1 1 G
Comnstamid 1 i g0 ¢+t 00 ¢t 1t 9 0 0o oo 1o
Brommpien t o0 0 1 1 1 06 0 01 00 0 0O
Torimel oon ¢+ 000 ¢y o900 100 0 11
Tetra AR D T s S A SN TS W SN N N | N D S 1
Dasmas GF 1869 1 0 0 1 90 o0 o1 19D 1 0 6 o 100
Talttana i 10 0 O 6 0 0o 0o oo o 00 89 19
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Figura 14. Amplificaciones RAPD obtenidas con el cebador AB7-11 en los 16 ciruelos de crecimiento
lento.

M 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

800 bp

Figura 15, Amplificaciones RAPD obtenidas con el cebador AB10-02 en los 16 ciruelos de crecimiento lento.

M 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

800 bp

72
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4.4.3.2, Relaciones geméticas generadas por los RAPDs,

16) podemos ver como en este analisis los

patrones incluidos en las espe ‘o v P. domestica no a

diferenies. Esio podria deberse a que ambas- especies evolucionaron en la misma zona
geografica (Ramming y Cociu,1990). Ademds, esias especies pueden cruzarse entre sl con
bastante facilidad (Crane v Lawrence, 1952). La hibridacién espontanea entre P. domestica y
P. insititia puede haberse visto favorecida por los fenomenos de incompatibilidad entre polen y
estilo (autoincompatibilidad) presentes en los antiguos culiivares de ciruelo (Bernhard et al.,

1951). Su proximidad eenética podria explicarse por la recombinacién intensiva entre
f g i P p

genotipos, ya sea en la i el programas de mejora.
Ortiz et al. (1997) estudiaron 31 ciruelos mediante la utilizacion de la técnica RAPD, la

mayor parte de ellos P. domestica, v también tuvieron dificultades a la hora de agrupar los

fis

’»‘

ciruelos en grupos bien definidos. No obstante, fueron capaces diferenciar todos los

genotipos usando sdlo 3 cebadores. Uno de los cebadores es comin a este analisis, el AB7-14.

Bl dendrograma obtenido con un nomero mayor de marcadores para los ciruelos de
crecimiento lento, es algo diferente al inicial de los 41 patrones (Figuras 6 y 16).

Del estudio del dendrograma representado para el grupo de cirvelos de crecimiento
lento se observa que hay dos grupos perfectamente definidos. Un grupo formado por los
patrones Adesoto 101, Alguazas, Puebla de Soto 67, Monpol, Montizo, Brompton, PM 105
AD, PM 137 AD, PM 150 AD, Constanti 1, Tetra, San Julidn y San Julian GF 655/2, se separa
claramente de Torinel v Damas GF 1869 que forman otro grupo.

Dentro del primer grupo, Adesoto 101, Alguazas y Puebla de Soto 67 son los patrones
mas parecidos, alcanzando niveles de similitud muy altos (Cuadro 21). Estos patrones fueron
prospectados en la regién de Murcia, y su proximidad en el dendrograma no es sorprendente.
A este conjunto de patrones se les une el Monpol, obtencion del SIA-DGA que proviene de
poblaciones de Pollizos de Murcia polinizados libremente. Los patrones Montizo v Brompton
aparecen formando un conjunto con un nivel de similitud de 0,775 y se unen al resto del grupo

con un mivel de similitud aproximado de 0,72.
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discretamente del pairén Teira. San Julian A y
con un nivel de similitud de 0,74 aproximadarmente.
Torinel y Damas GF 1869, obtenciones francesas, forman el otro grupo con un nivel de

similitud de 0,681,
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Figura 16. Dendrograma obtenido para el grupo de ciruelos de crecimiento lento, whilizando 13 cebadores
v el coeficiente de Neiy L1 (1979).
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Finalmente, se podrfa cuestionar si la cantidad de cebadores o de marcadores RAPD
utilizados, es o no suficiente para representar la diversidad genética existente en cada grupo de

patrones. Algunos investigadores como Guirao et al (1995) recomiendan 200 bandas para

)

obtener una estimacion adecuada de la similitud g@ﬂ@tﬂ\?a entre variedades. Sin emba rgo,

1l SO
muchos los autores gue utilizan un menor numero de bandas en sus trabajos. Landry et a
(1994) utilizaron 101 marcadores RAPD para caracterizar 25 patrones de MANZANO Y estimar

su similitud genética. Stiles et al. (1993) utilizaron 11 cebadores (102 bandas), para
caracterizar y relacionar genéticamente 11 cultivares de papaya. Fabbri et al. (1995),
caracterizaron y estimaron la similitud genética de 17 variedades de olivo, utilizando 17
cebadores v 47 bandas polimérficas. Bartolozzi et al. (1998) diferenciaron y relacionaror

genéticamente 17 variedades de almendro y un pairén, el Nemared. En dicho trabajo s

€

emplearon 21 cebadores v 37 bandas polimorficas. Lu et al. (1996) identificaron y relacionaron
genéticamente 18 patrones de melocotonero, entre ellos, Nemaguard y Nemared, patrones que

también han sido incluidos en nuestro trabajo. Lu et al. (1996) wii
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proporcionaron 40 marcadores RAPD. Ortiz et al. (1997), caracten izaron v buscaron
relaciones de similaridad entre 31 variedades de ciruelo, utilizando 96 bandas polimorficas,
Wanburton et al. (1996) investigaron la diversidad genética entre 136 variedades de melocoton
de diferentes regiones de Estados Unidos, utilizando 94 marcadores RAPD.

En el presente trabajo se han utilizado un mimero de cebadores y de marcadores
moleculares similares a los utilizados en otros estudios. No obstante, para verificar los
resultados se ha realizado una comparacion de las matrices de similitud obtenidas con 7 o més
cebadores. Utilizando el test estadistico de Mantel (1967), se obtienen unos valores de 0,866,
0,922 v 0,836 para los tres grupos respectivamerte. Estos valores denotan un buen ajuste entre
pares de matrices (Rolhf, 1995) e indican que no existen grandes diferencias entre los
resultados obtenidos con 7 cebadores v los obtenidos con més cebadores. No obstante, para
clasificar el germoplasma de los hibridos almendro x melocotonero y ciruelos de crecimiento
Jento parece aconsejable recomendar un mayor nimero de cebadores. Cuando se realizé el
analisis utilizando 7 cebadores, el coeficiente de correlacion cofenético para estos dos grupos

era bastante bajo, 0,785 v 0,771 respectivamente. Estos valores ascienden hasﬁ;a 0,872 en el

Imendro x melocotonero, utili

caso de los hibridos & n valor de

oy

12 cebadores, v hasta u

&

0,820 en los ciruelos de crecimiento lento, empleando 13 cebadores. Al elevar la cantidad de
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marcadores moleculares, se obtiene una matriz de similitud y dendrograma ligeramente
diferentes. El coeficiente de correlacion cofenético que se obtiene es més alto y el ajusie enire
matrices pasa de ser un mal ajuste a convertirse en un buen ajuste (Rolhf, 1995)

Bl incremenio en el coeficienie de correlacion cofenético que suftian los ciruelos de

crecimiento rapido no era tan espectacular. Con 7 cebadores se obtenia un coeficiente de

c o~

correlacién cofenético de 0,916 (muy buen ajusie) v este valor ascendia hasta 0,936 con 14
cebadores.
Si comparamos nuestros coeficientes de correlacién cofenéticos, con los obtenidos en

otros trabajos de caracterizacién mediante RAPDs, podemos ver como hemos conseguido

HE

buenos resultados. Nicese et al. (1998), llegan a un valor de 0,65 caracterizando variedades de

nogal. Fabbri et al. (1995), caracterizando variedades de olivo, obtienen un coefici
cofenético de 0.79. Wanburton et al. (1996), en su trabajo de caracterizacion de variedades de
ro v Ortiz et al. (1997), caracterizando ciruelos, s similares a los
Con el presente {rabajo se han conseguido diferenciar, por medio de 4 cebadores, los

patrones que forman cada uno de los grupos. Esta caracteristica certifica el alto gmd@ de
discriminacién alcanzado. Resultados parecidos han sido obtenidos por otros autores. dry
et al. (1994), lograron separar 25 patrones de manzano a partir de la combinacién de 5

cebadores v Lu et al. (1996) caracterizaron 18 patrones de melocotonero con la utilizacion de

6 cebadores.

e
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Conclusiones

4, CONCLUSIONES

i

A la vista de los resultados obtenidos, se han podido sacar las siguientes conclusiones:

La técnica RAPD puede ser una herramienta muy il para identificar patrones frutales. La

ey

combinacién de varios marcadores que caractericen al patron, pueden resultar de gran

o

ayuda para solucionar de una forma més rapida y precisa los problemas de identificacion.

Los marcadores RAPD son ttiles para conocer las relaciones genéticas existentes entre

patrones.

A través del analisis entre grupos v utilizando 7 cebadores, se diferencian 40 de los 41

9

patrones. Al realizar el anslisis de cada grupo por separado, se consiguen diferenciar por

medio de cuatro cebadores todos los

1 ello se pone de manifiesto el alio g

Del analisis entre grupos se obtiene un dendrograma que concuerda con la clasificacion

obtenida a partir de las caracteristicas morfolégicas de los patrones.

Los patrones pertenecientes al subgénero Amygdalus se separan claramente de los
patrones englobados en el subgénero Prunophora y pueden ser diferenciados de estos por

medio de una serie de marcadores que solo poseen los hibridos almendro x melocotonero.

El analisis mediante RAPDs podria confirmar la presencia de P. persica en la ascendencia
de Ishtara (P. cerasifera x P. salicina) x (P. cerasifera x P. persica). Este patron muestra
una banda que no aparece en ningunc de los ciruelos y que si lo hace en los patrones
hibridos almendro x melocotonero (excepto Adarcias). Ademas, en el analisis de
coordenadas principales aparece formando parte del grupo de ciruelos de crecimiento

r4pido pero con una direccion hacia el grupo de patrones hibridos almendro x

melocotonero.

’”'@
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La hipétesis gue define Miral como un hibrido P. cerasifera x P. amygdalus podria verse

r@Spa}‘idada con este andlisis molecular, ya que este patrén posee bandas que estan

N

oresentes en algunos hibridos almendro x melocotonere y que no aparecen el ningUI

¥

@]

iruelo de crecimiento rapido.

Bl analisis mediante RAPDs permite diferenciar, dentro del grupo de los hibridos
almendro x melocotonero, a aquellos que tienen la especie P. davidiana como uno de sus

parentales.

Adarcias posee unas caracteristicas morfologicas particulares, que lo diferencian del resto

3

del grupo P. amygdalo-persica. El andlisis molecular confirma estas diferencias,

apareciendo aislado en el dendrograma.

’”@‘

6n Mirobolan 29C, gue aparece en la bibhiogra
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fond
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encuentra agrupado en los dos andlisis con I

munsoniana). Con ellos comparie 7 bandas que no poseen ninguno de los patrones
restantes englobados en el grupo de los P. cerasifera. Ademés, se observa la ausencia de
una banda que muestran todos los patrones P. cerasifera a excepcion de los Mariana.
Estos resultados apoyarian la hipétesis que considera al patrén Mirobolan 29C como un

Mariana.

.Los patrones Miral 3278 AD, Ishtara y Fereley-Jaspi alcanzan niveles de similitud

bastante bajos con el resto de ciruelos de crecimiento rapido. Se trata de patrones muy
diferentes al resto en cuanto a sus parentales, por lo que este resultado confirmaria esta

peculiaridad.

. Dentro de los patrones de crecimiento lento Adesoto 101, Alguazas y Puebla de Soto 67

son los patrones que comparten mas bandas. Se frata de patrones que fueron prospectados
en la regién de Murcia y su proximidad genética queda de manifiesto en este analisis,

alcanzando niveles de similitud muy akos
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Caracteristicas del arbol, brote v hoija.

Vigor
Porte

Ramo de un afio:
Actitud

Grosor

Longitud del entrenudo
Pubescencia

Color

Lenticelas:
Nlmero
Distribucion
Tamafic
Forma

Yema de 1
Tamafio
Forma
Forma del apice
Posicion relativa al brote
Compacidad

Color

Soporte de la yema:
Tamaiio
Decurrencia

Brote en el periodo vegetativo:
Pubescencia
Coloracion antocianica del extremo

Hoja:
Actitud

Limbo:

Relacién longitud/anchura
Forma

Angulo del apice

Forma del apice

Base

Color del haz

Amexo 1. Caracterfsticas descriptivas del patrén Adara.

Fuerte
Semierguido

Semierguido
Intermedio
Corto-medio
Ausente
Marrén-rojizo

Pocas
Dispersas
Pequefias
Marrén claro

L By Ioma
Alargadas

Muy pequefias
Conica

Agudo
Abrazada
Compacta
Castafio oscuro

Pequefio
No decurrente

Aunsente
Fuerte

Horizontal

Media

Ovoide ancha
Recto o casi recto
Cuspidado
Redondeada
Medio

AZ/IZQ}:OQ
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Anexos

Brillo del haz Débil
Pubescencia del haz Ausente o muy debil
Pubescencia del envés Débil
Divisién del margen Dentado
Divisiones secundarias del margen A veces
Peciolo: ,

Longitud Media
Pubescencia del lado superior Débil
Pubescencia del lado inferior Muy débil
Profundidad del canal Media
Numero predominante de glandulas Ninguna
Estipulas:

Tamafio Pequefia

i

Caracteristicas de la flor.

Numero Abund
Digmetro de la corola Peguefio
Pedinculo:
Longitud Media
Grosor Fino
Pubescencia Presente
Intensidad de la pubescencia Muy débil
Céaliz:
Sépalo:
Posicion Contacto con el receptaculo
Forma Oval ancha
Pubescencia de la cara interna Débil
Pubescencia de la cara externa Ausente
Flores con dobles sépalos Ninguna o muy pocas
Receptaculo:
Profundidad Débil
Pubescencia de la superficie interna Presente
Pubescencia de la superficie externa Ausente
Pétalos: :
Flores con dobles pétalos Ninguna ¢ muy pocas
Posicion Ligeramente separados
Tamafio Pequefio
Forma Ovoide
Color ' Blanco
Ondulacién del margen Débil

Nt
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Angulo de la base

Divisién del margen superior
Pubescencia de la cara interna
Pubescencia de la cara externa
Pubescencia del margen

Pistilos:
Frecuencia de pistilos suplementarios

Hstigma:

Posicidn comparada con las antenas
Estilo:

Pubescencia en la base
Ovario

Pubescencia

Estambres:
Posicién
Amnteras:
Color justo antes de la dehiscencia

Caracteristicas del fruto

Frutos:

Tamafio

Forma general del perfil
Posicidon del didmetro méximo
Simetria (vista frontal)
Profundidad de la sutura
Regularidad de la sutura

Pruina

Depresion del punto pistilar
Base del pistilo

Pubescencia del punto pistilar

Pedinculo:

Pubescencia

Densidad de la pubescencia
Profundidad de la cavidad del pedinculo
Piel:

Grosor

Reticulacién

Rugosidad

Color de fondo

Grande
Entero
Ausente
Ausente
Aunsente

Ninguno ¢ muy pocos

Mismo nivel
Ausente

Ausente

Periginea

Amarillo

Pequefio
Redondeada
Mitad del fruto
Simétrico
Muy débil
Ligeramente profunda
en la base
Presente
Indistinta
Persistente
Ausente

Presente
Débil
Débil

Medio
Débil
Ausente
Amarillo

D
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Carne:
Color
Firmeza
Textura
Jugosidad
Acidez
Contenido de amicar

Hueso:

Tamafio relativo al fruto

Forma general de perfil

Forma en vista ventral

Forma en vista basal

Simetria de perfil

Simetria en vista ventral

Posicion de la méxima anchura (vista ventra
Quilla (de perfil)

Textura de las superficies laterales
Fusién de los margenes de las arista
Fusién de los margenes de las aristas laterales
Prominencia de las aristas laterales ve
Anchura de ls zona vent
Anchura del final del pedinculo
Angulo del final del pedinculo
Forma del final del pistilo

o3
[£2]

Amarillo
Media

No fibrosa
Media
Débil

- Medio

Medio
Eliptica-redondeada
Subglobular
Eliptica-redondeada
Asimétrico
Simétrico

Hacia la mitad

Ausente
Grano fino
Completa

Completa

Recto o casi recto
Ligeramente apuntada
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Amnexo 2. Caracterfsticas morfolégicas y agromémicas de los patromes utilizados.
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Hibridos almendro x melocotonero.
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que se obtienen con el uso de este patrén son:

© FElevada rusticidad en ambientes calizos, aridos, pedregosos v dotados de escasa fertilidad.
© Rapida entrada en produccioén y elevada productividad.

© Compatibilidad 6ptima del injerto con melocotonero v almendro.

© Buen comporiamiento en vivero v aptitud de transplante.

© Resistencia a la fatiga del terreno.

© Aparato radicular profundo v bien anclado.

En este trabajo se han utilizado 14 patrones inclvidos en el grupo de Hibridos
almendro x melocotonero, aunque 4 de ellos son P. persica x P. davidiana .
Seguidamente se describen las caracteristicas morfologicas mas destacables de cada

uno de ellos, asi como su comportamiento agrondémico.

Adafuel (Cambra,1990). ,

Es un hibrido almendro x melocotonero seleccionado en la Estacién Experimental de
Aula Dei, entre un conjunto de mas de sesenta hibridos espontaneos procedentes de varias
regiones espafiolas.

Es un patron vigoroso. Tiene un porte erguido v sus ramos son de color oscuro en
imvierno. Las hojas son de color verde intenso, estrechas y algo curvadas longitudinalmente
hacia arriba. Recuerdan a las hojas de la variedad de almendro Marcona. Su flor es de color
rosa intenso, y su sistema radicular abundante. La propagacion se realiza por estaquilla
lefiosa, semi-leflosa y herbacea. Parece ser mas resistente a Ia clorosis que el GF-677. Es

compatible con todas las variedades de almendro v melocotonero con las gue ha sido




Adarcias (Moreno v Cambra, 1994).
Adarcias es un hibrido almendro x melocotonero seleccionado a partir de una
poblacién silvestre de hibridos almendro x melocotonero. Es un patrén menos vigoroso que el

GF-677 v el Adafuel. Tos ramos son verdes mavera O Verano, pero cambian a un r0jo

;,—«

P

intenso en invierno. Las hojas son parecidas a las del melocotonero, largas v de color verde
palido, con los mérgenes serrados. Sus flores son grandes y de color rosa claro. Su sistema

radicular es también abundante. Es resistente 2 clorosis pero necesita un buen drenaje.

GF-677 (Bernhard y Grasselly, 1981).

Se trata de un hibrido almendro x melocotonero seleccionado en La Grande Ferrade
(Burdeos, Francia), a partir de una poblacién de hibridos naturales

Es un patron vigoroso. Las hojas son de aspecto y tamafic intermedio, entre las de
almendro v melocotonero. Los ramos en invierno, siendo intermedios en aspecto, se acercan

més al melocotonero por sus gruesos y pubescentes botones florales. La flor es de color rosa

et

palido. Propagacién por estaquilla semi-leflosa y herbécea, o micropropagacion in vifro.

T

La productividad es buena, aunque retrasa la maduracion unos dias. El GF-677 es
resistente a clorosis pero no tolera la asfixia radicular. Es sensible a Agrobacterium
tumefaciens, Armillaria mellea y a nemétodos, aunque se ha comportado bien en terrenos
infestados con Meloidogine incognita. Presenta buena compatibilidad con las variedades de

almendro v melocotonero, asi como con algunas de albaricoquero y ciruelo.

GF-557 (Bernhard y Grasselly, 1981).
Es un hibrido entre melocotonero “Shallil” v almendro, seleccionado en La Grande
Ferrade (Burdeos, Francia).
Es muy vigoroso, entre un 15 y un 25% mas que el franco de melocotonero. El porte
es erguido. Las hojas son de aspecto y tamafio intermedio, entre las de almendro y
melocotonero. La flor es campanulacea de color rosa. Bl sistema radicular esta formado por
raices fuertes y numerosas. Su comportamiento es andlogo al GF-677, aunque es mas sensible

a asfixia. Es sensible a Agrobacterium vy al nemétodo Pratylenchus vulnus. Es compatible con

las variedades de almendro y melocotonero, asi como con algunas de albaricoquero y ciruelo.

D
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Es un hibrido interespecifico (P. persica x P. davidiana) obienido por el GYDFV
(Hungria) v seleccionado en Francia por el INRA,

Durante los primeros afios puede ser més vigoroso que el GF 677, pero a pariir del
quinto afio tiene un crecimiento del orden de un 5% inferior. Las hojas son muy puntiagudas.
Sus frutos son @Sfmm% pequefios, de color amarillo palido y came blanca. La pmpaga@m se
realiza por estaquilia lefiosa, semi-lefiosa y herbacea, o micropropagacion in vifro.

Resiste mejor la clorosis que el franco v parece tolerar mejor la humedad que los GF
677 v GF 557. Es sensible a Agrobacterium tumefaciens y resistente a Meloidogine incognita
pero no a M. javamica. Es compatible con todas las variedades de melocotonero, almendro v

nectaring. No es recon

ndable para albaricoguero.

Barrier (De Salvador et al., 1991).

3

,

s un hibride interespecifico P. persica x P. davidiono obtenido en Italia, por el

i

it
5

wzione delle Specie Legnose de Florenciz.

Imprime wvn vigor ligeramente superior al GF-677. La propagacion es buena por
estaquilla lefiosa e in vitro. El sistema radicular es abundante y profundo. Barrier presenta una
productividad elevada, superior al GF-677. No es sensible a clorosis y resiste la asfixia

radicular. Es resistente a los nematodos agalladores del genero Meloidogyne.

Nemaguard (Layne, 1987).

Seleccionado en Georgia (USA) a partir de plantas de semillas procedentes de
Extremo Oriente. Se cree que es un hibrido interespecifico entre P. davidiana y P. persica.

El arbol productor de semillas es vigoroso vy erecto, muy ramificado. La flor es de
color rosa. El fruto es esférico, pequefio, verde amarillento de carne blanca y hueso adherente.
Las semillas con esféricas v pequefias (270-300 semillas/Kg). El sistema radicular es

abundante.

Produce arboles de muy buen vigor, con rapida entrada en fructificacidon. La

3

productividad es media. Nemaguard tolera los n

métodos Meloidogine javanica, M arenaria
e incognita, ast como Agrobacterium fumefaciens, aunque es sensible a los nematodos

Pratylenchus. Ta

nbién es sensible a Armillaria v a Verticillium, asi como a la clorosis férrica

)
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patron @@mpaﬁbﬁ@ con almendro v melocotonerc, asi como con

i - - 1y
Sl sUelos Caillzos. IS b

Fue obtenide y seleccionado en la Estacién USDA de Fresno, California. Procede de
un plantel de la tercera generacion del cruzamiento entre “Nemaguard” y un melocotonero de
hoja roja descendiente de “Bond Brook”.

Es un arbol vigoroso, erecto y con hoja roja. El color de la hoja lo hace muy apropiado
en las operaciones de vivero (desyemado mas facil). La flor es de color rojo pélido y los
huesos son alargados y puntiagudos, 225-250 semillas por kilo. El anclaje es bueno.

Es un franco que produce arboles vigorosos con buens productividad. No es tan
sensible a clorosis como “Nemaguard”, aunque no puede decirse que sea resistente. Se ha

mostrado mas resistente a los nematodos Mjavanica v M.incognita gue Nemaguard. Se

Qd
&)

miuestra compatibie con variedades de almendro y melocotonero, asi como con algunas
albaricoquerc y ciruelo.

Los patrones Albatarrech, Calanda, Alcafiiz, Herce, Tauste y Caspe son otros
hibridos almendro x melocotonero que también destacaron en el proceso de seleccién llevado
a cabo en la Estacién Experimental de Aula Dei (Zaragoza). Sin embargo, en dicho proceso
fueron superados por los hibridos Adafuel y Adarcias, dadas las mejores caracteristicas de

estos dos patrones
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Ciruelos de crecimiento rdpido. Mirobelanes v R Mariamas

injertadas, aunque esta es menor que la que presentan los ciruelos de crecimiento lento.

Seguidamente se describen algunas de las caracteristicas morfold bgicas mas destacableg
de cada uno de ellos, asi como su comportamiento agronémico.

Adara (Moreno et al.,1995).

Hs un patrén clonal seleccionado en La Estacién Experimental de Aula Dei. Fue
seleccionado de entre una poblacién de Mirobolanes obtenidos por polinizacién libre.

Se tratz de un patrén vigoroso, de porte semierguido. Los brotes presenta uma
coloracion antociénica fuerte. La hoja es de un tamafio mediano v forma ovoide. Sus flores

son blancas v pequefias. El fruto es redondeado
R T

El color de la piel es amari

su pulpa. Este pairén propaga bien por estaquilla lefioss, v se adapts bien 2
pesados y calizos. Se utiliza principalmente como patrén de cerezo, aunque puede & presentar
incompatibilidad con alguna variedad. También es compatible con algunas variedades de

melocotonero vy almendro.

Ademir (Moreno et al., 1995)

Fue obtenido en la Estacion Experimental de Aula Dei por seleccion clonal a partir de
una poblacién de Mirobolanes silvestres. Seleccionado por su buena aptitud a la propagacién
vegetativa por estaquilla lefiosa y por su buen comportamiento en suelos pesados y calizos.
Presenta buena compatibilidad con variedades de ciruelo (incluso aquellas que no lo son con
Mirobolan B). El vigor es inferior ligeramente al del Mirobolan B. Su porte es erguido ¥
posee una fuerte coloracién antocianica de los brotes. Sus hojas son largas y con los méargenes
ondulados y dentados. Sus flores son pequefias v blancas, similares en tamafio a las del

T

Mirobolan B. Los frutos son més pequefios que los del Mirobolan B, el color de la pulpa

rnd

arillo y rojo tefiido debajo de la piel y junto al hueso

D
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Miroboldn 713 AD (EEAD).
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Patrén en proceso de seleccion en la B

Se cree que es un hibrido espontanec

Mirobeldm B (Okie, 1987).

Es un P. cerasifera seleccionado en la estacién inglesa de Bast Malling.

P

Es un patron vigoroso. Sus tallos son delgados, frecuentemente curvados, de color

verde claro v con muchos anticipados. Las hojas son casi planas, ligeramente pubescentes en
el envés. Las hojas adultas son largas v estrechas, ovales, alargadas y separadas del brote. El
sistema. radicular es semiprofundo v muestra buen anclaje. Retrasa un poco la entrada en

i I@O‘U(‘@“@m v tambié

N A s g im s @it e D o . - R AL
Medianamenie rest Parece resistente & chancro bacten

(Pseudomonas syringae), ast como a los nematodos agalladores. También soporta bien la
sequia. Es sensible a Armillaria mellea y a Agrobacierium tumefaciens. Se usa como patron
de ciruelo, aunque es incompatible con algunas variedades de ciruelo europec y japonés. Lo

mismo ocurre con el albaricoquero. Incompatible con almendro y melocotonero.

Mirobolan 29-C (Okie, 1987).

Se trata de un P. cerasifera obtenido por la Universidad de Davis, California.

Fue seleccionado por su resistencia a nematodos del grupo Meloidogyne. Es sensible a
Pratylenchus vulnus y a Pseudomonas syringae.

Es vigoroso aungue un 25-30% menos que el Mirobolan B. La productividad es algo
superior a la obtenida con Mirobolén B, ademas no retrasa la maduracion. Tolera bastante
bien los suelos humedos. Se propaga bien por estaquilla lefiosa e in vitro. Es moderadamente
cesisiente a Armillavia mellea, Agrobacierium tumefociens y Verticillium. Se utiliza

principalmente como patrén de ciruelo.

O
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Myrocal (Bernhard v Renaud, 1990).

Es un patron P. cerasifera, mas resisiente a clorosis que el resic de mirch

\simismo, es mas resistente a asfixia radicular que el Mirobolan B v el GF-31.
Mirobeoldn GF-31 (Bernhard y Renaud,1990).
Se trata de un hibrido entre mirobolan v ciruelo japonés (P. cerasifera x P. salicina).
Fue obtenido en Francia, en la Grande Ferrade.
Es muy vigoroso, ligeramente superior al Mirobolan B. Propaga facilmente por estaquilla
lefiosa v permite un buen anclaje, ya que su sistema radicular es abundante. Vegeta bien en
suelos superficiales, pedregosos y calizos, pero es sensible a la asfixia radicular. Su
productividad es ahaj ademas adelanta la produccion. Es compatible con los ciruelos europeos

pero no asi con todos los cultivares japoneses. Es resistente a Vervicilliu

Ishtara fue obtenido en Francia, en La Gre

l«ﬁ un L"\Lb' “Q’

cerasifera x P. salicina) x (P. cerasifera x P. persica).

Como patrén proporciona un vigor medio. Su crecimiento es erguido y poco
ramificado. Sus flores son pequefias y sin ovario (esterilidad femenina). Propaga facilmente
por estaquilla lefiosa v semilefiosa. Su anclaje es en ocasiones defectuoso. El tamafio de los
frutos de la variedad injertada suele ser mayor, asi como su calidad, ademas proporciona una
rapida entrada en produccion, adelanto en la maduracidén y una alta productividad. Resiste
bastante bien la sequia, aunque es sensible a clorosis. Ademas aparece como tolerante del
nematodo Meloidogine javanica y del hongo Armillaria mellea. Compatible con almendro,

albaricoquero, melocotonerc y ciruelo. Algunas variedades de melocotonero han mostrado

problemas de compatibilidad.

E‘@a“@ﬁ@ymﬁ aspi (Bernhard v Renaud, 1990).

T(
o

un hibrido P. japonica x P. spinosa. Se propaga por estaquilla lefiosa y
ropropagacion. Presenta buena compatibilidad con melocotonero v nectarina, su anclaje es
buenc y ademés no emite sierpes. Se adapta bien a diversos tipos de suelos, presentando

[
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Seleccién realizada en Francia, en La Grande Ferrade, a partir de plantas procedentes

de semilla de Mariana (P. cerasifera x P. munsoniona).

! 3 AT e 1 4 ] - 7D ’ LA { A p ‘ﬁ”
Praduce arboles grandes, més vigorosos que el Mirobolan 29C pero menos que el Mirobolan

B. Las hojas son elipticas, apuntadas en los dos exiremos, con un color verde mas intenso que
los mirobolanes. Los ramos son de color marrén intenso en invierno y con pocos anticipados.

El sistema radicular es superficial pero no serpea. Induce una buena productividad y calidad
de frutos. Propaga facilmente por estaquilla lefiosa, y es resistente a asfixia y clorosis férrica.
Es moderadamente resistente a Armillavia mellea, Agrobacterium tumefaciens y a los
nemétodos M. incogmita y M javanica. Se trata de un pairén compatible con las variedades de
ciruelo japonés, pero no con todas las de ciruelo europeo. En cuanto al albaricoquero, algunas
variedades tampoco son compatibles. No es compatible con la mayoria de las variedades de

melocotonero y almendro.

Mariana 2624 (Okie, 1987},

s\

Es una seleccién realizada en la Universidad de Calif a partir de una poblacion de
plantas de Mariana (P. cerasifera x P. munsoniona)

El crecimiento de los brotes es vigoroso, con pocos anticipados y muy erguidos. Las
hojas son elipticas, apuntadas en los dos extremos, con un color verde mas intenso que las de
los mirobolanes. El sistema radicular es superficial y serpea bastante. Propaga facilmente por
estaquilla lefiosa, y produce arboles de tamafio medio. La productividad es buena v ademas
adelanta la maduracién. Se muestra resistente a los nemétodos M. incognita y M. javanica, asi
como a la asfixia radicular. Moderadamente resistente a Armillaria mellea y Agrobacterium
tumefaciens. Se utiliza como patron de ciruelos europeos y japoneses, también para algunas
variedades de albaricoquero, pero no es compatible con la mayoria de las variedades de

melocotonero y almendro.

=
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iruelos de crecimiento lento.

@

Los cirvelos de crecimiento lento podemos agruparlos dentro de las especies:

- P. insititia

También incluimos dentro de este grupo el clon “Damas GF 1.869”, que se supone un

hibrido de P. domestica x P. spinoso.

En términos generales, los ciruelos de crecimiento lento aportan una aceptable
resistencia a la asfixia radicular, a la clorosis férrica v a la salinidad. Los frutos de las
variedades Injertados sobre ellos son de buena calidad. El desarrollo de los 4rboles no es
excesivo, en ocasiones se les reprocha esta falta de wvigor. Tienden a serpear v la
compatibilidad con oiras especies es desigual.

<

Prugrans iresivigio.

Adesoto 101 (Moreno et al., 1995).

Es un clon de ciruelo “Pollizo de Murcia” seleccionado en la Estacién Experimental
de Aula Dei.

Muestra un vigor medio v un porte semierguido. Su sistema radicular es superficial,
pero su anclaje es bueno, aunque serpea bastante. Abundante pigmentacion antocianica en los
brotes durante el periodo de crecimiento, y color marrén rojizo y grisdceo en invierno. Las
hojas completamente desarrolladas, son de un color verde intenso y brillante, tamafio grande y
forma ovalada, con base redondeada. La flor es de color blanco y el fruto redondeado, algo
asimétrico, de color azul oscuro violdceo, casi negro en maduracién, con mucha pruina. La
propagacion se realiza por cultivo in vitro. Es un patrén 1til para plantaciones en regadio de
aﬁbaﬁ@@que;g melocotonero, almendro v nectarina. Induce un vigor medio, un adelanto de la
produccién, v una buena productividad, asf como buen calibre y color del fruto. Es resistente
a Meloidogyne aremaria, M. incognita y M. jovanica, aungue es sensible a Prafylenchus

vidnus.



PM 105 AD (Moreno et al.,1990),

5

Se trata de un clon de Pollizos de Murcia en fase de seleccion en la Estacion
Experimental de Aula Dei.

TR Al ] cmentoada N e oo PR O] TS 1 A ¥ o e
Es un clon de vigor similar al patrén Brompton v superior al de San Julidn A. Su porte

Gis JblidEl Fhe et RIS

o
r(i

i color de los brotes més jovenes es plrpura. Los brotes mas adulios son de color

es erguido.

marrén castafio. Las hojas son de un tamafio medio y forma ovoide ancha.

PM 137 AD (EEAD).
Se trata de un clon en fase de seleccién en la Estacién Experimental de Aula Dei.
Pertenece al grupo de los Pollizos de Murcia

b3 e

Tiene un vigor medio, ligeramente inferior al de Brompton y superior al de San Julidn

O

A. Su porte es erguido v un poco extendido. El color de los brotes es pirpura y ui poco 10 jo

vinoso en los crecimientos més recientes. Las hojas son pequefias y de forma ovoide.

PRI 150 AD (

: ATD).

¢ 5 7

Se trata de un clon en fase de seleccién en la Estacidn Experimental de Aula Dei.
Pertenece al grupo de los Pollizos de Murcia.

Su vigor es medio-bajo, similar al de San Julidn A. Su porte es erguido aunque un
poco mas extendido que el clon 105, Brompton o San Julian A. El color del brote es plupura y

castafio oscuro. Las hojas son parecidas a las del clon 105, pero de tamafio menor.

Puebla de Soto 67 y Alguazas (Cambra,1970).
Provienen de una seleccién de Pollizos de Murcia y otros ciruelos locales espafioles

prospectados en las distintas zonas de origen. Se encuentran en proceso de estudio.

Montizo (Felipe,1989).
Es un ciruelo “Pollizo de Murcia” seleccionado por la Unidad de Fruticultura del SIA.
Es un patrén de vigor medio. Los ramos son de color marrén rojizo en invierno, con

anticipados cortos y espinosos. Su hoja es eliptica, de color verde intenso y brillante por el

haz, y verde claro v mate por el envés. La flor es blanca, de tamafio medio. El fruto es

esférico, azulado v recubierto de

107
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Sobre este pairén las variedades injertadas alcanzan un vigor medio, una répida

enirada en produccién y una buena productividad. Propaga bien por estaquilla lefiosa. Es un

patrén 0til para plantaciones en regadio de albaricoquero, melocotonero, almendro y

Monpol (Fehipe,1989)
Es un ciruelo “Pollizo de Murcia” seleccionado por la Unidad de Fruticultura del SIA.
Se trata de un patrén con caracteristicas muy similares a las del Montizo. Ambos
patrones provienen de una seleccién de pﬁamas procedentes de semillas de “Pollizos de
Murcia”, obtenidas por libre polinizacién. Una de las caracteristicas que lo dilerencian del

_s

Montizo, es su mayor vigor.

San Julian A (Okie,1987).

Es un clon seleccionado conjuntamente por la estacién de Bast Malling v Long Aston.
Se trata de un patron de vigor medio. Los ramos son derechos, erguidos v de color marrén
rojizo. Las hojas son relativamente pequefias, abolladas, coriaceas, con nerviaduras bien
marcadas y bordes biserrados. Su sistema radicular es bastante superficial y serpea bastante.
Las variedades injertadas sobre él alcanzan un vigor medio, con una rapida entrada en
produccién y una buena productividad, ademas la calidad de los frutos es buena. Propaga bien
por estaquilla lefiosa. No resiste tan bien la clorosis y la sequia como otros ciruelos. Se utiliza
como patrén de ciruelo y melocotonero, aunque también es compatible con algunas

variedades de albaricoquero v almendro.

San Julidn GF 655/2 (Bernhard y Grasselly,1959).

Patrén seleccionado en la Grande Ferrade (Burdeos, Francia), a partir de una
poblacién de plantas obtenidas de semilla del patrén San Julidn de Orleans.

La morfologia corresponde en términcs generales a la del grupo San Juliam,
diferencisndose por el color de sus hojas, con un tono verde grisdceo muy caracteristico. El

sistema radicular es superficial, pero su anclaje es bueno, aunque serpea un poco. Produce

arboles de tamafio medic-grande (mas pequefios que Bmmpmﬂ), La entrada en produccidn es

o
o

-apida, preseniando una buena

estaquilla lefiosa, v es un buen patrdn |
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también es compatible con algunas variedades de albaricoquero y almendro.

B, domestica

Constantf (Cambra et al.,1989).

\

Se trata de un ciruelo de crecimiento lento seleccionado en la Estacién Experimental
de Aula De1

El vigor del patrén es medio, con brotes erguidos. Las flores son blancas y pequefias, y los

frutos son de tamafic medio, con mucha pruina. El color de la pulpa es verde-amarillenta. La
propagacién por estaquilla lefiosa es buena. Reune cualidades positivas para ser utilizado

como patrén de numerosas variedades de melocotonero y nectarina, aunque presenta
problemas de compatibilidad con algunas de ellas.
Bromptom (Okie,1987).

Patrén seleccionado en colaboracién entre las estaciones de East Malling v Long
Aston.

Los brotes tienen un crecimiento derecho y erguido. Las hojas som anchas y
redondeadas, con nervios hundidos que producen una superficie arrugada. El sistema
radicular es superficial pero proporciona buen anclaje, ademdas produce pocas sierpes. La
propagacién por estaquilla lefiosa es buena.

Produce 4rboles de buen vigor v con buena productividad. Es moderadamente
tolerante a suelos calizos, asi como a Verticillium, aunque es sensible a asfixia radicular. Es
compatible con variedades de ciruelo, con la mayoria de melocoton y nectarina, y con algunas

de albaricoquero vy almendro.

Torinel (Andénimo, 1992).

Obtenido por el INRA a partir de un cruzamiento entre Reina Claudia 994 x Reina
Claudia de Bavay.

Se propaga bien por estaquilla lefiosa y se adap@a bien a terrenos pesados, aungue no

ra bastanie bien el estrés hidrico v su entrada en produccion
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es rapida. Es bastante resistente a Meloidogine incognita v M. javamica, y sensible a

[P . T TDaem e Bt PPV R VRN
Tetra (J. Pinochet, comunicacién personal).

Y

Se trata de un pairon obtenido por el Instituto Experimental para la Fruticultura de
Roma, Italia.

]

B

Es un pairén que se encuenira en fase de experimentacién. No obstanie parece que
proporciona un vigor medio-alio v que muesira una satisfactoria compatibilidad con
albaricoquero y ciruelo, asi como con algunas variedades de melocotonero v nectarina. Parece

ser un patron tolerante a asfixia v resistente a Rova.

Damas GF 1869 (Salesses, 1987).
Es un hibrido esponténeo seleccionado en La Grande Ferrade.

Es vna planta que forma un matorral muy espinoso, con madera grisdcea en invierno.

os son esféricos, pequefios v de color azuladc

medio, con rapida entrada en fructificacion y buena productividad. Los frutos son de buen
tamafio y color. Se adapta bien a terrenos pesados v hiimedos, siendo el patrén cirvelo mas
resistente a la asfixia radicular. También es resistente a clorosis. El anclaje es bueno pero
serpea muchisimo. La propagacién por estaquilla lefiosa es buena. Es compatible con
variedades de ciruelo vy de melocotonero, aunque presenta una incompatibilidad casi

generalizada con las variedades de nectarina.



Feg

b

tilizados durante la preselec

como los gue no amplif

Adesoto / PM 105

OPF-01
OPF-02
OPF-03
OPF-04
OPF-05
OPF-06
OPF-07
OPF-08
OPF-10
OPF-11

OPF-17
OPF-18
OPF-19
OPF-20
AB7-01
AB7-02
AB7-03
AB7-04
AB7-05
AB7-06

Neo polimorfico
Si polimorfico
Si polimoérfico
Si polimérfico
S1 polimorfico
St polimoérfico
Si polimérfico

Si polimérfico

No polimoérfico
No polimorfico
Si polimériico
No polimérfico
No polimorfico
St polimérfico
Si polimérfico
Si polimérfico
Si polimoérfico
Si polimérfico
Si polimérfico
St polimérfico
Si polimoérfico
Si polimérfico
Si polimoérfico

Si polimérfico

No polimoérfico

No polimorfico

Si polimérfico
Si polimérfico
Si polimérfico
Si polimorfico
Si polimérfico
Si polimoérfico
No polimériico
No polimérfico
No polimérfico
Si polimérfico
No polimérfico
St polimérfico
No polimérfico
Si polimérfico
No polimérfico
No polimérfico
No polimérfico
Si polimérfico
St polimérfico
No polimoérfico
Si polimoérfico
St polimérfico

St polimérfico

St polimérfico

No polimorfico
Sipolimorfico
S{ polimériico
Si polimoérfico
No polimérfico
No polimériico
Si polimorfico

St polimoérfico

H{’a

No polimériico

b

e £2

vz

Si polimérfico
Si polimorfico
No polimérfico
No polimérfico
No polimérfico
Si polimoérfico
Si polimorfico
Si polimérfico
No polimorfico
Si polimorfico
No polimérfico
No polimorfico
No polimérfico
No polimérfico
No polimérfico
No polimérfico
No amplifica
No polimérfico

No polimorfico

o
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Cehador

Adafuel / Adarecias

Ademir / Adars

Adesoto / PM

“:ﬁ
[
=

“n

ART-12
AB7-13
AB7-14
AB7-15
AB7-16
AB7-17
AB7-18
AB7-19
AB7-20
AB9-01
AB9-02
AB9-03
AB9-04
ABI-05
ABR9-06
ABR9-07
AB9-08
AB9-09
AB9-10
AB9-11
AB9-12
AB9-13
AB9-14
AB9-15
AB9-16
AB9-17
AB9-18
AB9-19
AB9-20
AB10-01
AB10-02
AB10-03
AB10-04
ARB10-05
AB10-06

No polimérfico
Si polimérfico
No polimérfico
No polimérfico
No polimérfico
No polimérfico
St polimoérfico
No polimérfico
S1 polimérfico
St polimérfico
No polimérfico
No polimoérfico
No polimérfico
St polimérfico
St polimérfico
No amplifica
No polimérfico
No polimérfico
No polimérfico
Si polimérfico
S1 polimérfico
Si polimorfico
No polimoérfico
Si polimérfico
No polimorfico
S1 polimérfico
No polimérfico
Si polimérfico
No polimérfico
No polimérfico
St polimorfico

S1 polimoérfico

(€8]
=
3

i

imoriico

ol
olimorfico

)

]

(’jf)

1 polimérhico
No polimérfico
S1 polimérfico
No polimérfico
No polimoérfico
No polimérfico
No polimérfico
St polimoérfico
St polimorfico
St polimérfico
Si polimorfico
St polimérfico
No polimérfico
S1 polimérfico
St polimérfico
No amplifica
No polimoérfico
No polimérfico
No polimérfico
Si polimérfico
No polimorfico
Si polimoérfico
No polimoérfico
Si polimérfico
No polimorfico
S1 polimérfico
No polimoérfico
St polimérfico
No polimorfico
No polimorfico
St polimorfico

51 polimérfico
No polimérfico
S1 polimérfico
No polimérfico
No polimériico
No polimérfico
No polimérfico
St polimérfico
Si polimérfico
Si polimoérfico
No polimoérfico
No polimoérfico
No polimorfico
No polimoriico
S{ polimérfico
S1 polimérfico
No amplifica
No polimorfico
No polimérfico
No polimoérfico
St polimérfico
No polimérfico
Si polimorfico
No polimoérfico
S1 polimoérfico
No polimoérfico
S1 polimérfico
No polimérfico
51 polimérfico
No polimérfico
No polimérfico
Si polimoérfico
No polimoérfico
Si

ot

S polimoérfico

olimérfico

i,

st

3
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Cebador Adafuel / Ada Ademir/ Adara Adesoto / PM 105
ARBI0-07  Sipolimérfico S1 polimérfico No polimoérfico
ABLO-08  Sipolimérfico S1 polimoérfico No polimérfico
AB10-09  Sipolimoérfico No polimérfico St polimérfico

AB10-10
ABLO-11
ABL10-12
AB10-13
AB10-14
ABLO-15
ABI10-16
ABLO-17
ABIO-18
ABRLIO-19
AB1O-20

Si polimérfico
51 polimoériico
No polimérfico
No polimérfico
No polimérfico
Si polimériico
No polimérfico
S1 polimériico
No amplifica

No polimorfico

No amp

St polimérfico

N

No polimérfico

Ne polimérfico
Si polimérfico
No polimérfico
Si polimoérfico
No polimérfico

Si polimérfico

o]

No amplific

Neo polimorfico

No amplifica

St polimérfico
Si polimorfico
No polimérfico
Si polimérfico
No polimérfico
No polimérfico
No polimérfico
No polimérfico
No amplifica
Si polimériico

No amplifica
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atriz basica de datos para los 41 patrones utilizando 7 cebadores. Los nimeros

.nexo 4, M

A

FOET T SEuREQ
(9) mapa ],
[EuEe

atiliicotdvg

EESTOL)
/589 dD

Y U weg
Toduoga

CZFUDTAL
SRIRRETY

19 0108 9P BGIN
v 05T INd

Y LET WL

AV SOT W

TOT 08Py
pEo7 TuBLIEYY

-8 ) BURLIBIAT
dsep-Lopag
BIEE]

[-€ £ WPOGOIT
JESTATN Y

6T WEIOqOMA]

o WBIoqO.IAl

aV 8L7€ FEIIA
Y €I, WBOqemgAl
TPy

BIEPY

adsey

FIEMB I,

§ 999K

TRIEOTY

BpUSE)
YOILIEIRYTY
PITCULS N
prEnEEuI N
ISLLTRG

wREpEE)

o

S

o]
23
&

i~

L

B
=
o

SBIDIBIY

e

o

<

<

<

<

<D

el

prEpy

B10-03-420
AB10-03-610
AB10-03-650
AB10-03-700
ABID-03-750
AB10-03-350
AB19-03-900
ABID-03-930

A
AB

oot

0

ot

el

0
0
1
1
0
0
0
1
1

ot

sat

et

0

i0-03-1000

i

AB10-05-1050

AB
AB

st

o

ot

10-03-1150

%

et

ot

10-03-1300

2

ot

st

ot

0

3-1

ABIO-D.

-1650

-
0-03-2200

AB10-10-470
AB10-10-600

1

AB1

et

0
1
0
0
0
0

1

vl

)
<

7

ot

st

AB106-16-620
AB10-10-680

ot

18-16-720
AB10-10-780
AB10-10-850
AB10-10-1300

A

ot

1

0

=l

0

AB10-10-1650
ABYS-18-270

i

AB9-18-410

0

ABY-18-440

et

oo

i

AB9-18-500

0
0

AB9-18-950

AB9-18-1300



Q
0
i
4]

693£&@§3@m§@©©@©©~"@Q“@@OPVQ oo B or T e BN s JEES N o T v i e N oo B T R =e e R <o}

(@}MT;@LQOOOOP—IOCJW‘OGOOHOOWQOOOCMOQMVA‘W‘Q

Q@U@@LCDC@@C}%C’)OMOCCDMCJC)O’*OOO@QV’JOON:CD:”*ODOCD

Hmd‘gﬂ@:ﬂgo7”“QOOQC)O""“OQO@OQOMQOQOQNQQQQWOGW‘O

Z/gg9 g’:ﬁ@ O D DD e DO e DO DD DD DD OO0 D e O O OO

v ngf mg OO DO D DT e DD O D >© D e DD O O e DO e e O e OO
E@éﬁﬁ@y@e"“OC)OOOOMOOOQ”*OQMOOOOQMOO@O“«’O@MQ
@mmwonwooooooﬁao@ooooowoooo©~ocoo-—~c§owo

L@ m@S ap WQQM [ B = B B S S - S oo SR v B < Bl oo S o= SEE I < B e B I e S e B oo T o S o SRS i ee B o e SE e e BRI )
W@gKm&OOOCOMOOMOOOOﬁOOMOOOOOMxMOF—xOMQQ(qQ

Wzg)zﬂgm&mw@@co@o@@MOOP‘*OOMOF’OMMQOOF“‘OMOOOMOO

Qﬂ{)@m@mweeocboooow:ocv—aooMQﬁQM;«,QQOQCMOOOWMQ

g@mﬁaw&@ﬁm@&ooomooMoﬁoOQOOCOHQMOQOMmM.-:o~©.-«oo
mu&sﬁ"“@QOO=““QO7““0OMQQF‘“‘Qig“‘QOQOOOV)‘vOO““OOf“‘\-"‘@
r[i‘gﬂﬁ.wigg@qmw&o@@oocorw«w—xoooocw@mooooo@woo@@ow»«o
W@@@_HZQ;\EOQQCDQCDQO‘-‘iCIJOOOOMOP-‘QOOQOOMFXOOOO*“«P—-O
:»{wmgwqgwﬁoooooooowoo~<©©wow©w~©oo~©Hooomwo
g{wﬁ@q&mmooooc>ooowoooooﬂ‘«o»‘ooocoowooocowoo
@VgLZQ«WJMGOOOOMQOMOOOOOOOMOOQOOOOOOHOO”‘OO
@VQKLWHQQQIMOODOOOOOMOOOOOMOMOOOOOO‘—‘MOCOOﬂMO
m@pvoooooooo«-‘QQOOOv—«owooeooo»«oo@oow—*o
mpvoooooooowxooooooo«v‘ooc:ooe»«cowoow«-«-o
g@mgﬂOﬂOOM_‘OOMOMOOMF‘OMOOHOMOHOOOMOOO
mmglMOOOOMOOOMOHOOHHO—‘OCDHM—‘OOOOOMOOO
g@;}_ﬁ@Eﬁ"‘OOOOv—*OOOMOH‘OOMMOP*OOMMP—*OCDOOC)OOOO
mmwﬂwcoo-woQQQOHOOMma-«ocv—xooooo@oooor—«
gpmw:)ﬁ@@o@ﬂoooF"“C)""OO“’“*““‘OF‘*OO"*""MQOOOO""OOO
qg@m@%wwmDoov——‘—«:oOOOHOOOOOGOQQOOOOOOOﬂOOM
Pg&gm@NHOOOMOOOOQOOOOOMOr“ﬁOOMOv-—iOOOOOOOMO
p.mmg@w@Nr—«ooowooooﬂoooocMo_rOOv«ow’ooooooomc:»
ja@mgMQOOO»—-'*C)OOOOMOOOMHFKODMOMOMOOOOOOO
Wm@p@aﬂcov—%oooooﬂ@ﬂoaowﬁv«oowooor—«ooooooo
ngﬁ{ﬂmooooﬂooooorﬂoo«—«womoo_ﬂoﬂooocMOOOO

LL@&E?}MOOOOM‘""Oo““O“""OO"’"“*O’”“OOHOMOO'QOOOOOM

gg;;g@.mpvocooowooooowoo«cov—«s—aQw——aov—uoooamoooo
eongeEpy O D e D DD e DD DD DO D e OO0 00000
= o909 Q9 R @ . : 2 2 .
%@@@@@@@m@m@tﬂ@@@@@@%ggg%g%% RS 8
e I S R - B B T T T T A T e == B = < B B S B S I SR B P - o )
B B B R I I I T B Y SRV SV OV RV VA
o b oh b Y B ®E L VYYD <
TEEBB8EEEE8E8E3B333883388333T 222
JE R = C TR P P M N PR ¢ A e T ¢ I B = S < S S W < G S N B R o P o
B2 Be B @ By B Be B B Ba B Bx B Bw 0 00 00 M £ @AM 00 @Qa [Eo e A Quas R
Y2 0000000000000 < Cwa<d«gdawqa-x <« 4 =

0

1

AB7-14-1350
ABT-14-1200



Y UBERL Wes

feduo

DEGUOIAL
SBTRNATY

L9 0308 9P BIqSn
AV OST I

aV LET N

Qv sot Wd

CHOIPY

pZIT BURLIRIA

-8 Ji5) BUBLIERY |

wdsep-Aopaae,y
RABHUS]

C AD HEOQOITAI

TES0ILJA]

D67 WHSYOIIAL
H UF[eqomIA
AV BLLE TIHA
AV CLL UBoqo.amA
TPy

aid 24

sy

psme ],

S SDEI
ZRIBITY
EpUElEy
PacRiiaidiing
POTBID ]
PIBTSEUIDR]
JISLLIBG
EBUIBRE )

L5S 4D

ot

e

ot

ot

ABT-14-1080

ot

0
0
0
0
0
0
0

AB7-14-820

o

ABT-14-750
AB7-14-660

ot

=

AB7-14-600

o

pel

AB7-14-550

ot

st

AB7-14-500
\57-14-400

ot



Anexos

Amexo 5. Malviz basica de datos para los hibrides alntgidro ¢ melocotonero.
b

Los ntmeros "1" mdican presencia de banda ¥ los "0" ausencia de banda

st

, =

=B R d & B & B 8 n wW

& 5 o w owm & B & £ 9 B [

¢ 4 w & 2 E B 2 & § 8 8 @

@ 4 B o U mE E | L % B R
ARLIDDS.430 1 O (A N (O ¢ R G L 13
AB10-03-640 1 LA S S S i

] o @ g

)
P
€ e b
s}
fon T

ABRQ-03-700
ARLO-D3-350
ABLG-03-870
ABL10-03-200
ABL0-03-930

[
f]
sl
v b e
o2
oo e Gt
A I
Lo B

o= 3
o B e B
[ N e R
[om B v S
Lo S vt B o SRS
[oowe I e B s IR
s R oo S i
e 3 (D D e
EEC i T
fou]
oo SRS v S
L ) e O = €
) e 3 et

£ e € e

ARLID-10-600
ARBLD-10-620
ABID-10-680
ABIG-10-760
ABL0-10-850
ABIG-10-1300
ARS-06-300
AB®-06-500
AR2-06-610
ARD.06-680
ARC.06-780
ABS-06-800
ARB9-06-880
ABO-06-1300
A£B9.06-1380
ABS-06-1700

i ]

ABlgpsgize 1t 1 1t 1 1 1 1 i § I 1
ARIOM31300 ¢ O 0 ¢ 0 © O 0O O o i B
ABioms-isoo0 1 1 1 1 ¢ &1 b b1 i Pl
ABIGOs-IEé50 1 0t 1t 1 ot 1 1 1 11 11
ABIDOG-240 © ¢ 0 O 0O O S VA 6 0
ABIDO63MD € © 0O § Lt 9 0 0 & D g 1
ABIODE400 ¢ 0 0 0 8 0 0 O 0 0O O g g
ARIGO660C ¢ 0 o ¢ 0 0 0 @& 1 i i g 1
ARIDOGFOOD ¢ 0o 1 1 S S A S S il
ARIDO6-®DG C© O § D I A A O B L
ABLO-DG-1240 0O 1 0 o o0& 0 0 g0 ¢ g
ABID-06-1300 © oo g o o 1 0 1
ARBLD-06-1380 © i g 1 0 0 0 g
ABLO-10-480 i 11 i

ABLID-10-510 i 0

0

[ T s S e S e R

]

oy
e T o T s O i T v B )
[ T oo T e T e SR

P e SRS S SR SN v B we R e i s e [ o}
Fone T s RSSO e B o i cor IE O

PRI v B P S e B "
s e

£ e e £ b (3 R e

X b peed pewd b e

[ B T S R s N o B s S s s
P el T T T N e T v B v o B s g e

s i £ € e (D b wes (DD LD LD D LD e O OCDCD
o

(T s (T3 O e e D =t e s (D00 0D (3 =

PROCR i T s B s B PSR S e o ind

st

youn LS

[
[ IS

foe)
fone]
bt been £ pen e

e

foe
EE T e TR v B el
[ iR e i

R
et (T e

£ o

[T T v SR o T e S e O e B o s e R e o o el o
g;::_&;:g»w».w:.wM@Mm@mwww@@mmm&c»m@mmmvr«mmmmwwmwmmCL?CW“

T e £ s (LD e £ e (D b e e (D e O3 KD e O D D0 e (DD 00 e
fasne}
£ e = (s )O3 e 23 D

1
a
I
g
i
Q
g
i
1
1
i
i
1
g
0
i
g
i
1
g
0
i
i
i

0
i i iU

ABTO3-280 1 1 1 1 i1 4 i
ABT03-400 0 0 0O 0 N g 1 0
ABFOEET0 1 0 1 1 11 1 14 i
ARTDEG30 1 0 0 0 0 o 0 0 g 0 {
ARFOZEEC 1 1 1} 1o F A S 1
PNz Rt RS L A SR D S SN SRS S SRS S SR SN SR
PNz X% | NS S | A S RS NS SRS W SRS S S SRS S SR
ABOOTOOC OO0 1 0O o+ 1 1o o0 oo oonog

m



Anexos

(g

gt

,.iﬂu.i@@ﬂw«i1@@4.1Dﬂiliﬁ“lﬁi«l&ﬁb@.ﬂ,aluai\iuﬂuﬂiﬂuﬂu

@m@@w@@f i s e {3 e B vt £ D o e ves e O3 ED e D CY e 32
@ﬁ?z)ﬁk.m e T v T T s S v S s B wo SRS R vt B o B R o B v B B A S I S DY el T v OO =1 O L wed €D et ot vl 3wt el o Fome T o T s T e L™ S e S o}
b LR
© sagemy T i ey et 5 T O LD et ) e et D3 0D e e (D e OO S T e £ D CY emt v () LD vt (3wl e vt et O €D e €3 e D v e o e O )O3
Ly ATl
Nﬁgﬂwmﬁm% i e e D3 e el wed (O3 (DG e 23 €D QD LD LD e ower O wed o G TF e TG et CD s OO D vt O3 e v e D 3 O3 e €0 D LD v e ODowed D 0D 3
@@%@\r@@?u%ﬂ@ﬂui@ga@@%@iz@ﬁu;,LﬂuLmU_ﬂUw.U}181G1u@@1@1«llﬁuanuivgﬂw@u@?al3mu-uﬂuﬁ,_
jlipENsieE e e B3 e = 3 0@ e e £ 000 e e e D OO s 08 S e R i s B I T = e e e
[POTRUITR] C e e 9 OCD DD OCD D 0D e £ OCY em €3O0 o= (D (0w e o= (D Q) e (o= 03O o O E et () e et wem O € OO0 e 00 LD C3 CD oem O3 OCH O e @
@Mﬁ%wﬂ%ﬁ@w@ €5 e e TP LD OO LD v (00D €D e (D LD 0D LD e e e L0 0D e O e O O o 3 CD e 3 v ovmow £ OC3 3 e O 23 DD owew @ & (D e 1
m%q.m.@ﬁox_“@?b [N e T s S v SR s S e T v v LS e R e o e B v e D et ) Y et O (D O LD e ol G vl v et o el €D C) e v (DC3 D e vl OO W@ 83
Ti.;nmrl.@t
%@@m@%@@ T e e D30T O OED D e 3D D v e (D LD e e OO ) et T et e €T T3 O CT e e OO vt €03 e e et £3 2D v e O3 003 D D e £ LD O3 Pous S oo
.,.aJrl\LUiﬁf»ﬂu@@l@«tﬁuhuﬂg.ligLUﬂMLﬂwlﬁuuiﬂulgi?ﬂuﬁzlgiﬁiuInﬁgﬁuiliigaﬂa
e w0 vt e € G2 D €D D e weo v s ) LD e v D) e Y ET e L ek £ ot e D CD wed CD vt et e (D D e 0D e e e 83O Fioo R vl
L9 I
mm;@vwmw)kﬁw@@qfr ] e PR o B B wor S v T v N o SR S et S s N s R e O o B B o et e s B E LD C D e DL D Y et D el et el £ eed 0D et D el e e OO oeed €3 QO O3
@&ﬂmﬁx@\ﬂ% O e TR s T e S wes T e T o N v B B o S B R o B B R w R EOE) e £ e O OC) e (D OCD e LD wst v e 0 (0 el e OF 20 KD m e e e Fovst T s R
Pq,&@@@@@ﬂéZa%y@m%péﬁf@@y»@@_@gyﬁuMMﬁ@?@5@@@@@2%3?2?@@%@@%@@@224@@3@@
fRERE-SwnusrguusEdYr e onBISYer e adaENwRaeuREes 9 DELD
?id&ﬂé%@%%@@@irwﬂ»@@@@@@;ﬂ.hggﬁﬁgggx&..?????ﬂ_&i@@%@&&dd
Ercpnpros8sdoodddggrnm e ae959885aaagsmaa900E99 9885
= == 5 & N & == =i : = Re Qe
@i@%f@???????@mwq_u@@@@m‘JQ@F??FF??EW.@JFF???Q%&@@@ﬂﬂiuvm
HeransEEEEEEEEe LR 0 gt 5555555555555 58855504
Ec " m 56 I o = = g <@ B b el - = b 5 = : ﬁ wt e LR
&éMw\ 2000 ﬁama =] @@Emm%@ﬁ%qm@m



Anexos

Sy

I

YDARIEBTY -

panEuran]

JELLTRE]

i A.@@

o

o

& W

£

e

G A4y

&

TRy

o 0
[ R
Fws T s
£ =
i S )
s S
L3 3
i o
[
e Qe
[ R v
[ ]

7=

0

400

4.

] )
T el
el ey
e
w1 el
o= e
=1 e
el )
el o
ol g
)
oy el

g
gl gesg

o
0

ABT-14-600

0

AB7-14-580

60 0 ¢ @

{

G o 0 «

ARBT-14-380
ABT-14-260

i

0



Anexos

1.

ot

apido.

v

ncia de ban

&

i

ia de banda v los "0" aus

~

g

ndican presen

i

BE g8

Amnexe 6. Matniz bésica de datos para los cwuelos de crecimiento ¢

Los nimeros

e g g S i I s ST RS o R o S RPN S R T ™ I e el = T T T TP B v S R v B e S e e S B frss S o S v B e et e
peggumemgy < S F 77T C e M - = oo
s T s S vse B e S B R B e T S I R s} DS N e e (2 D e e v e e 0D (30 OO [ B "™ S S ewie e R et ot -

m%@%e&%%@ﬁ@@ et et £ el £ et [0 e £ O w9 e et wet ot et O3 6D 83 0D e e o CF et et ot T3 wed et OO0 O v O3 e e 0D Qe O3 O3 e O30
T g@mm@ £ 53 0D wm wa OF €D el s el wmE o owed ) O et wed €23 0 e D wed et O e v OO £y s G D et vmd wed e e £33 € ) wed wewd =i O30
m»m um«.@ g@:@%@@% = 5 v e G v e o Y i e el e v om0 € 03 ED v vl et o e P = T R R - P .
@M&@% %ﬁ% o CD e et i el o g wmd el ol el ol G5Oy 3 ) D el eed et el wed el €33Oy e O3 D O3 £ el et iy £ I wed el e
YES mm.wwm@@me ST 0 Y ) e e O CD e w00 ed s sl s et el wmd O o CT ek 9 O et o et e el £ et (D e wet O e el 026D 3 LD 3 e
,hm@ ,.P@Wm @ @ijw@m@ O OCD ) == e D e = o I n = R [ T e S e O o S v B B B B e s ] oD e O (DD Q) v e P S v T s S v SO o S~ B !
p . IR e B S B T B ot [ I T oo B w IS L o B s B €9 e T3 oews O3 v D e O3 v e Frose T wes T v R BT T e T o o B B et (oed GO el e
gﬁ%%ﬂ%,ﬂhﬁ%@ﬂw& I .w £33 0D wel wwd (T3 el o [ N o B I ] YA oo B oo TR wor B v BRI S S s L ) O D e T3 €D et O et el o S oo S s TR v S oy O =
pm,mdmw oy CF D LD e 3 ewl G5 e vl B e et omd s sed om0 €D o ED et et O e e e (3 CD D e (3 C3CDCD e e (D O3 3wl 3 et weed O
W .@m g E L ED e D e £ el £ wm w0 o= e e om0 €D e OO G e E et Y et e (D€ D e O CD R R et e O3 CD LD O3 OB et e o
B e o o W O W0 T O & 8 g i Ty Ol e R EEREE-EEEREEE-EERE RN & 5 e W = =
E83S8cl el hegesiasguaeaddanbnwwh B8 IS0 LT
@ ¢ WM E G 3&44@%@@@@%4&&&&&@@&%@@3333%33&&????
CE8L888888yduda-oomgggdes00899e9839555990829279
@@@@@@@@@@@@%ﬁ@@ﬂ@&Ji&i%@@@@ﬁ?????????@ @8 S 5
-l RN Rl R & o & e R e
ﬁﬁﬁﬁﬁé;m%%@méﬁgﬁwﬁﬁm : &
&, . '« %



e s — O3 L S e - QPR v S == T T = i e R e S == S B — — Y e O3 et
W@@W@ﬁm&@%w@%@ O e (2 LR s T e e d R e QR s ) LR d e B S S Loe] d o] o

m»%nwmmwﬂwmﬂw@g%@ﬂu@ii B e O3 €D e e DD 6D o B3 LD e DD e ?uﬂUiaiﬁUﬁUzBGﬂlﬂumuﬁia
w%ﬁwﬁuuﬁ@mm&m@ﬁu@ e e 3OS D e e €D D D O DR D e 8D et e O s O3 G €D v v Do D0 O
;é!@‘Hﬂv@ryiﬁuﬂﬂuiﬁgwad@ﬁuﬂwwLlﬁuiiﬂ.&qﬂﬂﬁbﬂui@lilnuﬁunu
et -
Wam@h@%@%ﬁm@ﬁ@pﬁ%@ Lo TS oo ] T e T v I v B PR e S s TR v S B o FvaaﬂﬂﬂﬂﬂU&zelQﬁU?,ugaﬂwﬁU
m@@@m&gﬂwqhm@ﬁu@,i@mu@%ainuru@_ﬂu@kyﬁeliruﬁuiﬂmuﬁuﬁumugqlgﬂlnuﬂﬁuﬂw
[ — ﬁ@ﬂgﬁgEﬂLiDﬂunﬁeiigﬂL@ﬂ:ﬁwﬁUﬁw LﬂkﬂUi&.ﬁ“ﬁulgiﬂl@ﬁUa&ﬂuDiDA
DGT T OYOILHT
@E.ﬁ@@@@@%&ﬁcﬁﬁuﬁ....“@ahDﬂunuc,iﬁulﬁu@.ﬁwﬁq@ﬁuﬁ..u,..lﬁahaﬂnmnuﬁuﬁugmuLiﬂwﬂanumumdﬂuﬂ
” — E,M,r“;uu.\ﬁ,ﬂﬁ,.iﬂuﬁumuiﬂuUﬁuiap,ﬁu.iﬁu_x%UUEN%“EEG@G@L@QU}UT"BEM
AV SLEE [T
_— [ R e 3 e st e 3 P I == I woe B [ o g et = = o] “
@@%%?ﬁ&@%@@m,kﬂg@m R = = I eI e R A P =
Q‘Eswﬁ.@mﬂg mﬂ_aiﬁtglgﬁwgugquﬁu@ﬁuiﬁm\ﬁuﬁa?ﬁuﬁﬂ&&ﬂﬂuﬂuaigﬂﬁgﬂuﬁﬁu
@aﬁ%ﬁ%ﬂ_ﬁﬂzﬂu@i@@nﬁii@@@@@@zLﬁumul:&@ﬂﬂnuﬁuiﬁunu?ﬂ.ﬁu@ﬂw
m@@@@@_ﬁﬁ@@®®@@@@@@@ﬂ@@@@@@@@@@%@%@@@
@@s@@@53@@JE@m%@fxmu@@@@mééu@@@@zg@@@zﬁégﬁ,@@@@wé
SEEREICRLSREeEcaEEaREesao T TR e dddd
ﬂu&Q?.uiR???????RuJ:u%ﬂm&ﬁ????ii&%@%%%éﬂ@ﬁ@@
Wﬁﬁﬁm?&&&@&im@@m?ﬁ@@@@@ﬁ??&&&&&&@gagé
ce98899asdaece o 0 QMH@@@@@ﬁﬁﬁ_@w@@@@@fﬂw@@@.@
IR RoRAESEEESC2222Fanas59249999893393
ERE R A, ==t (R O «
gﬁgﬁéé@&ﬁ@&@gﬂ@ \@m@&mw%@mmw %
e B R R

11

0

0
0o g
0
0

i

i

i
H
it
0

4B9.20-500
AB9-20-530
ABY20.620
AB_20-660
ABO-20-700 1
AB0.20.820
AR0.20-1020
JB0-20-1130

£

ARDO-D6- 180



P == v S o B e TR T i O v v O e s Y et

1
1
b

- i S o S s S o P SRS I s B R i e S s Bﬁucﬂgﬂugiﬁu?«ﬂuﬂuﬂUﬁU«vuuGﬂ.nU..éUﬁUan
WN@NC@@%@@ [ S i i = g - =i s ;

ﬁUﬁUﬁUﬁU?LMUQ.Uﬂa,ﬁuﬂug~sU?&ﬂﬁwuai@nUiﬁﬂUYs@ﬂuﬂuguu.véﬁugmuqlﬂumu LSRR e T s S e S s QS e J v N i s o o

i
i
1
I
0

19 35 veLTep

M%ﬁwﬂvﬁm@m%fM@“M Fin T i R R = I e e D G e= e el v e TR T wer B e ] ﬁﬂw@&ﬂnngiﬂ? PRSRERY oo TR won TN s N won TN woos BNE S B ] I v N S o S e R o S v 3 s T o T e
: AT
Q@mﬂw@mmwmﬂ&ﬂbﬁuﬁ@ﬂunﬁuﬂuﬂwﬁﬁsﬂﬂuaﬁﬂﬁugaﬂuﬁnu;.nbmﬂu,“.haﬂuﬂi@ﬂ.uiﬂunnuqﬁanLlixﬂUﬂ_iisaiﬁUmU!Lﬁuﬁwﬂuﬂwﬂwiwi.m.ﬁa
it
s " xwwaku@@@,iqi@@ﬂuﬂaﬂvaﬁﬁunﬂUl\gﬂUn@«kﬁhﬁﬂ@gﬁugﬁuﬂuﬁu%:.i&mUmUﬂ%&ﬁUanijmﬁﬂaﬁﬂujﬁBQU, [ T v B o)
1€ 45 UEoqeT
ﬂo@@(ﬂ%@w@&?&\iﬁwAﬁgﬁUﬁﬂuﬂugisﬂuﬂueiac&CLEQQQUeﬁuiﬁuaﬁuﬂuiuﬂ,lﬂuzﬂvajiigaﬁ.lﬁkﬂﬁu e T v 0
.,V,”Axt N
R o @ﬁuﬁ.@«ﬂﬁuﬁﬁsﬁu@lbuPH,HmUoLmuﬁ..»;Bqﬁ,ﬁ@ﬂw@ﬂ.lﬁuaﬁlﬂ_ﬂuqﬂggﬁﬁuiB@ﬂuﬁuﬁu«.ﬂuﬂufaﬂum‘u
V6T WSO GITIAT
mmg,@m@sﬁ@bwgmﬁawﬁ@ﬁugﬁi s QR s T i Y o Y s S o S R s L Y ED e (ZD s D i TR s SO v T s SO e R e S s TR JO o JO e O s O s v e e S fme S S e S SN s S v N o s o o
P 5 po— Enﬁru_ﬂwgﬁgaﬂﬁugﬁU?&ﬁUﬁu?&ﬁw@@@_ﬁd(lﬁ“Lﬁu@ﬁﬂ@iﬁﬁiﬁugﬂuﬂuﬁuﬂqﬁq\LﬁU.viﬂUﬂwkﬁMﬂwﬂuw et T e S o
UV BLTE BT
- i o @d\..?a@ﬁUeiﬁU@ﬂuﬁUﬂUﬁUiuﬁu«Uﬂtﬁnjﬁuﬁu\,ﬁ%@@gﬂeﬂﬁﬁééﬂﬁuiﬂuﬂvﬁvﬁgt\,&&ﬂuﬁu_ﬁulﬂwnzﬂu,,H.mru...
OV €1/ UBeqermy
ﬁw@ﬁ@@ﬁ%ﬁuﬁawﬁcﬂe@V.L__Hu AﬂuﬂuﬁmﬂiﬂalﬂvntommL;Mwﬁuuﬁ.uca_ﬂvﬁuﬂwaiuoﬂugi.ﬂv&lqrRﬂwggﬂiﬁ\ug o B vt SRS
vm%q\mﬁ%ﬁ“ﬂ,\a Eﬁuuxﬂ_@ﬁuoﬁﬂﬂulﬂ@?.ﬁ@H@Q@umﬂwigﬁugﬂ_iggﬁuiﬁuﬁuiaéiﬂwﬁﬁIﬁuﬂ_mu‘asﬁb e d
e oo s e EcOD000EDEEBDoeRR0R0RRRR8ERERRRREER28E
@?@%5@@@@@@%@ﬁ@@g@ﬂ%@@i@@@@ﬁ@@ﬁ@@@255@%%2@
ﬁaﬁ_&ﬁéﬁ@m@@@@ﬁ@éﬁuﬁ”xﬁ?@ﬁﬁfﬁ@@gng@ﬁﬁizw@%?gﬁzaﬂ@@@m
@ahm;@@@@666&@&4@@@@m@@@@@@a@@%&ﬂw@%g&&& R . S S
ﬁﬁ@@@@@@@ﬁﬁ,@p@&&iﬂu&ﬁﬁgu?m&ﬁ@@@@@%m@%@%%@é@%@&&&
@@@@@@@@@@@ﬂ@@d@@@(@ﬂJ@u@@@ﬂﬁ&??@@@@@ﬁii&&i???
&mﬁmﬂiﬁmﬁﬁmwwwﬁﬁwwﬁﬁﬁ M@M@ﬁ@@%%%%%??????ﬁ &
: Al o == R =R M Bhs- e Bio~ BN .
= R = > @ @ & G A & G | mﬁ% < o«
fsﬁmf&@ﬁ@uﬁ@%@% o T @ @ < 650000 : Nm@



Anexos

210,

4

recurento |

o
i

log cwvelos de

i &l

o

1 presencia de banda y los "0 ausencia de banda.

Maiviz basica de datos pa
Tos ntmeros *1" mdicar

L

=5

£l

&

gl

4
N

ot

ﬁ%&mm@ﬁm e Y O e £D LD E3 LD (D e & e (2 aed o D e e vl et wed O3 e O3 0D e 3O e O e Gn €0 D D D OB LD L2 LD B O e o IR
AU o S L e B SO e O OChH G0 2w O G o (3 o C et s weg oed (e (30D €D v e O3 e s (R e €3G0 e 23 O3 Q3 DO e
G081 A9 SUug
ﬁm @w B £ e G e G e ww el e e (5wt e O3 e (D et €3 et D e € CF em ©3 &3 D e e DD e e T e B e TR o T T o S v s S s S
JeuLIe], o T D D O D e €3 e € €D e D e DD 3 e LD R R e R R IR =A== e g e
%ﬁm@ﬂmug%@, P T e T o T e T o N o SO v S o SR R o s o SN w3 wer D o 03 e e wed (D e e O3 OCS D e v OO e G el e 23wt e O O3 Y s O
m@‘%&vm&ﬁ@@ e 5 E w3 wd e £ e D e e 2D C e £ ) et S v O3 e 23 €D e ©3 O D et e DD e w €3 e O O e e 3£ e
e g v LD e €D CD e 4D e LD e £D e [ QL s C9 el 9 D T3 vt (23 e wet et O3 e e O e O3 0D e O3 @0 e €D 0D DD ow I
T/Eg9 10 ’ "
/mwmbﬂ% W mﬂcmhgwmu EOET D ) e O e e e e st (et DD e S5 o £ e (3wt e =t (3 €D e ET e s O3 vt (DD e et €03 et € e CUC3CDOD OO
d@w%&@m& D CD CD e 3 o €3 e (D e D €0 e ET e £ v £ et 3 v eed wed I3 et e 23 3 O e e 0D e €0 D (D e O3 OO 0 8D O3 fooc]
QNE@%@M@@& oD S o L) e DO ) OB et £ e (O3 O em D e e e D e £33 D D e v et (D e O e Fion TR o JREC Y s N ot S s RS G o
nm;&.ﬁ@@ﬂwﬂw% B et £DED e D (D €D e €3 O3 LD e Lo e OO B et £ e ot o (D et e 3 e e e e 020D e OO E e (O et et GO e O3
L0 05 ap VAR S e £ e 3 €D CD LD e DD @ e e LD EY T CY et 03 et v et (DD e LD e ot el weed O3 e D CT et £ G e et 3 LD P

i T et T e (e 0 e £ e (3 [non TN wee TS 3 S O e ) e w2 3 DD s e e . I » B B o ol T e O U0 O =

av 0st Wd

ey pgoy ey g = = 3 Oy D O e £ £ D e £ e o O e €3 e £ v OO CD = e (D €D e v ) O e (O o BER T v S wer BRI i N o B o

Oy LET W

P PP 5t P T o S o QO v O v o S I v R oo i s ) e o= (D et £ e et e OO 0O e OO D e we CF S wet et D et (3D <€ [ S

i )

m@m @.@m@m&s@ P IR s T o T s B s RO e B e St B o o L o 0D D e 3 vt e vl OF v oet P R T S we T v S B o o S S e s L ok
@@nh@@@@@é@@@@ﬁ@,@Q_rﬂ@yw@?ﬂﬂ@gﬁ@gﬁgz_@.%zggg@@ﬁ@@aﬁ%ﬁ,@ﬁmfﬁm
ZR2RRE8E8d08 R cdgeE g8 nEdneen e 8t Il dica
G@ﬁ@ﬁ@@ii&&@ﬁ@@ggj_&ca&.ﬁﬁﬁ__.._ﬁﬁﬁg@w%@“@“%ﬁ@gﬁ
L8888 88 88888 uddggds-5222282328020504a -
@@@@@@@@@ﬁ@@@@@@@@L@w@ﬁw@@@@ﬁw&&i&@#@@ " s e e o BB
MM&WMMEE@@@@ﬁ@@ﬂﬁﬁ@@@%@@ﬂﬁﬁwm@mm % o EWW

CE A R & E e g By B £ = = o =z % @ % ) s [ R b
@ﬁﬁ&é@%%@ﬁ@m@m@;&vﬁf%@m@ﬁ@%%n @@w@% “ ,m
Lo A & & 2



Anexos

GORT 49 SRR
TOULIGY,

wogdbraagy

[ mEsuey

/s89 40

Todmog

PECULTH
STERBTY

LD e op YyEmg
v 051 Md

0¥ LE1 d

GV $01 Hd

10y wesspy

Lo os

ey

=t 1

0

0

0 0 0 0 6
]

a
0
o
1

]
g

i

150

Nij

OPF068-950 0O

OPF-08

OPF-08-900 O

OPF-08-628

L

OPF-08-1600
OPE-08- 1959
OPF.08-2100

pan]

)

4wt

6 1

1

€
L

OPF-20-400

pram—;

g

fo

=i

v

OPF-20-460 O
OPF-20-800

3

[

0

0

OPF-20-250

o]

L =

o000 0 0

g

ot

[ I

o)

AB7-11-

0

ABT7-11-320

Qi R

[

i

ABT.11-800 O

a
d

0

i

0

AB7-11-000
AB7.11.1250 O

ABT-11-920

o]

0

0
0

0

0 0 g
a 0

0
0

(U
0 1

1

o

i

i
i

g
ARBIB-01-450 O

ABT-11-1500 O
7.11-1550
AB711-1600 0 0 O
AB7-11-1850
AB7-11-2000

e

ol

0

i

o 0 0 0
g o 0 0 0

0
0

a
D
0

oo oo
1
0
0

t G

1

g o
0

1

1

i

0

i
!

i

ABL0-01-480 O
AB10-01-920
AB10-01-1450 O
AB10-02.280 0O
ABIO0Z-7I0 O
ABLO-02.780 O O
AB10-02-1020
AB10-02-1100

ARBIG-D

[ ]

IR

il

-1

o4

0

0
0
{

0
0

!

0
]

ABID-11-6
Nl

ARID-T1-48

AB10-D2-2050
ABIG-D2-2300
ARIG-02-2400



Anexos

BRIRIE]
GOBT 4D seum(]
(g wmal,
TeUEID ],
wepdmasg]

[ RSy
TIEEY D
fodmey
DERUOH]

av 0§1 Wd
T LE1Wd
@V S01 W
10T s0sey

B

faa)

)

fue QR

1i0-11-1

A

o=l

o

e

i
£
R

3

] e

=

vl 08

e

O
I |
PR v
et
e G0
5
el =
w2
JRESEN ]
weed L
=g 0
[ e

o=

ARD01-430

=3

0

ABS-01-920

o

g

e

=

ey gl
)
[

0

1
)

ABD-0I1-960

g

o 60 o 8 0 @ 0 0 O

ARBS-01-1360

s

o=l

0

ABLD-05-620

£ e
) et
]
£
ot o
P
e lian]
ot
el
=
et el
me=)
ES ]

j=

§
s

=)

ARBI0-05-820

) I B vt
el (LT el ey e
P R I W B e}l
e 5 E3 e v LD
e
[ e T . T e B

= 3 0 el owed o
et O3 R
o= S o SR
Geedwwed () el wes ED)
o I I I B
e I I
Gt ) nemd o) wed el
o= R LD e o e
e G QI vl v e
[ e |

s

i

2714660
ABT-14-580
ABT-1

b
fy 1

0

e}

0

8¢ 0 0 0O C 0 O

4 B
4-5

b

G
0

0 o o0 0 0

i

o

0 @
0 0

!

AB7-14-400
ABT-14-360

a g 0 6 0 0

o0 0

<o

el






