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RESUMEN

El cultivo del albaricoquero en el Valle Medio del Ebro esta limitado por la falta
de un patron adaptado que sea compatible al injerto con las variedades méas
exigentes. En este trabajo se han combinado métodos convencionales de mejora
con la seleccion precoz y el cultivo de tejidos, por un lado, y la seleccion con
marcadores moleculares por otro, para obtener nueva variabilidad y seleccionar
los clones de més interés. Se han realizado cruzamientos interespecificos entre el
pétr(')n_ ciruelo Mirobolan y la variedad de albaricoquero Moniqui. Mediante el
rescate de los embriones inmaduros y la micropropagacion de los nuevos clones
se han obtenido plantas clonales de las que se ha determinado su caracter hibrido
mediante un test de paternidad basado en microsatélites. La deteccion precoz de
la compatibilidad de injerto ha permitido identificar cuatro clones hibridos que
tienen mayor aptitud al injerto con Moniqui y que serdn evaluados

agronoémicamente en campo.

ABSTRACT

Apricot culture in Central Ebro Valley is limited due to the lack of a suitable
rootstock that fit both adaptation and graft-compatibility to the most demanding
apricot varieties. In this work conventional breeding methods have been -
combined, in the one hand, to early selection and tissue culturé, and in the other
hand, to marker assisted selection, to obtain new variability and to select the most
interesting clones. Interspeciﬁé croéses between the plum rootstock Myrobalan
and the apricot cultivar Moniqui have been made, and new clones have been

obtained by embryo rescue and micropropagation of seedlings. A fatherhood test
| with SSRs markers was performed to ascertain hybrid genotypes. Early detection
of - graft-compatibility allowed us to identify four clones with higher

compatibility degree with Moniqui that will be evaluated in the field.
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Introduccion

1.- Introduccion general

1.1.-Albaricoquero
1.1.1.- Generalidades

El albaricoquero (Prunus armeniaca L.) pertenece a la familia de las
Rosaceas subfamilia Prunoideas. El género Prunus poéee cinco
subgéneros, pero las especies de mayor interés comercial se agrupan en tres
de ellos: Amigdalus, Prunophora y Cerasus. El albaricoquero se agrupa
junto con los ciruelos en el subgénero Prunophora. El ntmero bésico de
cromosomas (n) de la especie es 8, mientras que el somatico (2n) es 16. Su
cultivo se extendio desde China, de dondé'es originario, hacia Asia central,

[ran, Asia menor, Armenia, y Siria (Crossa-Raynaud y Audergon, 1987).

Las distintas 4areas de produccidbn se encuentran ubicadas
fundamentalmente en Asia, Estados Unidos y la cuenca Mediterranea,
cuyos principales paises productores son Italia (que aporta el 34% de la
~ oferta comunitaria), Espafia, Grecia y Francia que aportan un 60% de la
produccion mundial. Si bien se trata de un cultivo muy extendido desde el
punto de vista geografico, sin embargo se trata de una especie muy zonal y
las variedades se encuentran limitadas geograficamente a determinadas

caracteristicas ecoldgicas (Bailey y Hough, 1975).

En Espaiia, el cultivo en secano y regadio, ocupa un total de 23.500
hectareas, con una produccion de 125.500 Tm que fundamentalmente se
destina al consumo fresco (106.170 Tm). (MAPA, 2002). Existen dos
zonas mds importantes de produccion, una es la zona mediterranea del
Levante y la otra la del Valle del Ebro con menor importancia que la

anterior (Escudero y Navarro, 1990). Se cultivan distintas variedades segin
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Introduccion

las regiones. En Murcia, una de las comunidades mds importantes, en lo
QUe al cultivo se refiere, las variedades “Bulida”, “Moniqui” y “Real Fino”
aparecen como las mas frecuentemente utilizadas; en la comunidad de
Valencia, las variedades “Canino”, “Galta Rocha” y “Tadeo”; y en la
comunidad de Aragon las variedades “Moniqui” y “Paviot™. Si bien existe
un aumento de la superficie cultivada para determinados cultivares como
“Galta Rocha”, por sus excelentes caracteristicas para consumo fresco, y
“Tadeo”, por su resistencia a la manipulacion en post-cosecha, sin embargo
el cultivo de otras variedades como “Moniqui”, disminuy6 por sus graves
problemas de producciéon a pesar de sus muy buenas aptitudes para

consumo en fresco (Rodrigo y Herrero, 2000)
1.2.- Patrones de albaricoquero

Los patrones mas usados en Espafia son los francos de albaricoquero, que
funcionan muy bien en las condi‘ciones de la zona de Levante, pero no
pueden utilizarse sin embargo, en todas las areas de cultivo. Este patron se
comporta bien en suelos sueltos, profundos y bien drenados; siendo
sensible en cambio a la asfixia de cuello y raiz (Felipe, 1989). Esta
situacién limita mucho la produccion del cultivo a determinadas areas e
impide que otras zonas,..con climatologia favorable, sean incorporadas al
cultivo por falta de portainjertos alternativos. La excesiva sensibilidad de la
especie a la asfixia radicuiar, a podredumbres de cuello y a la compacidad
de suelos, (Felipe, 1990; Bernhard, 1990) ha llevado al empleo de patrones
que se adapten mejor a estas condiciones de suelo. Sin embargo, el intento
de usar patrones alternativos, como los del grupo ciruelo, puede plantear
problemas de compatibilidad de injerto con la variedad o variedades de
interés agronémico -y comercial (Bernhard, 1990; Crossa-Raynaud,

Audergon, 1987). Si bien actualmente existe una amplia disponibilidad de

12
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patrones que pueden utilizarse en condiciones climaticas adversas, sin
embargo es necesario tener en cuenta este aspecto de la compatibilidad que
se presenta con albaricoquero cuando se utilizan ~~patrones diferentes al
franco. El melocotonero por ejemplo puede utilizarse como patrén de
albaricoquero en suelos bajo riego y le conferiria ademds resistencia al
chancro bacteriano y a Verticilium, pero algunos cultivares de
albaricoquero manifiestan incompatibilidad con melocoton (Felipe, 1989).
Esta incompatibilidad se hace mas manifiesta sobre todo en algunas
variedades exigentes para el injérto entre las que se encuentran “Moniqui”.
La incompatibilidad de tipo localizada, se manifiesta en forma" de
desorganizaciones localizadas en el punto de unién que acaban por romper
la asociacion patron/variedad, y puede manifestarse después de varios afios
de crecimiento normal (Hartmann et al., 1990), lo que dificulta mucho la
busqueda de nuevos patrones para esta especie (Errea y Felipe, 1992). Un
conocimiento del grado de compatibilidad de los patrones con las
variedades de albaricoquero de interés es necesario para poder realizar la

eleccion del patrén.
1.2.1.- Compatibilidad de injerto
Existen dos tipos de incompatibilidad que pued'en presentarse:

a) Incompatibilidad traslocada: Se produce un paulatino
declinamiento de la planta, que muere al cabo de dos o tres afios.
Melocotoneros injertados sobre algunos tipos de Mirobolan

manifiestan este tipo de incompatibilidad (Herrero, 1955b)

b) Incompatibilidad localizada: En este caso, la planta crece
satisfactoriamente, pero existen problemas anatomicos en el

punto de union. Estos desordenes estructurales debilitan la union
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y si bien no se presentan sintomas aparentes en las plahtas,_ la
unidon puede romperse por efecto del viento. Este tipo de
incompatibilidad es dificil de evaluar,‘ ya que el desarrollo de los
sintomas no es rapidamente observable. Algunas condiciones
culturales como por ejemplo condiciones de humedad én el suelo,
o estimulacién del crecimiento por suelos fértiles y con riego,
pueden acelerar la rotura de la unién y producirse durante el
periodo de establecimiento del frutal, es decir en el 3° al 5° afio

(Crossa-Raynaud y Audergon, 1987).

Ciruelo Mirobolan y melocotonero son utilizados como portainjertos para
albaricoquero pero se -reportan diferentes grados de compatibilidad con
estos materiales (Mehlenbacher ez al., 1990): desde uniones perfectas, hasta
aquellas donde la madera del injerto y del patrén estin separadas por una

capa delgada de células muertas (Crossa-Raynaud y Audergon, 1987).

Se ha dado una clasificacion de los cultivares de albaricoquero en dos
categorias con respecto a la compatibilidad de injerto. En un primer grupo
aparecerian los “cultivares como ‘Bergeron’, ‘Cafona’, ‘Perfection’,
‘Royal’, etc, que son compatibles con una amplia gama de patrones. En un
segundo grupo estarian aquellos compatibles con un escaso niimero de
patrones entre los que se incluyen ‘Canino’, ‘Moniqui’, ;Rouge du
Rousillon’ y la mayoria de los cultivares utilizados en Espafia (Crossa-
Raynaud y Audergon, 1987). Por lo tanto la seleccién de un patrén para ser
utilizado con albaricoquero debera tener en cuenta la compatibilidad con

las variedades exigentes.
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1.3.- Seleccion y mejora genética en frutales

El sector fruticola estd en continuo cambio por el permanente aporte de
novedades en el mercado, ya que el panorama varietal se actualiza
permanentemente. La decision de utilizar material que se introduce de otras
regiones o paises puede ser riesgoso ya que junto con el material pueden
introducirse patégenos que se propagan con el propio material, por lo tanto,

un factor clave para el desarrollo del sector es.el mejoramiento genético.

Las plantas frutales suelen alcanzar grandes dimensiones, tener largos
periodos juvenilés, poseer reposo invernal y un largo periodo productivo.
El largo periodo juvenil limita el avance logradd en un afio y el gran
tamafio de las plantas hace que cada incremento en la mejora sea costoso
(Hansche, 1983). Por todo ello, los prograrhas de seleccién y mejora
genética en frutales son especialmente lentos y laboriosos, debe utilizarse
una considerable cantidad de recursos en estos proyectos en los que se
obtienen bajos progresos y son altos los costos de su obtencién debido a las
caracteristicas propias de las especies. Sin embargo, las especies frutales
poseen un alto potencial genético, una gran diversidad genética y esto
puede ser utilizado en su mejora. La otra ventaja adicional es que pueden
propagarse agamicamente lo cual permite una fiel reproduccién de un
genotipo superior. Por otra parte, los cambios que se generan en los
mercados son rapidos y continuos por lo cual se produce un desfase entre

las exigencias del mercado y las disponibilidades de material.

En frutales, ademas, la mejora se realiza tanto a nivel varietal como de
portainjertos, y si bien los objetivos que se persiguen en ambas situaciones
pueden ser diferentes, es importante tener presente el grado de

compatibilidad que existe entre ambos.
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1.3.1. Mejora en portainjertos

Si bien la planta frutal constituye una unidad biética, la asociacién del
portainjerto con la variedad permite diferentes combinaciones que facilitan
la adaptacion a distintas condiciones de clima y suelo, control del
crecimiento y de la fructificacion. Muchas de las caracteristicas de la
variedad, como el vigor, el inicio de floracién, la fenologia etc, estan

_influenciadas por el portainjerto (Westwood, 1982).

En los programas de mejora de portainjertos, si bien se consideran los
mismos principios y practicas que para la mejora de cultivares, deben

tenerse en cuenta ciertos factores (Cummis y Aldwinckle, 1983):

1.- El ambiente fisico del portainjerto es muy diferente al de la parte aérea
de la planta en lo que respecta a régimen de temperatura e intercambio
gaseoso. Las condiciones ambientales en la rizosfera de una planta son
variables y las variaciones entre plantas son mdas grandes que en la parte

aérea.

2.- También es muy diferente el ambiente bidtico del portainjero respecto
al de la parte aérea. Los riesgos a los cuales estd sometido el patron
- (nematodos, insectos) son menos controlables y menos accesibles para una.

intervencion.

3.- La fisiologia radicular difiere de la parte aérea y existen profundas
influencias de la raiz sobre la parte aérea y de la parte aérea sobre el

sistema radicular (Tubbs, 1974).

En los programas de mejora debe considerarse, ademas, si el patrén se
propagara vegetativamente o por semilla. Dependiendo de ello, el tamaiio

de la poblacion sobre la cual se llevara a cabo la seleccion sera diferente.
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El nimero de lineas provenientes de semilla que se compara sera limitado,
mientras que si se propaga agamicamente el nimero de individuos del que

puede disponerse para la seleccidén serd muy superior.

Los objetivos en la mejora de patrones difieren dependiendo de la especie y
de la region considerada, pero existen objetivos generales y se mencionan

- como los méas comunes (Cummis y Aldwinckle, 1983):

a.- Ya sea por semilla o vegetativamente, el patron debe ser de facil
propagacion. |

b.- El patrén debe ser compatible con las variedades comerciales.

c.- El portainjerto debe inducir una produccion regular y de calidad.
d.- Bajo las condiciones ambientales de crecimiento, el arbol frutal
debe tener adecuada sobrevivencia con un minimo de intervencion

quimica y cultural.
1.3.2.- Mejora en portainjertos de albari_coq‘uero

Se han reportado investigaciones en portainjertos de albaricoquero en
particular (Crossa-Raynaud y Audergon 1987; Lichou y Audubert, 1989).
-Sin  embargo, los recursos genéticos disponibles en Prunus son
considerables. Se han probado como patrones distintas especies e hibridos
interespecificos (Mehlenbacher et al., 1990) entre los que se incluyen
Prunus armeniaca L., P. mandshurica (Maxim.) Koehne, P. nume (Sieb.)
Sieb y Zucc., P. cerasifera Ehrh., P. x dasycarpa Ehrh., P. cerasifera Ehrh.
x P. salicina Lind., P. persica (L.) Batsch., etc.

En general la blisqueda de un portainjerto para albaricoquero sigue los
lineamientos generales que para portainjertos de otras especies de Prunus €

incluyen entre otros:
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e que sea facilmente propagable;

e que provea uniformidad en el vivero;

e que presente resistencia a enfermedades € insectos mas
importantes para la especie;

e que sea compatible con gran parte de los cultivares; etc.

-, Sin embargo, en cada region existen determinados factores climaticos,
edaficos, bidticos y econdémicos que pueden limitar la produccion del

albaricoquero y cuyo anélisis determinara la prioridad.

Ante la escasez de genotipos seleccionables que cumplan los requisitos
deseables para un portainjero se debe plantear la creacion de nueva
variabilidad genética, incorporando caracteres de especies mas lejanas

mediante cruzamientos.
1.3.3.- Hibridacion interespecifica

La polinizacion dirigida entre especies que poseen caracteristicas que se
desean transmitir a la descendencia, forma parte de la mejora clasica y ha
sido ampliamente utilizada en la mejora del género Prunus (Bailey y

Hough, 1975; Fogle, 1975; Hesse, 1975; Weinberger, 1975; Layne, 1983).

Diversos factores deben tenerse en cuenta para lograr resultados exitosos
en la aplicacion de esta técnica.

En primer lugar los factores climaticos, entre los cuales la temperatura es
uno de los mds importantes, ya que condiciona el proceso de fecundacion y
consecuentemente el cuajado. Las flores emasculadas son mas sensibles a
heladas que las no emasculadas (Layne, 1983) y el pistilo puede morir a

temperaturas de 0 a —2°C (Layne, 1983).
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Temperaturas superiores a 30°C originan también inconvenientes
relacionados con la dehiscencia precoz de las anteras, lo cual origina
riesgos de autofecundacion en especies autocompatibles (Hesse, 1975). A
tales temperaturas existen problemas de baja receptividad estigmatica y
desecacion rapida de las flores emasculadas-(Hesse, 1975). El viento puede
también originar inconvenientes en las polinizaciones controladas, por un
lado, por la desecacion de la superficie estigmdtica en las flores
emasculadas, y por el otro por los riesgos de contaminacion con otro polen,
si bien el polen de la mayoria de los frutales es relativamente pesado y no
se adapta a la diseminacién por viento (Hesse, 1975). Se destaca la
conveniencia de realizar la polinizacion lo antes posible después de la
emasculacion (Layne, 1983). Las precipitaciones pueden también reducir el
éxito de la polinizacidn dirigida, entre otras cosas porque puede producirse
un lavado del polen depositado sobre el estima antes de su germinacion, o
bien por rotura del grano de polen por choque osmotico. El intercambio de
polen no deseado puede incrementarse por la presencia de insectos
polinizadores, especialmente abejas, aunque las flores emasculadas rara vez

son visitadas por abejas (Free, 1964; Hesse, 1975).

La obtencién de polen, la emasculacion y polinizacion manual y la
recoleccion y geminacion de semillas son las principales etapas de esta

técnica que sigue siendo muy efectiva en la mejora del albaricoquero

(Martinez Gomez, 1998).

Diversos cruzamientos han sido efectuados entre especies de ciruelo y
albaricoquero buscando una floracion mas tardia, entre los utilizados se
mencionan P. salicina Lindl., P. x dasycarpa, P. cerasifera., P domestica
L.; P. besseyi Bailey y P. maritima Marsh donde los cruzamientos iniciales

son mas exitosos cuando el ciruelo es utilizado como parental femenino
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(Mehelenbacher ef al., 1990). Asi mismo se han efectuado cruzamientos
interespecificos entre albaricoquero y ciruelo incluyendo P. cerasifera, P.
salicina., P. x dasycarpa, y P. besseyi (Layne et al., 1996). Los
cruzamientos entre P. cerasifera y P. armenica han despertado interés
anteriormente (Remy, 1953; Pashchenko, 1962; Rybin, 1962; Kostina,
1969; Elmanov y Shoferistova, 1970; Eremin, 1977, 1979; Nikolaeva,
1984; citados en Mehelenbacher et al., 1990).

Los nuevos genotipos obtenidos deben ser estudiados para su
caracterizacién agronomica, sin embargo, estos estudios son lentos y
requieren mucho trabajo, por lo que la disponibilidad de nuevos métodos

de deteccion precoz de los caracteres mas importantes seria de gran interés.
1.3.4.- Seleccion precoz

Nuevas estrategias y una constante actualizacién de los procedimientos
complementan los métodos tradicionales de mejora para abastecer las
continuas demandas del mercado de nuevos materiales vegetales. La
mayoria de los caracteres interesantes se expresan en la planta adulta y en
el caso de frutales las evaluaciones se hacen durante varios afios de cultivo.
Las especies frutales tienen un gran potencial heterocigoto y un gran
potencial de mejora genética por lo cual se iniciarian los procedimientos de
mejora con una cantidad de material tan grande como sea posible, sin
embargo, esto l'esultarié impractico utilizando los miétodos de mejora
tradicional. En este sentido la seleccion precoz de caracteres de interés en
frutales permitiria superar sus largos periodos juveniles, el gran tamafio de
las plantas y los tiempos entre una generacion y otra. La posibilidad de
poder predecir algun caracter en etapas tempranas de la vida de la planta
permitiria el ahorro de tiempo y recursos lo cual contribuiria a la eficacia

del programa de mejora. Los criterios de seleccion temprana aplicados a la
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mejora permitirian trabajar con una poblacion inicial de mayor nimero de
individuos y, consecuentemente la presion de seleccion aplicada podria ser
mayor lograndose un gran progreso genético y por otra parte reduciendo el
tamafio del disefio experimental ya que se llevaria a campo s6lo lo

necesario.

Las técnicas de cultivo in vitro han permitido relacionar la respuesta de
organos aislados y de tejidos, cultivados en medios adecuados, a las
respuestas en campo de clones de comportamiento c_oﬁocido para
determinados caracteres. La compatibilidad de injerto (Jonard, et al., 1990;
Ermel, ef al., 1997; Ermel et al., 1999; Errea, et al., 2001) o la tolerancia a
estreses abioticos (Marin y Marin, 1997) serian aspectos de la seleccion de
patrones a los que puede aplicarse las técnicas de seleccion precoz. Callos
cultivados in vitro a partir de semillas de soja mostraron una respuesta bien
correlacionada con la encontrada en campo para la tolerancia a la
deficiencia de hierro (Stephens et al., 1990), pero esta estrategia no es
utilizable con especies frutales por su heterozigosis. Una aproximacion,
usando raices in vitro ha sido realizada recientemente en trébol (Wei et al.,

1997) y en frutales (Marin y Marin 1997 y 1998).
1.3.5.- Uso del cultivo in vitro en la mejora

Diversas técnicas de cultivo in vitro se han aplicado en los ultimos afios en
los programas de mejora de las especies frutales. El rescate de embriones,
la fusion de protoplastos, las técnicas de recombinacion de ADN mediante
manipulacion genética y la micropropagacién de genotipos superiores son
solo algunas de las estrategias alternativas que se utilizan en los programas
de mejora de las especies frutales. Determinados factores bidticos o
abidticos aplicados al cultivo de células, tejidos o plantulas in vitro

permiten acortar mucho el tiempo necesario para comprobar la resistencia o
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tolerancia de una poblacion a un determinado estrés o a determinadas
condiciones de cultivo, permitiendo a su vez implementar una seleccion
precoz (Dolcet-San Juan, ef al. 1990). Ochatt y Power (1989) obtuvieron
lineas seleccionadas a partir de callos derivados de protoplastos de hojas y
raices de cerezo tolerantes a determinadas condiciones de salinidad vy
potencial osmdtico. Las variaciones somaclonales que pueden producirse
con el cultivo de callos también pueden significar la obtencién de genotipos
superiores. Hammershlag (1988) selecciond in vitro callos de melocotonero
resistentes a toxinas de Xanthomona campestris y regenerd plantulas que

fueron resistentes a la bacteria luego de ser aclimatadas.

Otra alternativa es el uso de la transformacién genética de culﬁvares
mediante la transferencia directa o indirecta de ADN, empleandose genes
que controlen resistencia a plagas, enfermedades, sequia, heladas, o que
alteren la arquitectura del arbol o bien que mejoren la calidad del fruto

(Dandekar, 1992).
1.3.6.- Utilizacion de marcadores moleculares en la mejora de frutales

En los ultimos afios debido al avance en las técnicas de manipulacion de los
acidos nucleicos se ha producido el desarrollo de distintos tipos de
mal'cadoreé moleculares que pueden aplicarse en el conocimiento del
genoma de especies frutales. Debido a que su desarrollo se ha producido en
especies herbéaceas, gran parte de los trabajos moleculares no pueden
extrapolarse a los frutales, por lo tanto su utilizacién en estas especies esta
en proceso de iniciacion (Hormaza, 1996). Sin embargo, han existido
avances en determinadas dreas como, por ejemplo, en la identificacion de
variedades y portainjertos, y en corroborar la relacién entre ciertas especies
.o variedades que estan basadas en marcadores morfolégicos} o en el origen

geogréafico.
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Asi, Hormaza (1999) combiné el cultivo in vitro de embriones con el uso
de marcadores moleculares en un programa de mejora en cerezo; Badenes
et al (2000) buscaron un marcador ligado a un caracter determinado como
es la esterilidad masculina y la autoincompatibilidad en albaricoquero; y
Errea y Hormaza (2001) aplicaron el uso de microsatélites en la seleccion

de patrones de albaricoquero.
1.4.- Situacion del cultivo en Aragon

Durante la década de los 50 en Aragdn se produjo una gran expansion del
cultivo de albaricoquero con la introduccion de variedades provenientes de
distintas zonas, ya que no se contaba con variedades autoctonas. Las
principéles vv-ariedades introducidas - fueron Moniqui, desde Murcia y
Paviot, desde Francia aunque también se realizaron algunas otras
introducciones como Bulida, desde Murcia o Canino, desde Valencia con
las que también se hicieron plantaciones (Rodrigo y Herrero, 2000). En ese
mblnento, el principal patron utilizado fue el albaricoquero franco, si bien,
debido a su sensibilidad a la asfixia radicular, la extension del cultivo a
zonas de regadio y con suelos arcillosos limit6 mucho su uso.
Posteriohnente, en la década de los 80 el cultivo sufrié un periodo de
recesion debido a las bajas producciones (Rodrigo y Herrero, 2000).
Actualmente, con el cultivo principalmente de Paviot y Moniqui, por ser las
variedades tradicionalmente cultivadas, existe un interés creciente en
recuperar la produccion, advirtiéndose una ligera expansion (MAPA,
2002), particularmente en la variedad Moniqui por las excelentes
condiciones organolépticas de sus frutos para el consumo fresco, que

permiten lograr mejores precios en el mercado nacional.

Por otro lado la enfermedad de la “Sharka” producida por el virus PPV

(Plum Pox Virus) de expansion relativamente reciente, afecta notablemente
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al albaricoquero (Llacer et al., 1998) produciendo un cierto retroceso del
cultivo en las zonas de mayor produccion (Murcia y Valencia) (MAPA,
2002).

Aragon entonces, presenta condiciones climaticas que la hacen apta para el
cultivo; sus suelos, sin embargo, no son los mas adecuados ya que son de
regadio, muy calizos y poco profundos, condiciones a las cuales, como ya
- se ha dicho, no se adapta el patron franco que actualmente se utiliza. La
principal limitante entonces, para el cultivo en esta region estaria centrada
fundamentalmente en la falta de disponibilidad de un patron adaptado a las
condiciones de cultivo del Valle medio del Ebro. El hecho que no se
utilicen otros patrones con esta especic se debe a los problemas de
compatibilidad que se plantean cuando no se utiliza el patron franco. La
incompatibilidad se manifiesta sobre todo en Moﬁiqul’ por ser una variedad
exigente en compatibilidad, es decir, que es compatible con un escaso
namero de patrones. La incompétibilidad localizada se manifiesta sobre
todo con patrones del grupo ciruelo, que serian més adecuados para estos
suelos, pero sin embargo, presentan con Moniqui roturas en la zona de

unién en un nimero elevado de arboles.

La situacion en la region lleva entonces al planteo de intervenir en el
cultivo desde el aspecto de la mejora del patrdon, que permitiria la
expansion del cultivo de las variedades demandadas en nuevas zonas con

suelos pesados, frecuentes en la zona del Valle del Ebro.
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1.5.-Objetivos

El objetivo de la presente tesis ha sido la obtencidn de un portainjerto para
el cultivo de albaricoquero que signifique una alternativa agronémica al

uso del patron franco, permitiendo su adaptacion a las condiciones del

Valle Medio del Ebro.

El proceso se ha centrado en la utilizacion de cruzamientos interespecificos
entre la variedad Moniqui y el ciruelo Mirobolan a fin de obtener genotipos
hibridos que retunan, por una parte, los caracteres de rusticidad y adaptacion
al ambiente del Mirobolan, y por otra, la compatibilidad de injerto del
franco con variedades de albaricoquero como Moniqui. Este objetivo se
desarrolld mediante la aplicacion de técnicas de cultivo in vitro y la

seleccion precoz de los clones obtenidos.
Este objetivo principal se abordé a partir de los siguientes subobjetivos:

Cruzamientos interespecificos. Obtencion de nueva variabilidad
genética mediante la utilizacion de polinizaciones dirigidas entre el ciruelo

Mirobolan y el albaricoquero Moniqui.

Cultivo in vitro de embriones y micropropagaciéon. Estudio de los
requerimientos necesarios para la obtencion de plantas ambientadas a partir

de embriones que se rescatardn y germinaran in vifro.

Caracterizacion molecular del material. Analisis de paternidad
del material vegetal obtenido, mediante la caracterizacion molecular del
mismo y comparacién con los datos obtenidos con la caracterizacion

morfolégica.



Introduccion

Evaluacion precoz de compatibilidad. Caracterizacién de los
genotipos hibridos, para la compatibilidad de injerto con la variedad

Moniqui.
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Cruzamientos interespecificos

2.1.- Introducciéon

2.1.1- Cruzamientos interespecificos

Los cruzamientos interespecificos han sido utilizados con frecuencia en
programas de mejora en Prunus, tanto de variedades como de portainjertos,
para transferir genes de interés de una especie a otra. Los cruzamientos
entre especies se han utilizado particularmente en el subgénero Prunophora
(ciruelos), cuyas especies tienden a cruzarse mas facilmente que los
iﬁdividuos de otros subgéneros (Weinberger, 1975). En albaricoquero
(Kostina, 1969) se han efectuado cruzamientos con distintas especies de
ciruelos (Prunus cerasifera, P. salicina, P. X dasycarpa y P. besseyi).
También se ha sugerido la hibridacion utilizando P. davidiana (Carr.)
Franchet, como puente genético para conferir al albaricoquero'
determinados caracteres, utilizando polen de un hibrido de melotonero y P.
davidiana para polinizarlo (Bailey y Hough, 1975). Los cruzamientos
interespecificos se han utilizado en la obtencién de nuevos portéinjertos
(Cummins y Aldwinckle, 1983; Cinelli et al., 1996; Edin y Garcin, 1996;
Esmenjaud et al., 1994; Felipe et al., 1998; Loreti, ef al., 1998), tanto en
programas de mejora de Prunus en general (Koukhartchik, et al., 2000),
como en particular para diversas especies de cerezo (Fogle, 1975), de
melocoton (Hesse, 1975) y de P. cerasifera (Gorina, et al., 2000). Se han
perseguido entre otros objetivos la transmisi(’)ﬁ de caracteristicas
organolépticas del albaricoquero y el ciruelo a sus descendientes (Gomez y
Ledbetter, 1993). Los cruzamientos interespecificos se han empleado
también en estudios embriologicos (Kaushal et al., 1999), de fecundacion y
desarrollo postzigdtico (Rubio y Socias-i-Company, 1996) y en la

transmision de resistencia a enfermedades (Ravelonandro et al., 2001).
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El grado de éxito en la obtencion de hibridos interespecificos dependeria de
las especies y genotipos involucrados en los cruzamientos, del periodo de
receptividad del pistilo, de la longitud del pistilo y del nivel de ploidia
(Perez y Moore, 1985). En estos cruzamientos frecuentemente ocurren
barreras prezigéticas de incompatibilidad que, una vez efectuada la
polinizacioén, impiden que el grano de polen germine o }que atraviese el
estilo para fecundar el 6vulo. Las interacciones entre polen y pistilo afectan
-directamente al cuajado. Las diferentes velocidades de crecimiento dél tubo
polinico en las distintas especies se relaciona con la longitud del pistilo y
con el volumen de polen (Perez y Moore 1985) por lo tanto el tiempo
requerido en alcanzar el 6vulo dependera de cada una de las especies
involucradas en el cruzamiento. En algunos cruzamientos es importante
usar como parental femenino una especie que presente un pistilo corto, por
ejemplo entre Prunus cerasifera y Prunus nigra Rchb. Ex Nym, se
produjeron frutos cuando se us6 P. cerasifera como parental femenino que

tiene una flor pequefia y un pistilo mas corto (Weinberger, 1975).

Si la fecundacién ya ha ocurridd, otro tipo de barreras pueden impedir la
obtencion del hibrido. Se trata de barreras postcigdticas relacionadas con el
desarrollo del embrion y sus interacciones con el entorno. En los embriones
hibridos es mas frecuente que las anormalidades se preAsenten en el
endospermo que en el propio embrién (Pickersgill, 2001). En embriones
hibridos de Licopesicum esculentum x L. peruvianum, el aborto
postfecundacion se debe a una degeneracion del endospermo y
proliferacion de endotelio en el dvulo hibrido (Barbano y Topoleski, 1984)
y esta situacién contintia cuando se realiza el retrocruzamiento de L.
esculentum x (L. esculentum x L. peruvianum) (Chen y Adachi, 1995). Un
deficiente desarrollo del endospermo también fue sefialado cdmo causa de

una deficiente nutricion de embriones obtenidos en cruzamientos entre

30



Cruzamientos interespecificos

Phaseolus polyanthus y P. vulgaris L., mientras que en los cruzamientos
reciprocos la proliferacion de endotelio y la hipertrofia de los elementos
vasculares podrian ser la causa del aborto temprano de embriones (Geerts

etal.,2002).

Una vez obtenida la plantula hibrida puede producirse su muerte atin
cuando se encuentra en condiciones in vitro. Los sintomas pueden aparecer
dias después de la germinacion produciéndose un pardeamiento que se

inicia en Ia base del hipocotilo y alcanza su parte superior. Estos sintomas
estarfan producidos por un factor de muerte putativo controlado
genéticamente, que si bien no esta identificado, se ha estudiado que se

expresa segun la temperatura (Mino et al.,2002)

2.1.2.- Cultivo in vitro de embriones

El cultivo in vitro de embriones de Prunus en medios artificiales ha sido
utilizado exitosamente con el fin de superar limitaciones que impiden el
progreso del embrién. Tukey, en 1933(a), aplicé la técnica del cultivo de
embriones de cerezo para superar problemas de germinacion en variedades
de maduracion precoz. Davidson (1933, 1934) la utilizd en embriones de
melocotdon de maduracion temprana y Blake en 1939 fue el primero en
emplearla en un programa de mejora genética de melocotonero. El cultivo
| de embriones es utilizado para la obtencion de hibridos interespecificos de
Prunus que normalmente no son viables (Ramming, 1990; Balla et al.,
1996; Kuden ef al,, 1999) y en la obtencion de variedades tempranas de
melocotdn, cuyos embriones no estan formados correctamente y no se

desarrollan adecuadamente (Ramming, 1994; Rizzo ef al., 1998).

El estado de desarrollo de los embriones provenientes de cruzamientos

interespecificos en el momento de su siembra in vitro, es fundamental para
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la obtencion de buenos resultados, y en este sentido el medio de cultivo en
el cual se desarrolla el embrién tiene fundamental irriportancia. Ramming
(1990) utilizé un medio modificado de Murashige y Skoog (1962) para
cultivar embriones de varios genotipos de Prunus menores de 10 mm, con
un bajo porcentaje de plantulas obtenidas. Distintos autores han estudiado
la influencia del medio de cultivo en el crecimiento de los embriones in
vitro, su germinacion y desarrollo de plantulas (Burgos y Ledbetter, 1993;
Emershad y Ramming, 1994; Arbeloa et al., 2000), quedando reflejado que
embriones poco desarrollados son dificiles de cultivar, ya que requeririan
medios nutritivos muy complejos. Si bien a medida que aumenta la edad
del embri6n disminuye su dificultad de ser cultivado in vitro, por otro lado
" la cantidad de embriones que permanecen viables disminuye con la edad
del mismo. Existe entonces una situacion de compromiso entre el maximo
grado de desarrollo y el niimero de embriones, por lo que la eleccion del
momento de su siembra es critico para la obtencion del mayor nimero de

plantulas (Hu y Wang 1986).

Por otro lado, el estado de desarrollo estd directamente relacionado con el
tamafio del embridn, por lo cual también muestra una influencia directa en
el resultado del cultivo (Ramming, 1983), aumentando la dificultad a
medida que el tamafio disminuye (Burgos y Ledbetter, 1993). De hecho, en
embriones de melocotén con dimensiones 'infer.iores a 10 mm de longitud,

las probabilidades de crecimiento son bajas (Ramming, 1990).

Las condiciones de incubacién deben ser tenidas en cuenta en el cultivo de
embriones in vitro y en este sentido la luz y la temperatura son las de
mayor importancia. Sin embargo, existen pocos trabajos que estudien los
efectos de la luz sobre el desarrollo de los embriones y habitualmente se

realizan experimentos preliminares - para ‘determinar las condiciones de
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cultivo (luz u oscuridad) en- un sistema de cultivo determinado (Hu y
Wang, 1986). La temperatura en la estratificacion y durante el proceso de
germinacion son determinantes, también, en la respuesta de los embriones
cultivados in vitro. Estratificar los embriones a bajas temperaturas para que
superen el periodo de dormicion promueve la germinacion (Hesse y Kester,
1955a) y evita el desarrollo anormal de la plantula en roseta terminal.
Diferentes temperaturas y tiempos de estratificacién in vitro han sido
utilizadas por diversos autores en especies de Prunus. Las temperaturas
varian entre 0 y 5°C en periodos variables de 30 a 120 dias (Toit, et al.,
1979; Burgos y Ledbetter, 1993; Bassi e Infante, 1994; Chaparro y
Sherman, 1994; Emershad y Ramming, 1994). Respecto a la temperatura
durante la germinaciéri, trabajos recientes mencionan el uso durante la
germinacion de temperaturas de 25°C (Rizzo et al., 1998) y de 15,5°C
durante 10 dias y 25°C luego del crecimiento (Emershad y Ramming,
1994). Anderson ef al., (2002) indican que después de 45 dias a 5°C, los
embriones incubados a 18/20°C no sélo tenian mejor germinacion respecto
a los incubados a 28/30°C, sino que ademads tenian mayores porcentajes de

supervivencia en invernadero.

En este ‘trabajo se ha '.plénteado la realizacidén de cruzamientos
interespecificos entre ciruelo Mirobolan y la variedad Moniqui de
albaricoquero para lograr una mayor variabilidad genética, con la finalidad
de obtener materiales adecuados para su utilizaciéon como portainjertos de
la variedad Moniqui. Por otra parte, se planted el empleo de técnicas de
rescate de embriones in vitro para la obtencion del mayor nimero de

plantulas a partir de semillas hibridas de viabilidad reducida.
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2.2- Materiales y Métodos

En el afio 1998 se inici6 un programa de mejora de patrones de
albaricoquero que planteaba la realizacion de cruzamientos entre los
parentales elegidos durante los afios sucesivos. Los resultados de esta Tesis
incluyen la descendencia y los datos obtenidos en los afios 1998 y 1999,

anteriores al comienzo de la misma.

2.2.1- Eleccion de parentales

Los cruzamientos interespecificos para la obtencion de nueva variabilidad
se han llevado a cabo utilizando como parentales femeninos tres clones de
ciruelo Mirobolan (Prunus cerasifera Ehrh.) que se denominaron
Mirobolan 1 (Mb1), Mirobolan 2 (Mb2) y'Mifobolén 3 (Mb3). Estos clones
de Miroboléan provienen del trabajo de seleccion de patrones llevado a cabo
en el Departamento de Pomologia de la Estacién Experimental de Aula
Dei, que ha permitido elegir clones por su facilidad a la propagacién
vegetativa, entre otras caracteristicas (Cambra y Cambra, 1972). Una
seleccion posterior de estos clones, seglin su compatibilidad de injerto con
variedades de albaricoquero, destacd 11 clones que no presentaban rupturas
de uniones en injertos con la variedad Moniqui de albaricoquero (Prunus
armeniaca L.) aunque presentaban incompatibilidad mas o menos

acentuada en todos ellos (Cambra y Cambra, 1973).
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Figura 2.1. Plantas de los clones de Mirobolan (Prunus cerasifera) en plena floracion.

Para el presente trabajo parte de estos materiales fueron el punto de partida
en la eleccion del parental femenino teniéndose en cuenta ademas
caracteristicas de floracion (tiempo de floracion, calidad de flor, etc.)
(Figura 2.1) que permitieran realizar los cruzamientos interespecificos con

albaricoquero.

Los clones de Mirobolan se encontraban ubicados en una parcela de
coleccion de la Estacion Experimental de Aula Dei y fueron plantados en el

afio 1976 con un marco de plantacion de 4 mx 6 m.

Como polinizador se han utilizado dos clones diferentes de la coleccion de
albaricoquero de la Estacion Experimental de Aula Dei: Moniqui y
Moniqui Borde, éste Gltimo de floracion y maduraciéon de fruto mas
temprano (Figura 2.2). Dicha coleccion fue establecida en el afio 1978, con
marco de plantacion de 4 x 5 m. Ambas colecciones estan situadas en
suelos pardos de costra caliza desarrollados sobre terrazas y glacis

cuaternarios de la Depresion Media del Ebro (Alberto et al., 1982)
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Figura 2.2. Plantas de albaricoquero (Prunus armeniaca) Moniqui.

2.2.2- Manipulacién del material vegetal
2.2.2.1- Recoleccién del polen

La recoleccion de flores en campo para la obtencion de polen se realizo en
el estado globoso de floracion (estado fenologico D de Fleckinger), es decir
antes de abrirse las flores y producirse la antesis, de manera que no hubiera
contaminacion con otro polen. En los afios en que el material utilizado
como polinizador florecia mas tarde que el clon que iba a ser polinizado
(caso de Moniqui), se procedio al forzado de las ramas en invernadero para
la obtencion del desarrollo de la yema floral. Para el forzado de ramas
cortadas de campo se llevaron a invernadero a una temperatura de 24°C y
se ubicaron en recipientes con agua que se renovo diariamente. Las bases
de las ramas se cortaron frecuentemente para mantener fresco el material

hasta la recogida de los botones florales en estado globoso.

Para recoger €l polen con ayuda de pinzas se separaron las anteras del
filamento. Las anteras se colocaron sobre una superficie lisa a temperatura
ambiente para desecar y conseguir que se abran. Al cabo de un dia se
procedio a separar el polen de los restos de tejidos de filamentos y anteras
mediante el tamizado del material a través de una malla fina de poro 0,26 x

0,26 mm con la ayuda de un pincel (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Colado de polen de Moniqui

El polen obtenido se guardé refrigerado a 4°C en frascos de vidrio
herméticamente cerrados hasta su utilizacién. Algunas muestras fueron

congeladas a —18°C para su almacenamiento a largo plazo.

2.2.2.2.- Emasculacion

Para evitar la polinizacién de las flores, éstas se emascularon eliminando la
corola y la parte masculina de la flor cuando se encontraba en estado de
boton floral (estado fenologico D de Fleckinger), antes de la dehiscencia de
las aﬁteras (Free, 1964). Para la emasculacion se utilizaron pinzas
especiales con abertura circular en la parte central para no dafiar el pistilo
de la flor. En las ramas escogidas para polinizar manualmente se
eliminaron las flores adelantadas o retrasadas en su estado de desarrollo, asi
como también las que tenian el pistilo en mal estado. De esta manera, en

las ramas quedaron flores emasculadas y preparadas para su polinizacion
(Figura 2.4).
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- Foto 2.4. Rama de Mirobolan con flores emasculadas

2.2.3.- Polinizacion

La polinizacion se efectud un dia después de la emasculacion aplicando el
polen con el dedo y asegurandose que los granos quedaran adheridos al

estigma.

En 1998 los tres clones de Mirobolan se polinizaron con Moniqui y sélo un
clon (Mb2) fue polinizado, ademas, con Moniqui Borde. En los afios 1999
y 2000 cada uno de los tres clones de Mirobolan fue polinizado con ambas
variedades (Moniqui y Moniqui Borde), finalmente en 2001 solo se utilizd
Moniqui Borde como polinizador. Una vez polinizadas las ramas, se contd

el numero de flores definitivo que se habia polinizado.

La cantidad de ﬂorés polinizadas cada afio de cada cruzamiento figuran en
las Tablas 2.1, 2.2 y 2.3. El numero de flores totales polinizadas cada afio,
vario de 3969 a 7117 dependiendo de su disponibilidad en cada uno de los

afos.
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Tabla 2.1. Numero de flores polinizadas con Moniqui (Mo)

Mb1xMo Mb2xMo Mb3xMo Total

1998 1072 567 1200 2839
1999 912 630 1202 2744
2000 1175 1397 1055 3627
Total 3159 2594 3457 9210

Tabla 2.2. Namero de flores polinizadas con Moniqui Borde (MoB)

Mb1 x MoB | Mb2 x MoB | Mb3 x MoB Total
1998 1130 1130
1999 870 859 909 2638
2000 - 1069 1325 1096 3490
2001 1731 497 847 3075
Total 3670 3811 2852 10.333

Tabla 2.3. Numero total de flores polinizadas.

1998 1999 - 2000 2001 Total
3969 5382 7117 3075 19.543

2.2.4.- Caida de flores y cuajado

En las ramas polinizadas se realiz6 un conteo semanal del namero de
flores. Los conteos se realizaron con un contador de mano y se repitieron
dos veces para cada rama, asegurandose que la diferencia entre los dos
conteos no fuera superior al 10% (Williams, 1970). El cuajado se
determind contando semanalmente el nimero de frutos por cruzamiento y
calculando el porcentaje respecto al niimero de flores iniciales polinizadas
en cada rama. El cuajado final se determind a partir del nimero de frutos

recolectados.Los ensayos se realizaron durante 4 afios (1998-2001)

utilizando los mismos arboles.
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2.2.5.- Evaluacién de la autopolinizacion y la polinizacion libre en

Mirobolan

En la primavera de 2003 se llevaron a cabo ensayos complementarios para
determinar porcentajes de cuajado en ramas de los parentales femeninos
Mirobolan 1, Miroboie’m 2 y Mirobolan 3 con la finalidad dé conocer: a) la
posible existencia de autopolinizacion b) la polinizacién por efecto del
viento en flores castradas, y c) determinar el cuajado despues de la
polinizacién libre. Para ello se efectuaron cuatro ensayos para cada uno de
los parentales femeninos: 1) se castraron las flores en estado globoso de
floracion (estado fenologico D de Fleckinger), y se autopolinizaron; 2) en
otro ensayo las ramas se castraron de igual mahera que en el ensayo |
anterior pero no se polinizaron; 3) se eliminaron las flores muy abiertas y
las completamente cerradas dejando las flores en el estado globoso y
permitiendo la libre polinizacion (PLG) y finalmente se realizé un cuarto
experimento donde se dejaron todas las flores permitiendo también la libre
polinizacién (PLT). El numero de flores utilizado en cada parental

femenino y para cada ensayo figura en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4 Cantidad de flores de Mirobolan de los distintos tratamientos.

Aino 2003.
. Mb1 Mb2 Mb3 Total
Sin polinizar 416 558 488 1507
Autopolinizadas 478 566 471 1515
Polinizacion libre con flores
en estado globoso 286 635 430 1351
Polinizacion libre con todas
las flores 509 463 688 - 1660

En todos los ensayos se controld el nimero de flores y posteriormente se
cont6 el namero de flores/frutos semanalmente hasta que se estabilizo su
caida (aproximadamente 9-10 semanas) donde ya el cuajado obtenido iba a

ser igual que el final. Se determind el cuajado para cada semana y se
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realizaron las curvas de caida para cada tratamiento y cada parental

femenino.
2.2.6.- Epoca de recoleccién de frutos

Se hé realizado un seguimiento de la caida de frutos para definir el mejor
momento de su recoleccion que permita una adecuada germinacion in vitro
del embrion. La recoleccion se efectud entre la semana 10 y 14 después de
1a polinizacion, cuando el fruto se encontraba todavia inmaduro, pero habia
alcanzado précticamente su tamafio final (Figura 2.5), vya Que
determinaciones previas permitieron comprobar que si se adelantaba,
disminuia el porcentaje de germinacion por ser el embrion demasiado
pequefio, y si se retrasaba se corria el riesgo de una mayor Caida de frutos.

En el afio 2001 se procedi6 también a la recoleccion de frutos provenientes

de polinizacion libre.

2.2.7- Siembra de embriones inmaduros

Una vez recolectados los frutos (Figura 2.5) toda su manipulacion para la
extraccion del embrion se llevé a cabo en laboratorio, en condiciones

asépticas, en la cabina de flujo laminar.

Figura 2.5. Frutos en el momento de su recoleccién
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Siempre que fue posible, el tipo de explanto utilizado fue el embrion
completo, es decir, con los cotiledones enteros, ya que en algunas
ocasiones, y debido a la manipulacién el embrion, quedaba sin cotiledones
o con los cotiledones dafiados. Este tipo de explanto de embrién completo
se comprobo que posee un alto porcentaje de germinacion y requiere menos
manipulacién de la semilla, por lo que el riesgo de contaminaciones es
menor (Arbeloa et al., 2000).

Antes de la siembra in vitro del embrién se observo su nivel de desarrollo,
determinandose el nimero de embriones abortados en 1998, su tamafio en |

1999 y 2000 y ademas del tamafio su peso fresco en 2001.

La siembra se realizo en tubos de vidrio de 20 mm de diametro con tapones
de polipropileno, conteniendo 10 ml. de medio de cultivo sélido (Chée y
Pool, 1987) sin reguladores de crecimiento, e introduciendo el embrién
vertical en el medio de cultivo con a}?uda de unas pinzas, de manefa que la
mitad del embrion del sector de la radicula quedara sumergida en el medio
(Figura 2.6).

Figura 2.6. Embriones sembrados in vitro

2.2.8.- Estratificacion y germinacioén in vitro

En los afios 1998, 1999 y 2000 los embriones se colocaron en camara

frigorifica en oscuridad y a temperatura de 4°C, de manera que pudieran
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cubrir sus requerimientos en horas de frio necesarias para germinar,

realizdndose revisiones periddicas para observar su evolucion.

En el afio 2001, con la finalidad de evaluar la influencia de la tempefatura
de estratificacion en el desarrollo de los embriones, se estratificaron a dos
temperaturas, 4°C y 0°C, manteniendo las condiciones de oscuridad.
Durante este periodo se determino, en condiciones asépticas, el peso de los
embriones a los 30 y 60 dias de su siembra in vitro. Se evalud el porcentaje
de germinacion en los afios 1998, 1999 y 2000 considerando germinado al
elnBrién cuando se observaba la radicula y un pequefio brote (5 a 10 mm)
entre los cotiledones. En 2001, ademés del porcentaje de germinacion se
evalué el momento de la germinacion. La presencia de la radicula elongada
y el pequefio brote indicaban el momento de pasar el material a la camara
de cultivo a 23 °C con un fotoperiodo de 16 horas de luz procedente de
lamparas fluorescentes “cool-white”, con intensidad de 35 pumol.m™s” . Al
cabo de dos éelnanas en estas condiciones, se procedid a- separar
asépticamente la nueva planta de los cotiledones y de la raiz, y se ubico en
el medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962) modificado [tiamina
(1,19uM), benziladenina (5uM), acido indolbutirico (0.5 uM), sacarosa 3%

y agar (Difco Bacto) 0.7%], adecuado para la proliferacion de brotes.

Se evalu6 el porcentaje de germinacion en los afios 1998, 1999 y 2000, y el

porcentaje y el momento de germinacion en 2001.
2.2.9. Analisis estadistico de los datos

Los valores de cuajado finales se analizaron mediante tablas de
. . .qe 2 . r
contingencia utilizando la prueba de y~ . La misma prueba se uso para

evaluar el efecto del parental femenino y del masculino en el cuajado de

frutos.
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Los datos de influencia de temperatura de estratificacion y del tamafio del
embrion en el momento de su siembra in vitro, tanto en el peso como en el
inéremento de peso a lo largo del periodo de estratificacion, fueron
analizados mediante los correspondientes andlisis de varianza, y 'se
efectuaron contrastes en los casos donde se halld interaccion entre ambas
fuentes de variacion. Los analisis se efectuaron utilizando el programa
estadistico SPSS para Windows v.10 (Noursis, M.S.J.; 1999. Statistical
Package} for the Social Sciences/Pc for the IBM PC/XT/AT. SPSS Inc.,
- Chicago, IL).

Se determind el porcentaje medio ponderado de las plantulas muertas para
todos los afios evaluados y para cada cruzamiento. Se analizo
estadisticamente el porcentaje de mortandad de plantulas en los dos afios en
los que se realizaron los 6 cruzamientos (1999 y 2000) y se evalu6 ademas

el efecto en el porcentaje de mortandad de cada uno de los parentales.

2.2.10.-Registro de temperaturas

En los afios evaluados se han registrado las temperaturas durante un

periodo aproximado de 8 dias posteriores a la polinizacion.
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2.3- Resultados

2.3.1.- Cuajado de frutos

En todos los cruzamientos y para todos los afios evaluados se produce una

brusca caida de frutos durante las tres primeras semanas después de la

polinizaciéon (Figuras 2.7, 2.8 2.9 y 2.10). A partir de la 5% semana, el

cuajado se mantiene estable en todos los cruzamientos hasta el momento de

recoleccién aunque la caida cesa en algunos casos a las 2-3 semanas

después de la polinizacion.
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El porcentaje de cuajado final de cada cruzamiento fue variable a lo largo

de los afios evaluados y oscil6 entre 0,6% y 18,7%.
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2.3.1.1.- Efecto del parental masculino

2.3.1.1.1.- Cruzamientos con Moniqui

Para los tres afios evaluados (Figura 2.11) los porcentajes de cuajado final
con polen de la variedad Moniqui no superaron el 5%. Excepcionalmente,
en el cruzamiento con Mirobolan 3 se registré un valor de 13,22% en 1999
(Figura 2.13), sin embargo, este cruzamiento no presenté buenos cuajados
en los otros afios evaluados, particularmente en el afio 2000, donde los
valores fueron bajos para todos los cruzamientos. Mirobolan 2 mantuvo
valores de cuajado mds estables respecfo a los otros.dos Mirobolanes,
variando entre un minimo de 3,33% y un maximo de 4,58% (Figura 2.12),
no encontrandose diferencias significativas (p<0.05) entre los valores de
cuajado para este cruzamiento en los distintos afios evaluados (Tabla 2.6).
En cambio, en los cruzamientos de Mirobolan 1 y Mirobolan 3 (con
Moniqui) (Figura 2.11 y 2.13) los porcentajes de cuajado han sido variables
en los tres afios evaluados, y se han encontrado diferencias significativas

(p<0.001) entre los afios (Tablas 2.5y 2.7).
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Tabla 2.5. Tabla de contingencia de los valores de cuajado del

Cruzamiento Mb1 x Mo durante los afios 1998, 1999 y 2000

MbixMo | Cuajados |No cuajados Total
1998 13 1059 1072
1999 40 872 912
2000 32 1143 1175
Total 85 3074 3159

Prueba de XZ 18,96%**

***.gignificativo a p< 0.001
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Tabla 2.6. Tabla de contingencia de los valores de cuajado del

Cruzamiento Mb2 x Mo durante los afios 1998,1999 y 2000

Mb2xMo | Cuajados | No cuajados Total
1998 26 ‘ 541 567
1999 21 609 630
2000 47 1350 1397
Total 94 2500 2594

Prueba de x* 1,92 ns

ns: No significativo.

Tabla2.7. Tabla de contingencia de los valores de cuajado del

Cruzamiento Mb3 x Mo durante los afios 1998, 1999 y 2000

Mb3xMo | Cuajados [No cuajados Total
1998 13 1187 1200
1999 159 1043 1202
2000 9 1046 1055

. Total 181 3276 3457

Prueba de > 237.3%+*

*** significativo a p< 0.001

2.3.1.1.2.- Cruzamientos con Moniqui Borde

El cuajado fue también menor del 5% cuando se utiliz6 Moniqui
Borde como parental masculino (Figuras 2.14, 2.15 y 2.16), sin
embargo, nuevamente se registraron valores destacadamente
superiores en el afio 1999 (18,7%) en el cruzamiento ventre Mirobolan
3 y Moniqui Borde (Figura 2.16). Al considerar Moniqul’_ Borde
como polinizador vuelve a aparecer el cruzamiento con Mirobolan 2
como el més estable en los porcentajes de cuajado (0,9% - 2,01%)
para los afios considerados (Figura 2.15), lo cual queda confirmado
con el andlisis estadistico que indica que no se encontraron

diferencias significativas entre afios (Tabla 2.9).
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Las figuras 2.14 y 2.16 muestran que los porcentajes de cuajado de -
Miroboléan 1 x Moniqui Borde y de Mirobolan 3 x Moniqui Borde
han sido mucho mas variables a lo largo de los afios evaluados, sobre
todo el Mirobolan 3 con Moniqui Borde, existiendo diferencias

significativas entre los distintos afios en estos dos cruzamientos

(Tablas 2.8 y 2.10).

20 -
R 15
3 10
o .
oy 38 4.4
8 5 - : [——l 1,8
0 T T 1
1999 2000 2001
Afo

Figura 2.14. Cruzamiento Mb1 x MoB

20 -

-
[3,]
s

Cuajado (%)
a

5117 0.9 1.7 2,01
oI e=—m 3 [
1998 1999 2000 2001
) Afio

Figura 2.15. Cruzamiento Mb2 x MoB

20 18,7
:\? 15 4
o
s 10
g
o 5-
0.6 1,77
0 T . T [ l !
1999 2000 2001
Anos

Figura 2.16 Cruzamiento Mb3 x MoB



Cruzamientos interespecificos

Tabla 2.8. Tabla de contingencia de los valores de cuajado del

Cruzamiento de Mbl x MoB durante los afios 1999, 2000 y 2001

Mb1 x MoB | Cuajados [No cuajados Total
1999 33 837 870
2000 - 47 1022 1069
2001 31 1700 1731
Total 111 - 3559 3670

Prueba de y* 17,59%*
**: significativo a p <0,01

Tabla 2.9. Tabla de contingencia de los valores de cuajado del

Cruzamiento de Mb2 x MoB durante los afios 1999, 2000 y 2001

Mb2 x MoB | Cuajados [No cuajados Total
1998 19 1111 1130
1999 : 8 851 859
2000 23 . 1302 -1325
2001 ' 10 487 497
Total 60 3751 3811

Prueba de 3,21 ns
ns: no significativo

Tabla 2.10. Tabla de contingencia de los valores de cuajado del

Cruzamiento de Mb3 x MoB durante los afios 1999, 2000 y 2001

Mb3 x MoB | Cuajados | No cuajados Total
1999 170 739 909
2000 7 1091 1096
2001 15 832 847
Total 192 2662 2852

Prueba de y* 305,68**

**: significativo a p<(0,01

Al considerar los datos de cuajado agrupados segilin el parental
masculino, en ninguno de los dos afios analizados (1999 y 2000) se
encontraron diferencias en el cuajado entre las flores polinizadas con
polen de Moniqui o Moniqui Borde (Figuras 2.17 y 2.18),
observando que el clon que actia como polinizador no presenta

ninguna influencia significativa en los niveles de cuajado (Tablas

2.11y2.12).
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Figura 2.17. Cruzamientos de Moniqui y MoB con Mirobolanes
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Figura 2.18. Cruzamientos de Moniqui y MoB con Mirobolanes

Tabla 2.11. Tabla de contingencia del efecto del parental masculino en el cuajado.

Afio 1999
1999 Cuajados |No cuajados] Total
Mo 220 2524 2744
MoB 211 2427 2638
Total 431 4951 5382

Prueba de xl 0.0006 ns
ns: no significativo a p <0.05



Tabla 2.12. Tabla de contingencia del efecto del parental masculino en el cuajado.

Cruzamientos interespecificos

Afio 2000
2000 Cuajados |No cuajados Total
Mo 88 3539 3627
MoB 77 3415 3492
Total 165 6954 7119
Prueba de %*0.29 ns

ns: no significativo a p <0,05

2.3.1.2.- Efecto del parental femenino

A fin de evaluar el efecto del parental femenino en el cuajado se

consideraron juntos los valores de Moniqui y Moniqui Borde para cada

cruzamiento de Mirobolan. (Figuras 2.19 y 2.20), encontrandose un efecto

del parental femenino en el cuajado, pero que ha variado con los afios. En

el afio 1999 los cruzamientos con Mirobolan 3 dieron mayores valores de

cuajado presentando diferencias significativas con respecto a Mirobolan 1 y

2 (Tabla 2.13). Dicha situacién no se mantuvo en el afio 2000, donde

Mirobolan 3 presentd los valores mds bajos, apareciendo Mirobolan 1 con

los mejores porcentajes de cuajado para este afio, y se encontraron

diferencias significativas en el porcentaje de cuajado entre los tres

Mirobolanes (Tabla 2.14), resultando ser diferentes entre si.
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Figura 2.19. Cruzamiento de Mb con (Mo +MoB)
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Figura 2.20. Cruzamiento de Mb con (Mo + MoB)

Tabla 2.13. Tabla de contingencia del efecto del parental femenino en el cuajado.

Afio 1999
1999 Cuajados [No cuajados Total
Mb1 73 1709 1782
Mb2 29 1460 1489
Mb3 329 1782 2111
Total 431 4951 5382
Prueba de y* 464,29%%*

***: significativo a p<0,001

Tabla 2.14. Tabla de contingencia del efecto del parentalfemenino en el cuajado.

Afio 2000
2000 Cuajados |No cuajados| Total
Mb1 79 2165 2244
Mb2 70 2652 2722
Mb3 16 2137 2151
Total 165 6954 7117
Prueba de x* 38,70%** '

***: significativo a p<0,001

2.3.1.3.- Efecto de las temperaturas

En todos los afios evaluados se han registrado temperaturas por debajo de

- 0°C (Tabla 2.15) durante este periodo de polinizacion. Estas heladas
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podrian afectar de alguna manera a los cuajados obtenidos, principalmente

en el caso de temperaturas menores de —2°C.

Tabla 2.15 Registros de temperaturas

1998 | T.Min. | 1999 T. Min.
02-mar-99 1
03-mar-1998 0 03-mar-1999 1,5
04-mar-1998 3 04-mar-1999 1
05-mar-1998 7 05-mar-1999 4
06-mar-1998 4 0
07-mar-1998 5 Q7-mar
08-mar-1998 5 08-mar-1999 1
09-mar-1998 5 09-mar-1999 1
10-mar-1998 5 10-mar-1999 4
11-mar-1998 4 11-mar-1999 5
12-mar-1998 5 12-mar-1999 8,5
13-mar-1998 35 13-mar-1999 9,5
; ! 14-mar-1999 9,5
15-mar-1998 5 {15-mar-1999 9,5
16-mar-1998 5 16-mar-1999| 4
| 17-mar-1999 3
18-mar-1998 0,5 18-mar-1999 6
2000 T.Min. . Mi
26-feb-2000] 05 23-eb-01
27-feb-2000 3,0 24-feb-01 54
28-feb-2000 1,5 25-feb-01
29eb-2000[ 05
03-mar-2000}"
04-mar-2000 3
05-mar-2000 2 3-mar-01 9.4
06-mar-2000 1 4-mar-01 8,1
07-mar-2000 55 5-mar-01 7.4
08-mar-2000 1,5 6-mar-01 10,1
09-mar-2000 1,5 7-mar-01 9.8
10-mar-2000 0,5 8-mar-01 9,0
9-mar-01 8,3
10-mar-01 10,4
11-mar-01 7,9
12-mar-01 6,2
13-mar-01 2.1
14-mar-01 2.7
15-mar-01 2,5
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2.3.2.- Evaluaciones de la autopolinizacion y de polinizacion libre en

Mirobolan

Los ensayos realizados para evaluar la autopolinizacion y polinizacién libre
en los tres clones de Mirobolan mostraron un cuajado bajo en las ramas
autopolinizadas y en las ramas con flores castradas y no polinizadas. El
cuajado fue mas elevado en las ramas dejadas a polinizacion libre.

Para Mirobolan 1 los valores de cuajado (Tabla 2.16) cayeron bruscamente
a partir de la 2* semana, para estabilizarse luego de la 3* semana en las
ramas autopolinizadas y castradas sin polinizar, que. siguieron un

comportamiento similar.

Tabla 2.16. Pofcentajes de cuajado de autopolinizacion y polinizacion libre en

Miroboléan 1
Semana Sin polinizar | Autopolinizada| P. libre G. Plibre T
0 - 100 - 100 100 ' 100
1 68,3 78,2 81,8 - 100
2 25 27,8 25,2 68,6
3 34 1,9 19,2 35,1
4 0,5 0,2 13,3 5,8
5 0,5 0,2 12,2 4.4
6 0,5 0,2 12,2 4,4
7 0,5 0,2 11,9 4.4
8 0,5 0,2 11,9 4,4
9 0,5 0,2 11,9 44

En las ramas de polinizacion libre, la caida fue mucho mayor en ramas
donde se dejaron todas las flores (PLT) que en las ramas donde se dejaron
las flores en estado globoso (PLG), llegando en este ultimo caso .a valores
de cuajado algo superiores respecto a la rama donde se mantuvieron todas
las flores (Figura 2.21).

58



Cruzamientos interespecificos.

100 %

80 \
\ ~— Sin polinizar
60 —l— Autopalinizada
\\ \ ' ~&—P. libre G.
) k\\

Cuajado (%)

~Y—Plbre T

Semanas

Figura 2.21. Dinamica de caida de flores/frutos en Mirobolan 1
P. libre G: Ramas con polinizacién libre y flores en estado globoso

P. libre T: Ramas con polinizacidn libre y flores en todos los estados

Los cuajados de los distintos ensayos en Mirobolan 2-(Tabla 2.17) también
tuvieron una abrupta caida en la 2* semana para luego estabilizarse a partir
de la 3* semana. Las ramas sin polinizar y autopolinizadas tuvieron
nuevamente porcentajes de cuajado similares y bajos. En las ramas de
polinizacion libre se alcanzaron nuevamente valores de cuajado superiores
respecto a las ramas sin polinizar y autopolinizadas y entre PLG y PLT

también presentaron similares valores de cuajado (Figura 2.22).

Tabla 2.17. Porcentajes de cuajado de autopolinizacion y polinizacion libre en

Mirobolan 2
Semana Sin polinizar | Autopolinizada| P. libre G. Plibre T

0 100 100 100 100
1 72,2 83,2 100 82,1
2 26,9 18,7 61,1 54

3 3 46 32,8 26,1
4 - 11 1,2 27,6 25

5 0,9 1,2 247 231
6 0,9 1,2 25,6 23,3
7 0,7 1,4 25 225
8 07 . 1,4 25 22,5
9 0,7 1.4 243 22,2
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Figura 2.22. Dinamica de caida de flores/frutos en Mirobolan 2

Los porcentaj.es' de cuajado en el clon Mirobolan 3 (Tabla 2.18) también
cayeron abruptamente en las primeraé dos semanas posteriores a la
polinizacion. Las ramas con PLG fueron las que mayores valores de
cuajado alcanzaron en la 9° semana, las ramas con PLT tuvieron cuajados

mas semejantes a los cuajados de las ramas autopolinizadas o sin polinizar
(Figura 2.23).

Tabla 2.18. Porcentajes de cuajado de autopolinizacién y polinizacién libre

en Mirobolan 3
Semana | Sin polinizar |Autopolinizada| P. libre G. P.libre T
0 100 100 100 100
1 91,4 92,6 984 100
2 27,2 291 83,5 80,5
3 21,6 25,3 67,6 451
4 106 8,3 50 29,9
5 35 17 49,5 27,6
6 2,9 1,3 40,9 13,8
7 2,9 1.1 39,5 10,5
8 2,9 1,1 40 10,5
9 2.4 1,1 40,7 10,4
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Figura 2.23. Dinamica de caida de flores/frutos en Mirobolén 3

2.3.3.- Tamaiio de embriones

Existi6 una gran variabilidad de tamafios entre los embriones recolectados
a las 10 semanas de la polinizacion de los distintos cruzamientos y en cada
uno de los afios evaluados. En términos generales, las dimensiones
estuvieron comprendidas entre 0.5 y 10 mm y se agruparon en tres

categorias de tamafio: de 0 a 3,5 mm,de 4a7,5mmy de 8 a 10 mm.

Del total de embriones sembrados (663) durante todos los afios y para todos
los cruzamientos, el mayor porcentaje de embriones 63,8% (423),
correspondio al tamafio entre 8-10 mm, mientras que los tamafios inferiores
(0-3,5mm) presentaron un porcentaje de 8,59% (57). El 27,6% de los

embriones (183) tuvo un tamafio intermedio entre 4 y 7,5 mm (Figura
2.24).
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Figura 2.24 Cantidad de embriones por tamafios

Cuando se estudié cada uno de los cruzamientos a lo largo de los diferentes
afios (Figura 2.25) se observa que a lo largo de los afios hay una proporcion
de embriones en cada categoria sin que haya un patrén fijo para cada

cruzamiento.

En el afio 2001, donde se realizaron solo cruzamientos con Moniqui Borde,

también predominaron los tamafios superiores a 8 mm.

Respecto al total de embriones sembrados en cada cruzamiento para todos
los afios y en cada categoria, el andlisis de varianza determiné que hubo
diferencias significativas en el niimero de embriones de los distintos

tamafios (Tabla 2.19).

Tabla 2.19. Valores del estadistico F y significacién del analisis de varianza en el

numero de embriones segin su tamafio. La variable dependiente es el niimero de

embriones
Suma de
Fuente cuadrados tipo gl Media
11l cuadratica F Significacion
TAMANO 11524,000 2 5762,000 7,312 ,006
Error 11820,500 15 788,033
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2.3.4.-Estratificacion

La estratificacion se realizé a 4°C en general, salvo en el afio 2001, y
durante 4 meses. La temperatura y la duracién fueron adecuados, ya que se
produjo la germinaci()h sin producirse, en general, hojas en roseta. Durante
el periodo de estratificacion se hizo un seguimiento de la evolucion del
material, observandose un aumento del tamafio de los cotiledones y un
progreso en el crecimiento, desde apertura de cotiledones, aparicion de
radicula, crecimiento de la misma, hasta la aparicién de un pequefio brote
(0,5-1mm) entre los cotiledones, momento en el cual se consideraba que el

embrion habia germinado.

Se observaron diferentes grados de crecimiento durante este periodo y la
germinacion no ocurrio en €l mismo momento en todos los embriones sino
que cada uno requirié un tiempo determinado. Los embriones abortados

necesitaron menor tiempo de estratificacion para germinar.

2.3.5.- Germinaciéon

La germinacion ha sido influida por el tamafio del embrion, siendo el
porcentaje de germinacion mayor en los embriones de mayor tamafio, pero
no se ha visto influida por el tipo de cruzamiento. La figura 2.26 refleja el
porcentaje de germinacidon general por tamafios y para todos los afios
evaluados y la influencia directa del tamafio en los porcentajes de
germinacion. En los afios evaluados se sembraron un total de 57 embriones
que presentaban tamafios inferiores a 4 mm y, por lo tanto, son
considerados inviables, es decir que su probabilidad de germinacion es

practicamente nula en condiciones de germinacion convencional.
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Figura 2.26. Germinacion general por tamafios

Sin embargo el 31,6% de estos embriones menores de 4 mm. han
germinado en condiciones de cultivo in vitro. Los embriones que
presentaron tamafios intermedios

(4-7,5mm) y.que han detenido su crecimiento en alguin momento de su
desarrollo, también poseen, debido a su tamaifio, bajas posibilidades de
germinar en condiciones convencionales. Su porcentaje de germinacién in
vitro (80,9%) estuvo sin embargo proximo al valor de germinacion que
presentaron los embriones de mayores tamafios (88,7%). En conjunto, los
embriones menores de 8 mm y que se consideran inviables presentan un

porcentaje de germinacién de 69,2% (Figura 2.27).

100 88,7

81,6
69,2

0-7,5mm 8-10 mm Total

Tamano del embrion

Figura 2.27. Germinacién general por tamaiios

65



Cruzamientos interespecificos

Cuando se analizan de manera desglosada cada uno de los cruzamientos en
los distintos afios (Figura 2.28), vuelve a manifestarse la relacion directa
entre tamafio del embridn y porcentaje de germinacion, y a observarse que
los tamafios comprendidos entre 4 y 7,5 mm presentaron porcentajes de
germinacién similares a los observados para el tamafio mayor,
particularmente en los cruzamientos de Mirobolan 1 y 2 con Moniqui en el
afio 1999. En el caso de Mbl x MoB se obtuvieron incluso mayores

porcentajes de germinacidn para los tamafios 4-7,5 mm, que para 8-10 mm.
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Figura 2.28. Porcentaje de germinacion por cruzamiento y por afio

Como se observd en la figura 2.25 no todos los cruzamientos presentan
embriones de las tres categorias de tamafio en todos los afios, por lo tanto,

la falta de porcentaje de germinacion en determinados tamafios se debe que
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no ha habido embriones para esos tamafios y no a un fallo en la
germinacion (Figura 2.28). El analisis de varianza permiti6 reafirmar que el
tamafio tuvo un efecto significativo en el porcentaje de germinacion (Tabla

2.20), no asi el tipo de cruzamiento ni la interaccidén cruzamiento-tamaio.

Tabla 2.20 Valores del estadistico F y significacion del analisis de varianza en el

porcentaje de germinacion. La variable dependiente es la transformada del porcentaje de

germinacion,
Suma de
cuadrados Media e .
Fuente tipo Il gl cuadratica F Significacion

CRUZAMIENTO 1227.905 5 245.581 412 .835

TAMANO 10370.467 2 5185.233 - 8.709 .001
CRUZAMIENTO

TAMARO 2772.040 10 277.204 .466 .896

Error 14289.350 24 595.390

2.3.6.- Influencia del tamafio del embrién y la temperatura de
estratificacion en el peso e incremento de peso de los embriones

estratificados

En el afio 2001, en que se efectuaron cruzamientos utilizando como
parental masculino exclusivamente Moniqui Borde, se estudiaron, a lo
largo del periodo de estratificacion, el peso y el incremento de peso a los 30
y 60 dias de la siembra. Ambos caracteres se analizaron separadamente
para los distintos cruzamientos observandose diferencias de respuesta entre
ellos dependiendo de la temperatura de estratificacion, ya fuera 4°C 6 0°C.
El peso promedio de los embriones en el momento de la siembra in vitro ha
sido diferente en los distintos cruzamientos efectuados y depende del
tamafio del embrién. Los resultados se muestran en la figura 2.29 y en
general se observa un aumento de peso; mas o menos acusado, a los 30 y

60 dias de la siembra. Este aumento de peso a lo largo de la estratificacion
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fue notable cuando la temperatura de estratificacion fue de 4°C pero no asi

cuando fue de 0°C.
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Figura 2.29. Peso promedio de los embriones de diferentes cruzamientos a 30 y 60 dias

de estratificacion a direrentes termperaturas (Afio 2001)

69



70

Cruzamientos interespecificos

2.3.6.1.-Cruzamiento Mirobolan 1 x Moniqui Borde (Mb1xMoB)

En el cruzamiento de Mirobolan 1 x Moniqui Borde, el tamafio
inicial del embrion tuvo una influencia altamente significativa en
todos los factores estudiados, peso e incremento de peso a los 30 y
60 dias de la siembra, durante el periodo de estratificacion a las dos

temperét}uras (Tabla 2.21).

Tabla 2.21. Valores del estadistico F y significacion del analisis de varianza
para el peso y el incremento de peso durante la estratificacion in vitro de

embriones en el cruzamiento Mb 1 x MoB.

Fuente de variacién | gl l Peso 30 I Incremento30 | Peso 60 Incremento60
Tamaiio 1 32,629 17,218 36,877 13,810
- Temperatura 1 0,073ns 3,407 6,267 38,129
Interaccién 1 1,546ns 3,083 7,722** 22,6

* ek k= diferencias significativas a p<0,05, p<0,01; p< 0,001 respectivamente
ns: no hay diferencias significativas p<0,05

Tanto el peso alcanzado a los 30 y 60 dias de estratificacion, como el
incremento de peso correspondiente, fue mayor para los embriones
de tamafio inicial mayor (Figura 2.29). La temperatura de
estratificacion, en cambio, s6lo influy6 significativamente para el
peso e incremento del peso a los 60 dias de la siembra (Tabla 2.21).
Los incrementos de peso fueron mayores a 4°C. Asimismo, se
encontrd una interaccion significativa (p<0,01) entre el tamafio y la
temperatura para el peso a los 60 dias de estratificacion y muy
significativa (p<0,001) para el incremento de peso en ese momento.
Los embriones pequefios (<8 mm) ganaron mas peso a 0°C que a
4°C, mientras que los embriones grandes (>8 mm) ganaron mas peso

a 4°C que a 0°C (Figura 2.29).
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2.3.6.2.- Cruzamiento Miroboldn 2 x Moniqui Borde (Mb2xMoB)

El tamafio inicial no influyé de manera significativa en los factores
analizados para el cruzamiento Mb2 X -MoB (Tabla 2.22).
Unicamente se encontré influencia significativa de la temperatura en
el incremento de peso a los 60 dias de la siembra. A 4°C se
produjeron mayores incrementos de peso en ambos tipos de
embriones, mientras que a 0°C no se observaron diferencias en el

peso entre embriones de tamafio inicial diferente (Figura 2.29).

Tabla 2:22. Valores del estadistico F y significacion del analisis de varianza
para el peso y el incremento de peso durante la estratificacion in vitro de

embriones en el cruzamiento Mb2 x MoB

Fuente de variacion gl Peso 30 | Incremento30| Peso 60 Incremento60
Tamaiio 1 0,431ns 0.431ns 1,839ns 4.575ns
Temperatura 1 0,044ns 0,044ns 2,003ns 16,295*
Interaccion 1 0,368né 0,368ns 1,523ns 3,717ns

* *% xx*= diferencias significativas a p<0,05, p<0,01; p< 0,001 respectivamente
ns: no hay diferencias significativas p<0,05

2.3.6.3.- Cruzamiento Mirobolan 3 x Moniqui Borde (Mb3 x MoB).

Para el cruzamiento Mb3 x MoB el tamafio inicial del embrion
influy6 significativamente en su peso a los 30 dias, pero no a los 60
dias, cuando alcanzaron un peso similar. La temperatura de
estratificacién tuvo una influencia significativa tanto en peso del
embrién a los 30 y a los 60 dias de la estratificacién, como en el
incremento de peso para este momento, siendo en ambos casos con

temperatura superior a 4°C (Tabla 2.23).

Cuando se partié de embriones mas pequefios se obtuvieron mayores

incrementos de peso a 4°C a los 30 y 60 dias del periodo de
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estratificacion (Figura 2.29). En general a 0°C no hubo un
incremento de peso apreciable entre los 30 y 60 dias para todos los

genotipos y para los dos tamafios de embriones (Figura 2.29)

Tabla 2.23. Valores del estadistico F y significacion del analisis de varianza para
el peso y el incremento de peso durante la estratificacion in vitro de embriones

en el cruzamientos Mb3 x MoB

Fuente de variaciéon gl Peso 30 |incremento30| Peso 60 Incremento60
Tamario 1 8.438* 0,194ns -10,17ns 0,289ns
Temperatura 1 5,363** 2,169ns 22,896** 19,053**
Interaccion 1 1,095ns 1,229ns 1,328ns 0,572ns

# e k= difor encias significativas a p<0,05, p<0,01; p< 0,001 respectlvamente
ns: no hay diferencias significativas p<0,05

2.3.7.- Influencia de la temperatura, el tamaiio y el .genotipo en la

germinacion de embriones

El proceso de la germinacion ha estado influido tanto por la temperatura de
estratificacion como -por el tamafio y genotipo del .propio embrion. El
efecto de la temperatura de estratificacion ha sido muy notable ya que el
91% de las semillas germinaron cuando la estratificacion tuvo lugar a 4°C,
mientras que sélo el 26% germiné con una estratificacién a 0°C (Figura
2.30). Los distintos cruzamientos respondieron' de manéra diferente
respecto a la germinacion, marcando unas diferencias mas notables a 0°C.
Los porcentajes de germin‘aci()n oscilaron entre el 86 y el 100% a 4°C,
mientras que a 0°C oscilaron entre el 0 y el 60 %. La germinacion tuvo
lugar en general cuando se pasaron a condiciones de luz y temperatura alta

23°C), pero en algunos casos sucedid durante el periodo de estratificacion.
o

En condiciones 6ptimas de germinacion (4°C) el tamaiio del embrion

influyé en la germinacién. Los valores han sido de 60% de germinacion
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para embriones con tamafios inferiores a 8 mm y de 95,6% para los
embriones superiores a 8 mm. El momento de aparicion del brote y la
radicula durante el proceso de estratificacion se produjo de manera muy
diferente para las dos temperaturas de tratamiento en los distintos

cruzamientos estudiados (Figura 2.31).
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Figura 2.30 Germinacién de embriones de diferentes cruzamientos a distintas

temperaturas de estratificacion in vitro
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Figura 2.31. Evolucion de los embriones de los diferentes cruzamientos durante la

estratificacion a diferentes temperaturas (Afio 2001)
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A 4°C y en los tres cruzamientos realizados, los embriones se encontraban
germinando en mas del 50% de los casos a la 8" semana. A 0°C, la
germinacion ocurrié a partir de la semana 18, cuando el material ya se
encontraba en la cdmara de cultivo a 23°C. La aparicion de la radicula a
4°C es, en general, anterior a la aparicion de un incipiente brote, no
encontrandose diferencias en la secuencia del proceso entre los distintos -

cruzamientos.

2.3.8.- Muerte postgerminacion

En los dias subs.iguientes a la germinacion, y en todos los afios evaluados,
cuando las semillas germinadas eran pasadas a condiciones de luz y mayor
temperatura, en algunas plantulas in vifro se observé el comienzo de un
pardeamiento en el apice de la misma que se extendia rapidamente
provocando su muerte.

La figura 2.32 muestra el porcentaje medio ponderado de plantulas muertas
para todos los cruzamientos efectuados y para los cuatro afios evaluados
donde se observan los mayores porcentajes de mortandad en el cruzamiento
Mb3 x Mo durante los 4 afios observados.

~Se analiz6 el porcentaje de mortandad de plantulas en los dos afios en los
‘que se realizaron los 6 cruzamientos (1999 y 2000) y se evalu6é ademaés el

efecto en el porcentaje de mortandad de cada uno de los parentales.
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Figura 2.32. Porcentaje medio de plantulas muertas postgerminacion segiin

cruzamientos

Comparando todos los cruzamientos en el afio 1999 se encontraron mayor
cantidad de plantulas muertas cuando se utiliz6 Moniqui como polinizador
(Figura 2.33). Los cruzamientos Mb1l x Mo y Mb3 x Mo presentaron los
mayores porcentajes de mortandad, presentando diferencias significativas

(Tabla 2.24).
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Figura 2.33. Mortandad de plantulas postgerminacion para todos los cruzamientos.
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Afio 1999

Tabla 2.24. Tabla de contingencia para valores de muerte postgerminacion

en todos los cruzamientos. Afio 1999

]1 999 Muertas No muertas {Total
[Mb1 x Mo 6 30 36
[Mb1 x MoB 4 D4 b8
IMb2 x Mo 3 3 6
IMb2 x MoB 0 5 5
IMb3 x Mo 44 96 140
Mb3 x MoB 9 132 141
Total 66 290 1356
Prueba de * 34,68

Significativo p< 0,001

Cuando se evalu6 el efecto del polinizador existieron diferencias
significativas entre los parentales masculinos en el porcentaje de mortandad
en el afio 1999 (Tabla 2.25). Los mayores porcentajes de mortandad se

registraron cuando se usé Moniqui como polinizador (Figura 2.34).

Tabla 2.25 Tabla de contingencia para valores de muerte postgerminacion.

Efecto del polinizador. Afio 1999.

1999 Muertas |No muertas Total
Mb1+Mb2+Mb3 x
(Mo) 53 129 182
Mb1+Mb2+Mb3 x
(MoB) 13 161 174
Total 66 290 356
Prueba de x*26,19
Significativo p< 0,001
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Figura 2.34. Mortandad de plantulas postgerminacion. Afio 1999

Entre los parentales femeninos no existieron diferencias significativas en el

porcentaje de mortandad (Tabla 2.26) en el afio 1999. Sin embargo, se

~observa que entre los embriones provenientes de Mirobolan 2 hay un

mayor porcentaje de plantulas muertas en el periodo de postgerminacion

(Figura 2.35).

Tabla 2.26. Tabla de contingencia para valores de muerte postgerminacion.

Efecto del parental femenino. Afio 1999

No muertas

1999 Muertas Total
(Mb1xMo)+{Mb1xMoB 10 - 54 64
(Mb2xMo)+(Mb2xMoB 3 8 11
(Mb3xMo)+(Mb3xMoB 53 228 281

_ Total 66 290 356
Prueba de x* 0,93

No significativo p< 0,05

En el afio 2000 se encuentran mayor cantidad de plantulas muertas en el

cruzamiento de Mirobolan 2 x Moniqui y a pesar de observarse diferencias

entre los cruzamientos no revelan ser estadisticamente significativas, si

. . o 2
bien el valor calculado estd muy préximo al valor de %~ para rechazar la Hy

(Tabla 2.27).
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Figura 2.36. Mortandad de plantulas postgerminacion para todos los cruzamientos.

Afio 2000

Tabla 2.27. Tabla de contingencia para valores de muerte postgerminacion para todos
los cruzamientos.Afio 2000

| 2000 - Muertas |No muertas Total
IMb1 x Mo 3 19 22
IMb1 x MoB 3 33 36
IMb2 x Mo 8 25 33
Mb2 x MoB 0 14 14
[Mb3 x Mo 1 8 9
IMb3 x MoB 0 6 6
Total 15

105 120

Prueba de 19,7
No significativo p< 0,05
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Cuando se consideraron los valores acumulados (Figura 2.37) se observa
que hay un mayor porcentaje de plantulas muertas cuando se utiliza
Moniqui como polinizador, a pesar de no hallarse diferencias significativas

entre ambos polinizadores (Tabla 2.28)
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Figura 2.37. Muerte de plantulas postgermiancion. Afio 2000

Tabla 2.28. Tabla de contingencia para valores de muerte postgerminacion.

Efecto del polinizador. Afio 2000.

2000 Muertas |No muertas! Totales
Mb1+Mb2+Mb3 x (Mo) 12 52 64
Mb1+Mb2+Mb3 x (MoB) 3 53 56

Total 15 105 120

Prueba de x” 3.75
No significativo a p<0,05

Tampoco se hallaron diferencias cuando se analiza el efecto del parental
femenino sobre la mortandad de plantulas (Tabla 2.29) si bien nuevamente

se advierte que con Miroboldn 2 el porcentaje de mortandad fue mayor
(Figura 2.38).
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Tabla 2.29. Tabla de contingencia para valores de muerte postgerminacion. Efecto del

parental femenino.Afio 2000.

2000 Muertas {No muertas Total
{Mb1xMo)+(Mb2xMoB) 6 52 58
{Mb2xMo)+(Mb2xMoB) 8 39 47
{Mb3xMo)+(Mb3xMoB) 1 14 15

Total 15 105 120

Prueba de x* 1.07
No significativo a p<0,03
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Figura 2.38. Muerte de plantulas postgerminacion. Afio 2000
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2.4. Discusion

Los resultados expuestos indican que el cultivo in vitro de los embriones
inmaduros ha permitido la obtencion de una importante cantidad de
plantulas germinadas in vitro. Se trata de embriones pequefios que no
hubieran germinado debido a un desarrollo incompleto por posibles
incompatibilidades genéticas. Sin embargo, gracias a su cultivo in vitro en
un medio adecuado, se ha superado esta limitante y se ha conseguido una

importante cantidad de material.
2.4.1.- Cuajado de frutos

En todos los cruzamientos efectuados con Moniqui o Moniqui Borde el.
porcentaje de cuajado ha sido alrededor del 5%, que no se diferencia
mucho de lo encontrado en polinizaciones naturales de Prunus cerasifera
con valores de 5,7% (Sharma y Mohapatra, 1999). En nuestras plantas los
valores de cuajado tras la polinizacion libre obtenidos con el total de flores
en la rama variaron entre 4,4 y 22,2%. Los valores no superan el 4,9%
cuando se efectdan autopolinizaciones dirigidas entre variedades de Prunus
cerasifera (Shoferistov, 1986), y en nuestros ensayos los valores de

cuajado con autopolinizacion variaron entre 0,2 y 1,4%.

En la mayoria de las especies frutales, deépués de la caida de pétalos se
produce una fuerte caida de frutos pequefios no desarrollados, y
posteriormente se }producen_ otras caidas por problemas de competencia
(Westwood, 1982). En el caso de polinizacién libre la caida de frutos
durante las primeras semanas suele relacionarse con una falta de
fecundacion (Harrold, 1935; Kester y Griggs, 1959; Garcia et al., 1980). En
nuestros ensayos, por tratarse de polinizaciones dirigidas, la cantidad de

polen depositada sobre el estigma no constituiria la causa de los bajos
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cuajados, sin embargo, una deficiente fecundacion podria explicar los bajos
valores. Un bajo cuajado de flores puede relacionarse en primer lugar con
las temperaturas durante y después de floracion, tanto si se producen
heladas nocturnas como si hay bajas temperaturas diurnas, que retrasan el
crecimiento del tubo polinico (Thompson y Liu, 1973). En los afios 1998,
1999, 2000 y 2001 ocurrieron heladas a los pocos dias de la polinizacion
que podrian justificar parte de la caida de flores en las primeras 3 semanas.
Si el crecimiento del tubo polinico se ve retrasado por bajas temperaturas
puede producirse un desfase entre el desarrollo del polen y del 6vulo que
afecte el llamado periodo efectivo de polinizacion. El periodo efectivo de
polinizacion fue descrito por Williams (1966) como la longevidad del

6vulo menos el tiempo transcurrido entre la polinizacion y la fecundacion.

Por otra parte, el porcentaje de germinacion del polen -y la velocidad de
crecimiento del tubo polinico varia segun las especies involucradas en los
cruzamientos (Perez y Moore, 1985). En el caso de cruzamientos
interespecificos las interacciones entre el tubo polinico y el estilo y ovario
pueden verse alteradas y el tubo. polinico puede detener su crecimiento
antes de alcanzar el o6vulo debido a barreras de incompatibilidad
(Pickersgill, 2001), produciendo una disminuciéon en el porcentaje de
cuajado de frutos en estos cruzamientos (Layne y Sherman, 1986).
Posteriormente, aunque se produzca la penetracion del tubo polinico en el
ovulo y la descarga de nucleos, el desarrollo del endospermo y del embrion
puede fallar y producir el aborto de la semilla después de la fecundacion

(Pickersgill, 2001).

Se deberia continuar con el analisis de estos parametros para determinar la

causas de la caida de frutos, pero todos ellos pudieron haber influido en
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mayor o menor medida y permitirian explicar los cuajados irregulares

obtenidos en los distintos afios evaluados.

Los polinizadores Moniqui y Moniqui Borde tuvieron un comportamiento
similar con los distintos parentales femeninos, no observandose diferencias
en el cuajado, lo que permitiria inferir que no existieron diferencias en la

capacidad de obtencion de hibridos de ambos parentales

Las diferencias encontradas en los porcentajes de cuajado, segiin el paréntal
femenino involucrado en el cruzamiento para los afios 1999 y 2000,
indicarian que existen caracteristicas inherentes al parental femenino
relacionadas con la fertilidad y la capacidad de produccion de frutos (Rubio
y Socias i Company, 1996j. Sin embargo, el analisis estadistico indicé que
el efecto del parental femenino vari6 con los afios, por lo que no se puede

concluir que hubiera un parental destacado.

2.4.2.- Evaluacion de la autopolinizaciéon y la polinizacién libre en

Mirobolan

Los valores de cuajado de los ensayos de polinizacion libre fueron
superiores en los tres arboles de Mirobolan, a los de autopolinizacién y sin

~ polinizar.

En los dos casos de polinizacion libre (ramas con todas las flores, o bien
ramas solo con flores en estado globoso) los valores de cuajado fueron
superiores cuando se dejaron en las ramas unicamente las flores en estado
globoso, tanto en Mirobolan 1 como en Mirobolan 3, lo cual podria
asociarse a que en las ramas donde se han dejado todas las flores existe una
mayor competencia que produce la caida de flores/frutos y por lo tanto se

llega a menores valores de cuajado. Esto no se ha visto tan claramente
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reflejado en Mirobolan 2 donde los valores de cuajado en ambas ramas de

polinizacion libre fueron muy similares.

Los ensayos de ramas sin polinizar y las autopolinizadas manualmente
tuvieron valores de cuajado muy similares y bajos. Si bien deberia
confirmarse con mayor cantidad de evaluaciones, estos resultados podrian
estar indicando una autoincompatibilidad en estos parentales, coincidiendo
con el trabajo de Layne y Sherman (1986) que establecen que Prunus

cerasifera es una especie parcialmente autoincompatible.

En el caso de flores castrad}as, donde no hay visitas de insectos (Free,
1964), el bajo nivel de cuajado que obtuvimos podria explicarse por la
llegada de granos de polen al estigma, ya sea por viento o por gravedad
(Visser y Verhaegh, 1980), por lo que habria que embolsar o aislar las

flores para evitar cualquier escape (Sedgley y Grifftin, 1989).

Queda evidenciado que los valores de cuajado en las ramas de polinizacion
libre serian los obtenidos para la planta considerando la intervencion de los
insectos polinizadores y que son superiores a los de las ramas sin polinizar
pero castradas, donde no hay visitas de insectos, y superiores también a las

autopolinizadas.
2.4.3.- Influencia del tamafio del embrion en la germinacion

Los frutos fueron recogidos entre 10 y 14 semanas después de la
polinizacién cuando el fruto se hallaba ain inmaduro. Los embriones
extraidos presentaron variabilidad en su tamafio. El grupo més numeroso
presentd dimensiones superiores a § mm aunque existian embriones de
tamafios inferiores.. El -tamafio ha tenido - influencia directa en los

porcentajes de germinacion obteniéndose un descenso notable en los
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mismos para embriones menores de 4 mm. En embriones de melocotén la
capacidad de germinar esta correlacionada con el tamafio (Hesse y Kester,
1955b) considerando que esta caracteristica del embrion esta relacionada
con el grado de desarrollo del mismo. Ramm.ing (1990) reportd que el
tamafio minimo para un exitoso cultivo de embriones en melocoton y
nectarina era de 10. mm. Las causas de abortos en embriones pequefios
responden a las condiciones desfavorables que rodean al embrion (Tukey,
1933b). En los cruzamientos interespecfﬁcos ocurren fallos en el normal
“desarrollo del endospermo y/o embrién debido a barreras postzigoticas de
incompatibilidad que han sido estudiadas en géneros tales como Solanum
(Camadro y Masuelli, 1995), Brassica (Nishiyama y Inomata, 1966) y
Lycopersicon (Chen y Adachi 1995). Estas barreras postzigoticas presentes
en los embriones hibridos impiden su adecuado desarrollo. El embrion
abortado no germinaria en condiciones normales pero el cultivo in vitro ha
permitido sortear estos inconvenientes logrando una elevada germinacion
de embriones de tamarios inferiores a 8 mm. La eficiencia de la aplicacion
de esta técnica queda resaltada, ademads, en los porcentajes de germinacion
logrados (80,9%) con tamafios de embrion comprendidos entre 4 y 7.5 mm
los cuales se aproximan a los valores de germinacién en embriones con

mas de 8§ mm.

2.4.4.- Influencia de la temperatura de estratificacion

Las condiciones de estratificacion tuvieron una fuerte influencia en la
germinacion de los embriones cultivados in vitro. En plantas lefiosas la
semilla debe cumplir los requerimientos en horas de frio para que superen
su dormicién, germinen y permitan un correcto crecimiento de la plantula.
En este trabajo, los embriones que han sido expuestos a 4°C han presentado
los mejores porcentajes de germinacion. En 2002 cuando se e\}alual‘on dos

temperaturas de estratificacion (0°C y 4°C), tanto el peso de los embriones
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como su incremento de peso fueron considerados indicadores de su
evolucion. Estas caracteristicas estuvieron condicionadas de diferente
manera por diferentes factores. Por un lado, la temperatura = de
estratificacion, observandose una gran influencia de la temperatura en el
peso e incremento de peso a los 60 dias después de la siembra, y por otro
lado, el tamafio del embrién en el momento de su siembra in vitro que

presentd una influencia menor.

Diferentes temperaturas y tiempos de estratificacion in vitro han sido
utilizadas en especies de Prunus por diversos autores. Las femperaturas
varian entre 0 y 5°C, mientras que la estratificacion oscil6 entre 30 y 120
dias (Bassi e Infante, 1994; Burgos y Ledbetter, 1993; Chaparro y
Sharman, 1994; Emershad‘y Rammiﬁg, 1994; Ledbetter et al., 1998). En
todos los cruzamientos evaluados aqui se advirtié6 una mayor respuesta en
el peso de los embriones y en su ganancia de peso cuando la temperatura de

estratificacion fue de 4°C que cuando fue de 0°C.

La temperatura de estratificacion resulto ser, ademas, un factor critico tanto
en la evolucion de los embriones (momento de aparicion de la radicula y
del 4pice caulinar) como en el porcentaje de germinacion,
independientemente del cruzamiento efectuado, de forma similar a la
estratificacion de semillas convencional (Herrero, 1978). La estratificacion
a 4°C adelanto el inicio de la germinacion 10 semanas en comparacioén con
la estratificacion a 0°C, permitiendo reducir sensiblemente el tiempo
necesario para la obtencién de plantulas in vitro. A 4°C se lograron
porcentajes de germinacién del 91% en los embriones inmaduros de los tres

cruzamientos frente a un promedio del 26% a 0°C.

El medio de cultivo utilizado, asi como las condiciones de estratificacion y

germinacion, fueron optimizadas para obtener unos resultados muy
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sobresalientes con respecto al nimero de embriones obtenidos y al
momento de su germinacién comparado con la germinacion ex vitro

tradicional (Daorden ef al., 2001; Arbeloa et al., 2001).

~ 2.4.5.-Muerte post-germinacion

La presencia de plantulas muertas despues de la germinacion in vitro de los
embriones ha sido cuantificada durante los afios 1999 y 2000 y se hall6 que |
para los cruzamientos efectuados en ambos aifios el porcentaje era superior
cuando se utilizada Moniqui como polinizador. Respecto al porcentaje de
mortandad teniendo en cuenta el parental femenino los resultados no
evidenciaron diferencias significativas entre ellos si bien los cruzamientos
con Mirobolan 2 manifestaron mayor porcentaje de plantulas muertas.
Todo ello indicaria la existencia de factores genéticos que controlarian la
letalidad de las plantulas hibridas. Estos factores han sido sefialados como
responsables de letalidad en un estudio de hibridos de Nicotiana (Inoue et
al., 1996), asi como también fueron detectadas caracteristicas de muerte
celular programada con condensacién de cromatina o fragmentacion del
nacleo (Marubashi ef al., 1999). Yamada et al. (1999) caracteriza 4 tipos
de letalidad en hibridos de la misma especie, y en nuestro caso los sintomas
que presentaron las plantas se corresponderian con el tipo Il es decir
amarillamiento de las hojas verdaderas. La letalidad de hibrido es
cbnsiderado, por. diversos, ‘autores un mecanismo de aislamiento

“reproductivo y su expresion es dependiente de la temperatura (Yamada et

al., 2000; Yamada et al., 2001; Mino et al., 2002).
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Multiplicacion in vitro

3.1 Introduccion

3.1.1.- Aspectos generales de la micropropagacion

La micropropagacion se engloba dentro del cultivo de tejidos, y Jones
(1979) la define como una multiplicacién masiva y rapida de plantas a
través de la induccion de un gran nimero de yemas en un corto periodo de

tiempo.

Esta forma de cultivo de tejidos, difiere de los métodos tradicionales de
. propagacion en el alto grado de control que es posible establecer en cada
aspecto de la propagacion y desarrollo del proceso. En éstos pueden
optimizarse las condiciones ambientales tanto en lo referente a condiciones
nutricionales como fisicas. Ademés eﬁ que por ﬁ‘abajarse en condiciones
asépticas, se excluyen microorganismos y plagas. Este tipo de propagacion
permite, ademas, poder disponer de una gran cantidad de plantas en una

superficie relativamente pequefia.

Cada paso de la secuencia puede ser manipulado y programado, desde la
seleccion del material vegetal hasta el control del ambiente in vitro, para
maximizar la produccién en términos de nimero y calidad de los
propagulos. La gran cantidad de yemas que pueden estimularse permite
obtener numerosas plantas idénticas al material de partida en un corto

periodo de tiempo.

El cultivo de tejidos esta basado fundamentalmente en el principio de la
totipotencialidad celular, es decir, cada célula viva tiene la capacidad
genética de reproducir uﬁ organismo completo. Este principio bioldgico fue
formulado por el fisidlogo aleman Haberlandt en1902 tomando la teoria de

Schwann y Schleiden (1838-1839).
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Murashige (1974) distingue tres etapas en la micropropagacién, con
requerimientos hormonales y nutritivos diferenciados: el establecimiento
(estadio I), la multiplicacion de propagulos (estadio II) y la preparacion
para restablecer las plantas en suelo (estadio III), incluyendo el
enraizamiento. Debergh y Maene (1981) incluyeron un estadio O,
consistente en preparar las plantas que van a proporcionar los explantos, y

un estadio IV de aclimatacidn de las plantas al ambiente exterior.

La regulacion hormonal es un aspecto basico en la micropropagacion, que
ha hecho posible la regeneraciéon de brotes y raices. La presencia de
auxinas y citoquininas en los medios de cultivo son las principales
_ responsables de la multiplicacion (Skoog y Miller, 1957). Murashige y
Skoog (1962) desarrollaron un medio de cultivo optimizando las
concentraciones iﬁorgénicas para el crecimiento de callo de tabaco, aunque
en muchos casos este medio se modifica para adaptarlo al crecimiento del

explanto y a la posterior multiplicacion de cada grupo de plantas.

Este tipo de multiplicacion in vitro se realiza en recipientes que contienen
medios de cultivo en los que la composicion y concentracion de sus
componentes esta controlada, y se lleva a cabo en condiciones ambientales
(luz, temperatura y humedad relativa) también controladas, manteniéndolas
a niveles adecuados para el crecimiento de las plantas tratando de

reproducir las condiciones ambientales mas favorables.

La aplicacion de la micropropagacion como técnica de cultivo in vitro
resulta una alternativa muy ventajosa cuando se ha obtenido o seleccionado
un nuevo clon, especialmente cuando su propagacidon por los métodos

convencionales puede tardar varios afios en producir una cantidad
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suficiente de individuos genéticamente iguales, o en los casos en que las

técnicas convencionales no sean adecuadas.

Numerosas especies herbaceas y lefiosas son obtenidas por
micropropagacion, y particularmente en el caso de frutales, su aplicacion
ha resuelto importantes limitaciones en la propagacion, sobretodo

relacionadas con lentos procesos o limitaciones del enraizamiento.

3.1.2.- Aplicacion en especies frutales

Las especies frufales se diferencian de las demads especies cultivadas en
diversos aspectos como el gran tamafio que alcanzan, el largo periodo
juvenil que atraviesan, el reposo invernal y un periodo productivo
prolongado, ademas de ser plantas perennes y leflosas, mayoritariamente.
Muchas de ellas son altamente heterocigotas, por lo que han de propagarse
vegetativamente para evitar que la recombinacion genética desestabilice los

caracteres obtenidos mediante seleccion.

Los darboles frutales son generalmente combinaciones de una variedad
seleccionada por determinadas caracteristicas (calidad de fruto,
rendimiento) propagada por injerto sobre un portainjerto selecéionado por
su porte o su adaptacion al suelo entre otras. Su propagacion se realiza
mediante esfaquillado, u otras formas de propagacion vegetativa, para

preservar sus propiedades.

Salvo casos muy concretos, la técnica se utiliza de la misma forma que para
la mayoria de las especies vegetales, pero hay que tener en cuenta ciertos
aspectos inherentes a los arboles frutales en particular y a las especies

lefiosas en general.
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En estas especies debe esperarse a su estado adulto para conocer si la planta
posee caracteristicas intefesantes desde el punto de vista agrondmico. Esto
puede ser una limitante en la aplicacion de la micropropagacion, ya que
entonces se ha perdido la capacidad morfogénica y regenerativa del estado

juvenil.

Pero hay otros factores que hacen que las especies lefiosas sean mas
~dificiles de clonar que las herbaceas (Pierik, 1990), y ellos estan

relacionados con:

e La velocidad de multiplicacion, que es mucho menor en las especies
lefiosas que en las herbaceas.

e El periodo de dormicion, que impide la apertura de las yemas en
cualquier €poca del afio.

e La dificultad de esterilizar los explantos para establecer un nuevo
cultivo in vitro, ya que las especies lefiosas generalmente crecen en
el exterior.

e La propension a liberar a los medios de cultivo sustancias toxicas

para la propia planta.

Los e_studios sobre el cultivo in vitro de especies frutales se han
desarrollado desde hace mas de 30 afios, pero ha sido durante la Gltima
década cuando se han obtenido los avances técnicos mas espectaculares,
como. el cultivo de protoplastos y posterior regeneracion de plantas y la
obtencién de plantas manipuladas genéticamente. La aplicacién de estas
técflicas en frutales (Marin, 1993) es utilizada ampliamente en distintas
especies de Prunus con diversos fines 1) para la regeneracion adventicia de.
yemas (Gentile et al., 2002); 2) para la propagacion clonal de portainjertos

(Radice ef al,1999); 3) para mejorar condiciones de enraizamiento de

94



Multiplicacion in vitro

ciertas especies (Puente y Marin, 1994); 4) para multiplicar materiales
hibridos (Daorden et al., 2001), etc. La ambientacion de las plantulas
obtenidas in vifro también ha sido estudiada (Marin y Gella, 1988 a, b;
Marfn, 2001) ya que representa una de las etapas mds criticas de este tipo

de multiplicacion.

Las técnicas de cultivo in vitro de frutales son muy esperanzadoras respecto
a la posibilidad de una efectiva aceleracion de los procesos de mejora,
como se ha dicho ya. Debido a las caracteristicas que presentan las especies
frutales, los procesos de seleccion son mas complejos. y laboriosos respecto
a las especies herbaceas lo cual hace que los programas de mejora en
frutales sean lentos. La aplicacion de la micropropagacion acorta
considerablemente los procesos necesarios para la obtencion de nuevos
clones y su multiplicacién, proporcionando plantas listas para evaluar con
muchos meses de anticipacion frente a los métodos convencionales,
reduciendo costos y obteniendo un mayor niimero de clones en menos
tiempo. En esta tesis se planted la multiplicacion in vitro de las plantulas
obtenidas a partir del rescate de embriones. Se adaptaron medios de cultivo
y se implementaron condiciones alﬁbientales in vitro y en invernadero para

lograr un mayor namero de individuos.
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3.2.- Materiales y Métodos

3.2.1.- Multiplicacion in vitro de nuevas plantulas

Las plantulas obtenidas in vitro se pasaron a un medio de proliferacion de
brotes en contenedores adecuados para su multiplicacion (frascos de 100
ml), de otro modo, las plantulas germinadas in vitro continuarian su
~ crecimiento produciéndose un ahilamiento de la misma, y la falta de

espacio en el tubo seria una limitante.
3.2.1.1.- Medio de cultivo y contenedores

El medio de cultivo que se ha empleado para la proli;fe‘racio'n,dé brotes es el
-de Murashige y Skoog (1962) modificado, en el cual se ha variado la
cohcentracién de tiamina (1.19uM). Los reguladores de crecimiento
utilizados pafa la multiplicacién de brotes fueron bencilaminopurina (BA)
y é4cido indol butirico (IBA) a concentraciones de 5 uM y 0,5 uM,
respectivamente. El medio se suplementé con sacarosa (3% p/v) y se

solidific6 con “Bacto-agar Difco” (0,7% p/v).

- La preparacion del medio se realizd utilizando soluciones “stock”de las
sa]esl minerales, reguladores de crecimiento, compuestos organicos y
vitaminas, preparadas a 10 M. El pH se ajust6 a 5,5 con NaOH o HCI 1
N. Una vez preparado el medio se reparti6 en los correspondientes
contenedores mediante un dispensador; La esterilizacién se realizd en
autoclave a 100 KPa de presioén durante 20 minutos. Para esta etapa de
multiplicacién de brotes se utilizaron dos tipos de recipientes: tubos de
vidrio de 20 mm de didmetro con tapa de polipropileno clara y frascos de
vidrio de 100 ml (Sigma V-8630) con tapas de propileno clara (Sigma B-
8648). En los tubos se colocaron 10 ml de medio y en los frascos de vidrio

de 30 ml.
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3.2.1.2.- Subcultivos del material vegetal

Una vez que la planta crecié en el tubo (Figura 3.1) se subcultivo a un
nuevo medio de multiplicacién en los frascos con tapas transparentes (que
contenian 30 ml de medio) colocando 4 a 6 brotes en cada uno de ellos. Los
sucesivos subcultivos, se efectuaron cada 4 semanas mediante

multiplicacion axilar (Figura 3.2).

Figura 3.1 Planta en medio de cultivo Figura 3.2 Multiplicacion axilar del brote

de multiplicaciéon a los 30 dias de su repicado.

Todo el material se mantuvo en camara de cultivo a 25°C durante las horas
de luz y a 23°C dur“ante las de oscuridad, y con 16 horas de luz procedente
de lamparas fluorescentes, con una intensidad a nivel de los cultivos de 35

umol.m‘z.s'l.

3.2.1.3.- Evaluacion de la capacidad de multiplicacién del material

vegetal

Se llevé a cabo la determinacion de la tasa de multiplicacion en cada uno
de los repicados efectuados contando los nuevos brotes que se obtenian
cada cuatro semanas. Esta determinacion se realizd en 3 repicados

consecutivos para los clones obtenidos de los cruzamientos de 1998 y 2000
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y 2 repicados para los de 1999. En cada repicado se evaluaron 3 frascos y
15 brotes. El nimero de clones estudiados fue de 38 en 1998, 226 en 1999
y 73 en 2000.

3.2.2.- Enraizamiento de los brotes regenerados

Una vez obtenida la cantidad de material suficiente para mantener los

cultivos se comenzo el enraizamiento de brotes.

3.2.2.1.- Medio de cultivo y contenedores:

El medio de enraizamiento utilizado (ME) se basa en el medio de
Murashige y Skoog (1962) modificado utilizando la sales a la mitad de su

e eermrs 2w GRACENTACIAN, Y. £OT0S - Ve Tegulpdor_de__crecimienta TRA . An. una eenceyv

M. La concentracién de sacarosa y de agar fueron las concentracion de 5|
 en el apartado 3.2.1.1 asi como también el pH. Los mismas que figurar
s fueron contenedores de polipropileno claro de 500 ml recipientes utilizadc
‘tapas del mismo material. - (Sigma P-4928) con
1es de la planta a enraizar y manipulacién del 3.2.2.2.- Condicios
material

e se hallaba en la fase de multiplicacion, se elegian los Entre el material qu
an los 2 cm. de longitud para pasar al medio de | brotes que superal:
A los brotes seleccionados se les quité el callo basal enraizamiento (ME;
0, asi como hojas y brotes presentes en la parte basal de que se habia formad
- preparado el brote, se introdujo aproximadamente 0,5 la plantula. Una vez
cultivo. Las condiciones de cultivo fueron las mismas cm en ¢l medio de

multiplicabién (ver apartado 3.2.1.2) que para la etapa de
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3.2.3.-Aclimatacion de plintulas

Las plantulas enraizadas in vitro fueron llevadas en sus contenedores al
invernadero donde se lavaron sus raices con agua, para eliminar los restos
de agar. Los brotes se ubicaron individualmente y cuidaddsamente para
evitar rotura de raices, en pequefias macetas de turba prensada (Jiffy-Pots),
identificando cada maceta con el numero de cruzamiento que provenia la
planta y fecha de transplante. Las macetas, que contenian una mezcla de
turba:vermiculita (1:1) suplementada con abono sélido de liberacion lenta
(Osmocote Mini; Sierra Chemical Europe, Heerlen, Holanda) en dosis de

1,25-1,50 Kg/m’, se colocaron en unas bandejas de pléstico perforadas.

Las bandejas se colocaron dentro de un tinel de plastico ubicado sobre una
bancada del invernadero climatizado. Cubriendo la bancada se dispuso una
esponja de lcm. de espesor que se humedecia, de forma que dentro del

tunel hubiese una alta humedad relativa (Figura 3.3y 3.4).

Diariamente se realizaba la apertura del tinel (Figura 3.4) y el tiempo de
apertura se aumentd progresivamente para lograr la aclimatacion de las
plantas (Marin, 2001).

El tiempo que las plantas permanecian bajo el tunel era de 6 a 8 semanas,
periodo en el cual se desarrollaba tanto la parte aérea como radicular.
Pasado ese tiempo, estaban en condiciones de pasar a un siguiente paso de

aclimatacion fuera del tinel.
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Figura 3.3. Plantas recién sacadas del vitro Figura 3.4. Apertura de tinel en

en tanel dentro del invernadero invernadero

Se efectud entonces el transplante de cada una de las plantas a macetas
plasticas individuales de 12 cm de didmetro por 15 cm de alto (1,5 litros de
capacidad), utilizando el mismo sustrato que el usadb en el tanel pero con
abono Osmocote plus en dosis de 2,5-3,5 kg/m’ (Figura 3.5 y 3.6). En esta

etapa se utilizo riego por exudacion.

Figura 3.5 Plantas en macetas dentro de Figura 3.6 Plantas en invernadero en

invernadero diferentes fases del crecimiento

Las plantas permanecieron en invernadero hasta alcanzar un tamafio de 30
cm. aproximadamente. Superado este periodo de aclimatacion las plantulas

pasaron a semillero.
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3.2.4.- Transplante a semillero

Posteriormente las plantas fueron sacadas a semillero a partir de mediados
de Mayo para evitar que las bajas temperaturas puedan afectarlas. Las
dimensiones del semillero eran de 20 m de largo x 1 m de ancho x 0.5m de
profundidad y contenian turba y arena como sustrato (1:1). El marco de
plantacion fue de 0,20 m x 0,20 m. En ellos se aplico riego por exudacion.,

Las plantas permanecieron en semillero hasta su traslado a campo.
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3.3.- Resultados

3.3.1.- Multiplicacion

La etapa de establecimiento del material en el medio de multiplicacion fue

superada exitosamente por la plantula germinada in vitro.

En las condiciones de cultivo establecidas las plantulas provenientes de la
germinacion de los embriones multiplicaron ir vitro. Los brotes producidos

se transfirieron a medio fresco de multiplicacién produciendo yemas

axilares en 4 a 6 semanas (Figuras 3.7 y 3.8).

¢

Figura 3.7 Material en etapa de

Figura 3.8 Detalle del material
multiplicacién en camara de cultivo multiplicando en cdmara con condiciones

controladas.

El numero de brotes obtenidos fue variable dependiendo del cruzamiento y
del afio, encontrandose uno a cinco brotes por brote inicial en los
cruzamientos de 1998 y 2000, y de uno a ocho en los cruzamientos de 1999
(Figuras 3.9,3.10y 3.11)
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Figura 3.11 Tasas medias de multiplicacién de los tres repicados de los clones

descendientes de los cruzamientos de 2000 entre Mirobolan y Moniqui

La eficiencia de multiplicacion del material mantenido in vitro fue variable
en los descendientes de los tres afios evaluados y entre todos los
cruzamientos. Las tasas medias de multiplicacién oscilaron entre 3,99
(Mirobolan 2 x Moniqui) del afio 1999 y 1,7 (Mirobolan 3 x Moniqui
Borde) del afio 2000 (Figura 3.12).
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Tasa de multiplicacion

. Figura 3.12 Efecto del tipo de cruzamiento en las tasas de multiplicacion

Cuando se analizo el promedio de las tasas de multiplicaciéon de los
cruzamientos efectuados en 1998 (Figura 3.13) se observ()'que las mismas
descienden a lo largo de los tres repicados estudiados con excepcion de
Mirobolan 3 x Moniqui. La misma tendencia descendente se presentd en el
afio 1999 y 2000 (Figuras 3.14 y 3.15), aunque en este Ultimo afio el
cruzamiento de Mirobolan 3 x Moniqui Borde presenta una tasa promedio

superior en el tercer repicado respecto al primero y segundo.

Las diferencias observadas en la tasa de multiplicacion no presentan una
relacion con el tipo de cruzamiento o de los clones obtenidos en los

distintos afios.
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Figura 3.13 Evolucion de la tasa de multiplicacion de los clones obtenidos de los

cruzamientos realizados en 1998
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Figura 3.14 Evolucion de la tasa de multiplicacion de los clones obtenidos de los

cruzamientos realizados en 1999
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Figura 3.15 Evolucion de la tasa de multiplicacion de los clones obtenidos de los

cruzamientos realizados en 2000
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Las contaminaciones externas, fundamentalmente provocadas por bacterias
y hongos, fueron esporadicas y su presencia no afect6 significativamente la

multiplicacion y la conservacion del material in vitro.

En los brotes cultivados in vitro se observd en su base la presencia de callo

que fue eliminada en cada repicado.

3.3.2.- Enraizamiento de brotes

La etapa de enraizamiento también se present6 exitosa. Con el medio de
cultivo ME se logro un enraizamiento sincronizado superior al 90% de los
brotes enraizados. |

A la semana de pasar la planta al medio de enraizamiento, ya se observaron
en la base del tallo primordios radiculares, que progresaron en su desarrollo
hasta la aparicion de raices de distintas caracteristicas (finas, cortas, largas,
gruesas, etc) (Figuras 3.16 y 3.17). Al cabo de 4 semanas en dicho medio
se obtuvieron raicés con tamafio suficiente (2-3 cm) para ser trasladadas a

condiciones de aclimatacién. Como media cada planta presentd entre 6y 8

raices.

Figura 3.16 Aparicion de raices en la base  Figura 3.17 Raices formadas en los brotes
del tallo a 1a semana de estar en contacto a los 30 dias de repicadas al medio ME
con el medio ME
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3.3.3.- Aclimatacién de los brotes transplantados

La aclimatacion en el tunel de plastico transparente dentro del invernadero
durante 6 a 8 semanas ha dado resultados positivos (Figura 3.18). Las
plantas desarrollaron bien y se obtuvieron altos porcentajes de
supervivencia cercanos al 90%. Posteriormente se mantuvieron en maceta

observandose diferencias en el crecimiento de los clones (Figura 3.19).

Figura 3.18 Plantulas en etapa de Figura 3.19 Etapa de mantenimiento de

ambientacion dentro del tlinel plantulas en invernadero

3.3.4.- Trasplante a suelo

Las plantas que median de 30 cm como minimo se pasaron del invernadero
al semillero en primavera-verano (Figura 3.20). Las condiciones de
semillero (Figura 3.21) favorecieron la fustiﬁc_acién de la planta

permitiendo su supervivencia al aire libre, que fue cercana al 90%.

Las plantas de semillero suministraron el material que se llevo a campo una

vez pasado el receso invernal para su adaptacion.
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Figura 3.20 Plantas en condiciones de ser Figura 3.21 Aspecto del Seﬁxiﬁéro a

transplantadas a semillero mediados de primavera

3.3.5. Cultivo in vitro ~ propagacion convencional

Con la utilizacion de la micropropagacion como técnica de cultivo in vitro,
se han logrado resultados altamente satisfactorios, ya que se ha acelerado
notablemente la multiplicacién de los nuevos clones y han podido
mantenerse en un espacio reducido gran cantidad de plantas obtenidas de
los diferentes cruzamientos, mostrando ventajas frente a las técnicas

convencionales.

En el siguiente cuadro comparativo se resumen los resultados obtenidos
aplicando la germinacion in vitro y micropropagacion frente al método
convencional de propagacion de semilla (Herrero1978).En el mes de
noviembre del mismo afio en que se realizaron los cruzamientos, es decir 6
meses después que se realiz6 la siembra in vitro de los embriones, se

consiguieron brotes adecuados para su multiplicacion.
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METODO
CONVENCIONAL Meses CULTIVO IN VITRO
Cruzamientos Marzo Cruzamientos
Mavo - Rescate de embriones
Y Principio de estratificacion
Maduracion fruto Julio
Principio de estratificacion | Septiembre
Octubre Final de Es_trat1f1cacmn
Germinacion
Noviembre Micropropagacion
Final de estratificacion Diciembre
Germinacion Enero
Febrero Enraizamiento
Siembra Marzo Aclimatacién invernadero
Mayo Plantas al exterior
Transplante a campo Enero
PLANTA A '
MULTIPLICAR PLANTA A EVALUAR
) - Rescate de embriones
- Solamente semillas
) abortados
viables.
- Numerosos clones por
- Una sola planta por S
genotipo. ) szir.me;lto i
- Necesidad de multiplicar ) Dlspomb}, idad para la
- seleccion precoz.
para la seleccion.

En febrero comenzd el enraizamiento de los brotes, y un mes después la
aclimatacion en invernadero, para luego ser transplantadas cuando alcanzan
mayor tamafio, a un semillero en el exterior donde contin{;arén su
crecimiento. Con el método convencional no se podria utilizar la semilla
hasta la maduracién del fruto, en julio. Luego debe someterse a la semilla a
condiciones de humedad y bajas temperaturas en oscuridad hasta el mes de
enero, para que se produzca su germinacion y transplantar las plantulas a
maceta en marzo y a vivero en enero del siguiente afio. Es decir que se
obtendria una sola planta por clon al cabo de 20 meses. Utilizando las
técnicas de cultivo in vitro, en cambio, en 15 meses se obtuvieron tantas
plantas como sean necesarias, ya adaptadas para pasar a campo ¥y

disponibles para estudios posteriores de seleccion de material.
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Por otra parte en los cruzamientos interespecificos los embriones pueden
abortar y en ese caso la cantidad de embriones que llegan viables en el
momento de maduracion del fruto es muy baja. Pero mediante la aplicacion
de técnicas de cultivo in vifro se ha podido rescatar embriones para su
germinacién permitiendo la obtencién de mayor cantidad de plantas.
Ademas la planta se encontraba introducida in vitro lo que permitiria

aplicar sistemas de seleccion precoz.
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3.4.- Discusion

Los resultados indican que la aplicacion del sistema de multiplicacion in
vitro permitié la obtencién y mantenimiento de una gran cantidad de
material vegetal en tiempo reducido, que pudo ser utilizado posteriormente

con distintos fines.

El establecimiento de la plantula germinada in vitro en el medio de
multiplicacion resulté exitoso lo cual es un pre-requisito para una

multiplicacién masiva (Murashige, 1974).

Al evaluar el potencial de multiplicacion de cada cruzamiento a través de la
tasa de multiplicacion se comprobd que existia variabilidad entre fepicados
y entre los distintos cruzamientos, para un afio determinado. La existencia
de variabilidad en la capacidad de los distintos clones para micropropagar
(Hartmann et al., 1990) quedd evidenciada en las tasas medias de
multiplicacion de nuestros cruzamientos. Cada clon ademas provenia de un
cruzamiento 'y por lo tanto era genéticamente diferente y
consecuentemente, cada clon tuvo tasas propias de multiplicacion que
ademas variaron en funcién del afio considerado. Las tasas medlas de
multlpllcacmn que oscilaron entre 1,7 y 3,99 dependiendo del cruzamiento
y del afio, estan comprendidas dentro de los valores en que habitualmente
se encuentran las tasas en la micropropagacion de especies de Prunus

(Dradi et al., 1996; Radice et al., 1999; Muna, 1999).

En general las plantas lefiosas presentan mayores dificultades para
multiplicar que las herbaceas (Hartmann ef al., 1990), pero en este caso la
Juvenilidad del material utilizado ha permitido llevar a cabo su

‘multiplicacién exitosamente.
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‘Diversos autores han estudiado el enraizamiento in vitro del género Prunus
tanto en lo que se refiere a la influencia del medio de cultivo (Arena, et
~al.,1994; Ozzambak, et al., 1997), del contenedor (Dimassi-Theriou, 1995) o
de la presencia de etileno (Marino y Ventura, 1997). En nuestras condiciones
de cultivo, el enraizamiento se ha producido. sin dificultades y se han
obtenido altos porcentajes. Hammerschlag (1982) trabajando con Mirobolén
como portainjerto establecio que la luz inhibia la formacion de raices in
vitro; pero en nuestras condiciones, es decir con presencia de luz en la
camara, el enraizamiento se ha prodljcido sin dificultades en nuestros

materiales.

Las altos porcentajes dé supervivencia de las plantas en condiciones de
invernadero se debieron a que se efectud una adaptacion a las condiciones
exteriores en forma progresiva mediante breves exposiciones diarias a
humedad relativa baja que se aumentaban progresivamente (Marin y Gella,
1987; Marin, 2001). Teniendo en cuenta que las plantas desarrolladas in
‘vitro presentan caracteristicas particulares en las hojas relacionadas con el
funcionamiento de los estomas y una cuticula muy poco desarrollada por
encontrarse en condiciones de alta humedad relativa (Marin ef al., 1988b;
Sutter, 1988), y .debido también a que dichas plantas funcionan como
heterétrofas, es frecuente que durante la aclimatacion, donde deben
comenzar a comportarse como autotrofas, existan elevados porcentajes de
mortandad provocados por la falta de adaptacion a las nuevas condiciones
ambientales y nutricionales. La exposicion a baja humedad relativa durante
breves espacios de tiempo permite la progresiva modificacidn estructural y
funcional de las plantas y su aclimatacion (Marin y Gella, 1987, Marin et
al., 1988a; Marin,'ZOOI). El ambiente humedo del thnel y la expos~icién
diaria a condiciones de menor humedad relativa contribuyeron a lograr las

adaptaciones fisiologicas y anatomicas necesarias para el funcionamiento
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autotrofo, limitando la pérdida de agua y amortiguando los cambios que se
produjeron en el pasaje de las plantas de las condiciones de in vitro a in

vivo, lo cual ha permitido lograr altos porcentajes de supervivencia. (90%)

‘Con las técnicas de cultivo in vitro aplicadas, ademds del rescate de
embriones inmaduros, se acelero notablemente la multiplicacién de nuevos
clones. Con el método tradicional (Herrero, 1978), utilizando los mismos
parentales y realizando los cruzamientos en la misma época, se obtendria al
cabo de 20 meses una sola planta en campo por clon, que se tiene que
multiplicar vegetativamente para obtener maybr cantidad de material y asi
poder realizar su evaluacién. En cambio con el uso de estas técnicas in
vifro, en 15 meses se obtuvo una importante cantidad de plantas ya

adaptadas, plantadas en el exterior y disponibles para futuras evaluaciones.

El desarrollo de un protocolo de trabajo, que ha incluido multiplicacion y
enraizamiento in vitro asi como la aclimatacién de las plantulas obtenidas,
permiti6 lograr en un afio tantas plantas de cada clon como desearamos,
ademas de tener lineas de cultivo in vitro de todos los clones obtenidos que

permiten la aplicacion de métodos de seleccion precoz.
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4.1.- Introduccion

4.1.1.- Caracterizacion molecular

A la mejora clasica vegetal se han sumado las técnicas de biologia molecular
mediante las cuales se disminuye la complejidad que implica una seleccion
basada exclusivamente en el fenotipo y, ademas, se amplia el rango de

variabilidad seleccionable.

El uso de marcadores genéticos o marcadores de ADN, por su relacion a un
caracter de interés agronomico, permite al mejoradof seleccionar el marcador
en lugar de seleccionar directamente el caracter y esto ha dado lugar a lo que
se conoce como .seleccion asistida por marcadores moleculares: MAS
(“Marker Assisted Selection™) (Arus, 1993; Hormaza, 1996). Este tipo de
seleccion se ha transformado en una herramienta eficaz que permite agilizar
los métodos selectivos y, consecuentemente, acortar y rentabilizar los
programas de mejora. Estas ventajas son valoradas ain mds en las especies
frutales, donde su largo periodo de juvenilidad y entrada en producciéon
demoran la obtencion de resultados haciendo que los procesos de mejora sean
largos y costosos. En las especies herbaceas, en cambio, dadas sus
caracteristicas, existe gran cantidad de informacion genética acumulada. Sin
embargo los trabajos moleculares realizados en estas especies no son
directamente aplicables a especies frutales, fundamentalmente porque los
métodos de mejora utilizados en frutales, que en general se reproducen

clonalmente, difieren de los aplicados en especies herbaceas (Hormaza,

1996).

Los marcadores son ‘caracteres’ que se utilizan para obtener informacién
genética y cuya segregacion puede observarse a nivel morfologico (color de
flores), bioquimico (isoenzimas) o de dacidos nucleicos (marcadores de

ADN). Para que un marcador sea util debe ser polimorfico es decir deben
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existir formas alternativas del marcador entre los diferentes individuos y que
ademas sean detectables en la progenie resultante del cruzamiento. Los
marcadores de ADN “pueden marcar o sefialar un locus que controle I
diferencia fenotipica y / o marcar otro locus proximo que controle algur

caracter de interés” (Nuez y Carrillo, 2000)
4.1.1.1.-Tipos de marcadores moleculares:

Los marcadores isoenzimaticos fueron los primeros marcadores moleculare:
usados en mejora de plantas.(Tanksley y Orton, 1983). Este tipo de marcado:
basado en polimorfismos de proteinas, ha ido reduciendo progresivamente st
utilizacion debido al bajo numero de sistemas de isoenzimas disponible 3
consecuentemente el bajo nivel de polimorfismo obtenido. La influencia que
provocan los factores ambientales en su uso ha hecho que sean reemplazado:
o complementados en la actualidad por marcadores de ADN de mayo:
disponibilidad, que no son afectados por factores ambientales y que permiter
detectar un mayor grado de polimorfismo. Actualmente los marcadores de

ADN mas usados son RFLPs, RAPDs y SSRs o microsatélites:

* ‘Restriction Fragment Length Ploymorphisms’ (RFLPs): Se basa en I
hidrolisis de ADN mediante enzimas de restriccion, para luegc
establecer una comparacién de perfiles de ADN obtenidos comc
consecuencia de la hidrolisis (Nuez y Carrillo, 2000). Los
polimorfismos en el tamafio de los fragmentos que se originan comc
consecuencia de la accion de las enzimas de restriccion, pueder
utilizarse como medida de la variabilidad genética (Hormaza, 1996)
Esta técnica fue muy utilizada entre los afios 80 y 90 por su precision
pero su principal limitante es la complejidad de su aplicacién ya que

las variaciones en-la longitud de los fragmentos de ADN se observar
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mediante la hibridacion con sondas de ADN, marcadas o no

radioactivamente.

‘Randomly Amplified Polymorphic ADN’- (RAPDs): Determinados
fragmentos de DNA se amplifican mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (‘Polymerase Chain Reaction” o PCR). Las enzimas en
este caso no hidrolizan sino que a partir de un fragmento de ADN
preexistente, que actiia como cebador, producen la sintesis de un nuevo
ADN. Generalmente los cebadores utilizados son de 10 nucle6tidos de
longitud, de secuencia aleatoria y que se unen al genoma en lugares
donde existen secuencias complementarias. De esta forma, si el
_objetivo es amplificar una determinada secuencia del genoma, se
utilizan cebadores complementarios a esa secuencia, la enzima (ADN
polimerasa) extiende la nueva cadena de ADN a partir de esos
cebadores, amplificandose el fragmento de interés.

Este tipo de marcador no requiere el uso de radioactividad, ni de
sondas, trasferencias a membranas o hibridizaciones (Williams et al.,
1990 y 1993) y estas son sus principales ventajas respecto a los RFLPs.
Las secuencias se amplifican de tal manera que es suficiente una
pequefia cantidad de ADN y no necesariamente ha de ser de alta
calidad. Entre sus ventajas también se destaca la facilidad y rapidez de
realizacion, que no es necesario conocer previamente la secuencia del

ADN y que se obtiene un alto grado de polimorfismo.

La técnica también posee limitaciones ya que es posible que las
~muestras se contaminen con otro ADN antes de la reaccion de PCR,
amplificandose en este caso ADN extrafio que alteraria los resultados.
Los fragmentos de amplificacion que parecen de tamafio similar'y que
mi.grah en el gel de electroforesis a la misma velocidad, pueden

considerarse productos de amplificacion homoélogos cuando en
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realidad no lo son; especialmente cuando se comparan individuos
genéticamente distantes. Ademas, el proceso de amplificacion ocurre a
azar, por lo tanto, no siempre los resultados pueden reproducirse,

encontrandose diferencias en los resultados de distintos laboratorios.

‘Amplified Fragment Length Polymorphisms’ (AFLPs) (Vos et al.,
1995): Esta técnica combina los. RFLPs con PCR. Consiste en unz
amplificacion selectiva por PCR de fragmentos especificos de ADN
que se ha digerido con enzimas de restriccion. Se obtiene un altc
nimero de bandas, marcando claramente los polimorfismos existentes.
El anélisis de los resultados, sin embargo es mas complejo que el de

otro tipo de marcadores.

Microsatélites o SSRs (Litt y Luty, 1989): Permite identificar
secuencias repetitivas dispersas en el ADN genomico de la mayoria de
los organismos eucariotas. Las diferencias se observan en el nimero de

repeticiones entre individuos distintos.

Segln la cantidad de nucle6tidos que se repiten en tandem se clasifican
en minisatélites (unidades de 9—65 pares de bases) y microsatélites
(unidadesde 1-10 pares de bases). La limitante de estos marcadores
esta en su propio desarrollo, por lo que se ha generado una
modificacion denominada Selective Amplified Microsatellites (SAM)
que consiste en amplificar secuencias que contienen microsatélites

utilizando la técnica de PCR.
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4.1.2.-Ventajas de los marcadores moleculares frente a los

convencionales

> Los marcadores convencionales deben corresponderse con genes
detectables en el fenotipo, esto hace que su niimero sea bajo. La gran
variacién existente tanto en regiories codificantes como en las no
codificantes de las secuencias de ADN, permite disponer, en cambio, de

un gran numero de marcadores moleculares.

» Los marcadores moleculares al no ser dependientes de la expresion
génica, no presentan el inconveniente de que se expresen solamente en
algunos tejidos de la planta, o bajo determinadas condiciones ambientales,
o en determinados estados de desarrollo, como ocurre con los marcadores

convencionales y con los isoenzimaticos.

» Los marcadores convencionales pueden ser destructivos para la planta
a diferencia de los moleculares, que por requerir pequefias cantidades de

ADN para realizar las caracterizaciones, son inocuos para la planta.

Sin embargo deben sefialarse algunas desventajas en su uso relacionadas con
el hecho que el marcador molecular no es directamente el caracter de interés
y consecuentemente el ligamento entre el caracter a seleccionar y el marcador
puede romperse por recombinacion o mutacién.

En lo que respecta a su complejidad técnica, esta limitante estad siendo
superada paulatinamente, lo cual permite su progresiva aplicacion en los
programas de mejora, como una herramienta muy util para seleccionar un
determinado cardcter en las fases tempranas del desarrollo de un érbol frutal,
complementando el wuso de técnicas convencionales empleadas
tradicionalmeﬁté para aquellos caracteres que solo pueden observarse

fenotipicamente.
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4.1.3.-Aplicacion de los marcadores en la mejora genética de frutales

Si bien, como ya se expuso, la utilizacién de marcadores moleculares er
especies frutales es reciente, aunque se han producido avances importantes er
su aplicacion en los tltimos afios.

Las isoenzimas aparecen como los primeros marcadores utilizados, y har
sido extensamente aplicados en especies frutales (Torres, 1990). Su uso se he
reducido progresivamente dejando lugar a otros métodos de identificacion

molecular.

Entre los frutales de pepita (géneros Malus, Pyrus y Cydonia) la mayoria de
los trabajos se ha realizado en el género Malus (Wiinsch y Hormaza, 2002a).
En la caracterizacion moleciilar se han utilizado distintas técnicas y con
distintos objetivos, tal es el caso de la identificacion de patrones y variedades
de manzano mediante el uso de isoenzimas (Janick et al., 1996), o la
deteccion de variaciones entre cultivares y clones de manzano (Malus x
domestica Borkh) aplicando RFLPs (Watillon ef al., 1991). Los RAPDs se
han utilizado para la identificacion y diferenciacién de cultivares en manzano
(Koller et al., 1993; Mulcahy ef al., 1993; Tancred et al., 1994), para analizar
similitudes genéticas entre cultivares y entre diferentes especies de Malus
(Duneman, 1994), y para relacionar diferentes lineas y patrones de manzano
(Landry et al., 1994). En lo que respecta a microsatélites, a partir de una
genoteca del cultivar de manzano ‘Royal Gala’ se han obtenido secuencias de
cebadores (‘primers’) de microsaélites (Guilford ef al., 1997), y a partir de
otra genoteca del cultivar ‘Florina’ se han desarrollado 60 cebaderes de
microsatélites (Gianfranceschi e al,. 1998) que se usaron en la identificacién
de cultivares de manzano. Hokanéon 1998 y 2001, utiliz6 microsatélites
desarrollados en el cultivar ‘Golden Delicious’ para determinar la diversidad

genética en diferentes manzanos con genotipos estrechamente relacionados.
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La caracterizacion molecular en peral ha sido més reciente que en manzano.
Mediante el uso de RAPDs, se han identificado y calculado las relaciones
genéticas entre distintas especies y cultivares (Oliveira et al., 1999; Teng et

al., 2001).

En.lo que respecta al género Prunus, sus especies muestran en general un alto
nivel de polimorfismo con excepcién del melocotonero que presenta un bajo
grado de polimorfismo, particularmente en los cultivares comércialés- que
comparten ancestros comunes en su ‘pedigree’. Esto hace dificultosa su
caracterizacion morfologica e isoenzimdtica (Scorza y Sherman, 1996). Esta
limitante se ve superada por la aplicacion de las técnicas basadés en el uso de
marcadores moleculares que facilitan la caracterizacion del germoplasma. En
la distincion de cultivares de melocotonero se han utilizado fragmentos de
RFLPs (Rajapakse et al., 1995). Adem.és la diversidad genética y la relacion
entre cultivares de distinto origen geografico se ha estimado aplicando
‘RAPDs (Warburton y Bliss, 1996). Respecto a los microsatélites se han
secuenciado y clonado pares de cebadores de microsatélites de melocotonero
(Cipriani et al., 1999; Sosinski, et al., 2000; Testolin ef al., 2000; Aranzana et
al., 2002; Dirlewanger ef al., 2002), de los cuales muchos de ellos han sido
polimérficos permitiendo identificar distintos genotipos. En otras especies
del género Prunus se han empleado también los marcadores moleculareé. Tal
es el caso de Prunus amygdalus donde la aplicacion de RAPDs ha permitido
estudiar las relaciones genéticas y los posibles origenes de variedades de
almendro en California (Bartolozzi et al., 1998), asi como caracterizar y
estudiar las relaciones genéticas, distinguiendo cultivares de ciruelo (Prunus
doméstica L.) de distinto origen geografico y permitiendo distinguir
claramente los genotipos diploides de los hexaploides (Ortiz et al., 1997).
Mediante 20 marcadores de RAPD se han podido discriminar cultivares de
ciruelo en dos grupos principales (europeo y japonés) que se correlacionaron

perfectamente con las clasificaciones realizadas previamente (Shimada et al.,
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1999). Los RAPDs han permitido también diferenciar cultivares de Prunu:
avium (Gerlach y St6sser, 1997), asi como estudiar la diversidad genética de
diferentes especies e hibridos interespecificos en portainjertos de Prunus
(Casas et al., 1999). Con RAPDs se han establecido relaciones genéticés
entre albaricoquero (Prunus armeniaca) y dos especies relacionadas (P
sibirica L y P. brigantina Vill.) (Takeda et al., 1998). También er
albaricoquero se utilizaron los RFLPs para identificar cultivares y construi
un dendrograma que permitié separar los cultivares de albaricoquerc
éspaﬁoles de aquellos provenientes de Europa y América del Norte (Vicente
et al., 1998). Los AFLPs han sido utilizados para examinar la diversidac
genética de albaricoquero en programas de mejora con el objetivo de¢

introducir resistencia al virus de la sharka (Plum pox virus) (Hurtado e al.

2002).

Si bien los RAPDs ha sido la técnica mas empleada en Prunus en lc
identificacion genética, también los SSRs se han aplicado exitosamente en e
género. Los pares de cebadores de microsatélites desarrollados por Ciprian
et al. (1999) en melocotonero se han utilizado en otras especies de Prunus
Se aplicaron exitosamente en la caracterizacion molecular de genotipos
relacionados de albaricbquero (Hormaza, 2002), la caracterizacion de
genotipos de cerezo dulce (Wiinsch y Hormaza, 2002b) y en la identificaciér
de distintas especies e hibridos interespecificos empleados como patrone:
(Serrano et al., 2002). En Prunus serotina, la amplificacién de estos pares de
cebadores desarrollados en melocotonero ha permitido la caracterizacion de

materiales (Downey e Iezzoni, 2000)

4.1.4.- Identificacién de paternidad mediante marcadores moleculares

Existen distintos ejemplos en la caracterizacion de hibridos a través de

técnicas moleculares y en distintas especies. La eficiencia de la hibridacior
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interespecifica en el género Helianthus, fue evaluada aplicando RFLP en la
caracterizacion de los hibridos (Kriuter, ef al., 1991), esta misma técnica se
utilizé en la caracterizacion de hibridos en cruzamientos interespecificos en
el género Pelargonium (Denis-Peixoto et al., 1997) asi como para la
identificacion parental en el género Eucalyptus (Delaporte et al., 2001). En
un cultivar de Pfunus x domestica fecundado con su propio polen o bien
polen de otros cultivares puede determinarse la paternidad en la progenie
mediante el uso de RAPDs (Heinkel, 1998). Los microsatélites han sido
utilizados en identificacién de paternidad en especies como Quercus

macrocarpa (Dow y Ashley, 1998)

4.1.5. Caracterizacion morfologica

Las combinaciones genéticas a las que se orienta la mejora vegetal suponen
crear una variacion y consecuentemente una complejidad, pero también una
respuesta a una necesidad y un avance en lo referido a produccion y
rentabilidad. Los caracteres con interés agronomico muestran una variacion
fenotipica que el mejorador utiliza seleccionando los mejores individuos
entre una progenie resultante de cruzamientos sexuales dirigidos. Esta
seleccion es el método de la mejora clasica y se realiza teniendo en cuenta las
caracteristicas fenotipicas de los individuos por ser el fenotipo el resultado de
la interaccidn entre la dotacion genética y el ambiente. Indudablemente, la
separacion de lds efectos genéticos de los ambientales es dificultoso por lo
cual este tipo de discriminacion suele ser tedioso y costoso para la mayoria
de los caracteres. Los marcadores morfolégicos han sido utilizados en
citricos para la identificacion de hibridos derivados de cultivares donde los
genotipos usados como parentales masculinos presentaban un cardcter
‘dominante (Oliveira ef al., 2002). El caracter dominante de hoja trilobada del
cultivar Poncirus trifoliata (L.) Raf. es usado como marcador en hibridos

entre esta especie y otros Citrus (Cooper, et al 1962). Se han utilizado
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asimismo para la seleccion. en un programa de mejora de almendro (Bernarc

y Socias i Company, 1994; Ledbetter, 1996) :

Los caracteres morfologicos se utilizan para la identificacion varietal segilr
unos criterios fijados y acordados en el ambito internacional que sor
establecidos en forma de cuestionarios. La seleccién de caracteres para l¢
realizacion de una caracterizacion morfolégica puede hacerse segin la
directrices de la Uni6n Internacional para la Proteccion de las Obtencione:
Vegetales (UPOV, 2002). Las caracteristicas que se utilizan en estos
cuestionarios UPOV deben reunir: a) que sean el resultado de un genotipc
dado o combinacion de genotipos; b) que sean suficientemente consistentes )
repetibles en un ambiente concreto; c) que exhiba suficiente variacidn entre .v
variedades para ser capaz de establecer distincion; d) que sea capaz de une
definicién precisa y que sea reconocible; €) que permita cumplir los
requerimientos de uniformidad; 1) que permita cumplir los requerimientos de
estabilidad, produciendo resultados rehetibles y consistentes después de una

propagacion repetida.

Las caracteristicas pueden expresar diferentes tipos de expresion (UPOV,
2002): 1) cualitativas, que son aquellas que: a) se expresan de manera
discontinua en estados qué son autoexplicativos y con significado
independiente; b) todos los estados son necesarios para describir el rango
completo de las caracteristicas, y cada forma de expresion puede describirse
por un estado individual; c) el orden de los estados no es importante; y d) las
caracteristicas no estan influenciadas por el ambiente; 2) Cuantitativas, donde
la expresién cubre el rango completo de variacién, de un extremo a otro. La
expresion puede ser registrada en una escala lineal, continua o discreta. El
rango de expresion es dividido en un niimero de estados con el propdsito de
la descripcién. La division busca proporcionar una distribucién uniforme a

través de la escala. Los cuestionarios-guias no identifican la diferencia
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necesaria para la distincidén. Los estados de expresion deben, sin embargo,
tener significado para la valoracion; 3) Caracteristicas pseudo-cualitativas,
donde el rango de expresion es, al menos, parcialmente continua, pero varia
en mas de una dimension y no pueda ser descrita adecuadamente definiendo

dos extremos de un rango.

Con el objeto de comprobar la identidad genética y detectar los “escapes” por
polinizaciones accidentales que pudieron ocurrir durante el proceso de
polinizacion dirigida se evaluaron molecularmente mediante microsatélites,
las plantulas obtenidas por cruzamientos intere_spéciﬁcos entre el ciruelo
Miroboléan y la variedad de albaricoquero Moniqui. Por otra parte se realiz6
una caracterizacion morfologica de los hibridos tratando de encontrar un

caracter morfoldgico sencillo para poder distinguirlos.
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4.2.- Materiales y Métodos

4.2.1.- Caracterizacion del ADN de las plantas obtenidas por

cruzamientos interespecificos utilizando marcadores moleculares

El trabajo se realizé en el Departamento de Frutiéultura del Servicio de
Investigacion Agraria (SIA) de Zaragoza, con el asesoramiento del Dr. J
Ignacio Hormaza y la supervision de la Dra Ana Wiinsch. En este laboratoric
se habian puesto a punto las técnicas basadas en los marcadores “Simple
Sequence Repeats™ (SSRs) para diversos frutales de hueso (Hormaza, 2002;

Serrano, et al., 2002; Wiinsch y Hormaza 2002a.).

En una primera etapa se efectué la caracterizacion molecular de los
parentales utilizados en los cruzamientos, es decir 3 clones de Mifobolém y '2
de Moniqui, empleando 8 pares de cebadores de microsatélites desarrollados
en melocoton (Tabla 4.1) y que previamente fueron utilizados exitosamente
para la caracterizacion molecular de genotipos de albaricoquero (Hormaza,

2002) y para la caracterizacion molecular de distintos portainjertos de Prunus

en donde se incluy6 el Mirobolan (Serrano et al, 2002).

Tabla 4.1 Lista de microsatélites utilizados en este estudio que produjeron patrones de

polimorfismo repetibles entre cultivares de albicoquero y portainjertos de Prunus.

Marcador Secuencia Referenci.a
pchgms2 F: GTC AAT GAG TTC AGT GTC TAC ACT C | Sosinski et al.2000
R: AAT CAT AAC ATC ATT CAG CCA CTG C | TAG 101:421-428
UDP96-003 F: TTG CTC AAA AGT GTCGTT GC Cipriani et al. 1999.
R: ACA CGT AGT GCA ACA CTG GC TAG 99: 65-72
UDP96-005 F: GTA ACG CTC GCT ACC ACA AA Cipriani et al. 1999.
R: CCT GCA TAT CACCACCCA G TAG 99: 65-72
UDP96-008 1 F: TTG TAC ACA CCC TCA GCC TG Cipriani et al. 1999.
R: TGC TGA GGT TCA GGT GAG TG TAG 99: 65-72
UDP96-018 F: TTC TAA TCT GGG CTA TGG CG Cipriani et al. 1999.
R: GAA GTT CAC ATT TAC GAC AGG G TAG 99: 65-72
UDP98-405 F: ACG TGA TGA ACT GAC ACC CA Cipriani et al. 1999.
R: GAG TCT TTG CTC TGC CAT CC TAG 99: 65-72
UDP98-406 F: TCG GAA ACT GGT AGT ATG AAC AGA Cipriani et al. 1999.
R: ATG GGT CGT ATG CAC AGT CA TAG 99: 65-72
UDP98-409 F: GCT GAT GGG TTT TAT GGT TTT C Cipriani et al. 1999.
R: CGG ACT CTT ATC CTC TAT CAA CA TAG 99: 65-72
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Aquellos marcadores que presentaron un patron de polimorfismo repetible
entre los genotipos parentales fueron seleccionados para caracterizar los

clones resultantes de los cruzamientos interespecificos. Los seleccionados

fueron pchgms2, UDP96-003 y UDP96-008.

Se caracterizaron los 5 genotipos parentales (3 Mirobolanes y 2 Moniqui)
mantenidos en las colecciones de la Estacion Experimental de Aula Dei y en
el Servicio de Investigacion Agroalimentaria-DGA y 35 clones provenientes
de los cruzamientos interespecificos mantenidos en invernadero. Las

muestras del material vegetal se prepararon segun el siguiente protocolo:
v" Extraccién de ADN gendmico:

Se emplearon aproximadamente 50 mg de hojas jovenes para cada una de las
muestras que se colocaron en tubos Eppendorf de 1,5 ml. Este material se
triturd junto con 20 pl del tampon de extraccion [100ml de Tris-Hel; NaCl
(1,4M); EDTA (20 mM), CTAB (2%); PVP(1%); B-mercaptoétanol (0,2%);
NaHSO3 (0,1%)]. Después de su incubacion a 65°C durante 20-25 minutos se
afladié un volumen igual de una mezcla de alcohol isoamilico-cloroformo
(24:1) y se centrifugaron a 10.000 g durante 15 minutos.

La fase acuosa superior conteniendo el ADN y ARN se recuperd y mezcld
con 240 pl de isopropanol frio mezclando suavemente. La centrifugacion a
13.000 g durante 5 minutos permitié la precipitacion del acido nucleico.
Después del lavado con 800 pl de acetato de amonio (10nM) en etanol (76%)
durante 1 hora, se dej6 secar durante toda la noche a temperatura ambiente.
Por ultimo, se resuspendi6 en 200 pl del tampon MTE modificado [Tris-HCI
(100mM); EDTA (0,1 mM); pH=8)].
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El ADN extraido se cuémtiﬁcc’) espectrofotométricamente (GeneQuant 11,
- Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ), se diluyé a 10 ng/pl con el tampén
MTE modificado.

v" Amplificacién del ADN

El ADN extraido fue amplificado mediante reacciones de PCR (Reaccién en

Cadena de la Polimerasa) que se realizaron con volimenes de 20 pl

conteniendo 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4); 50 mM de KCI; 4 mM de MgCl,;

0,1 mM de cada ANTP; 0,2 uM de cada cebador, 0,45 unidades de T aq

Polymerasa (Life Technologies, Rockville, Md. USA), 40 ng de ADN

gendmico y una gota de aceite mineral que cubria todo lo anterior.

La amplificaciéon se llevé a cabo eﬁ un termociclador PTC-100 (MIJ-

Research, Watertown, Mass.), utilizando un programa que consistié en un

- ciclo de 2 minutos a 94°C seguido de 35 ciclos de 45 segundos a 92° C, 1

minuto a 55°C, y 2 minutos a 72°C y un paso final de 5 minutos a 72°C. Las -

muestras amplificadas se almacenaron a 4°C hasta realizar la electroforesis.
v Electroforesis en geles de agarosa

Los fragmentos de ADN amplificados fueron separados por electroforesis
usando un gel de agarosa Metaphor al 3% (FMC Bioproducts) en tampén 1 x
TBE a 5V/em tefiido con bromuro de etidio y visualizado bajo luz
ultravioleta con un sistema de anélisis de imagenes (GelDoc, BioRad,

Hercules, Calif.).

La evaluacion de los fragmentos de amplificacion (bandas) se realizo
tomando como referencia una escalera estandar de 10 pares de bases (Life
Technologies, Rockville; MD). Los polimorfismos se confirmaron realizando

dos repeticiones.
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Los fragmentos amplificados de la descendencia se compararon con la de los

parentales para determinar su caracter hibrido

4.2.2.- Caracterizacion morfologica

A los efectos de establecer un marcador morfolégico sencillo capaz de
diferenciar los clones hibridos de los no hibridos se realizaron comparaciones
entre las plantas utilizadas como parentales y los clones descendientes que
resultaron hibridos y no hibridos en el analisis del ADN. Se llev6 a cabo la
caracterizacion morfoldgica de las plantas segun las directrices descritas por
la Unién Internacional para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales
(UPQV, 2002a) y los cuestionarios para albaficoquero (UPOV, 1979) y para
portainjertos de Prunus (UPOV, 2002b), considerando los caracteres mas
relevantes referidos a hoja. Esta caracterizacion se realiz6 en la primavera de
2003, tomando 10 hojas de cada uno de los parentales y de los clones
hibridos. Ademds se realizaron comparaciones visuales de las flores (en
aquellos clones hibridos que ﬂorecierori), de los frutos y de las ramas entre

los parentales y la descendencia.

Los descriptores UPOV caracterizados se resumen en la Tabla 4.2:



Tabla 4.2. Caracteres de hoja, peciolo y nectarios evaluados mediante descriptores UPOV

Identificacion de los clones

CARACTERES DE HOJA

CARACTERES DEL PECIOLO

Relacion longitud/anchura Longitud

Tamafio Grosor

Longitud ‘| Pubescencia de la cara superior

Anchura Intensidad de la pilosidad

Forma Coloracidn antocianica de la cara superior

Coloracidén antocianica de la cara inferior
Profundidad del canal

Relacion long peciolo/long limbo
Color cara superior

Brillo cara superior

Forma de la base

Forma del apice

Longitud del apice

Angulo del apice

Pilosidad en cara inferior
Intensidad de pigmentacion
Incisiones del borde de la hoja
Presencia de estipulas

CARACTERES DE NECTARIOS

Presencia de nectarios
Tamafio de nectarios
Color de nectarios
Forma de nectarios

Los clones caracterizados con estos descriptores fueron:

PARENTALES CLONES DE LA DESCENDENCIA
Moniqui Clones hibridos:1.1, 1.2, 1.3, 1.5, 21.2,
oniq i 21.3,21.4,21.5,21.6,22.1,22.3,22.5,
Mirobolanl
- . 2213
Mirobolan 2 e
. . - Clones no hibridos:1.8
Mirobolan 3
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4.3.-Resultados

4.3.1.- Estudio molecular del ADN utilizando microsatélites (SSRs)

En la primera fase del estudio se utilizaron 8 microsatélites para evaluar los
materiales ‘empleados como parentales (Mirobolan y Moniqui). Se
seleccionaron 3 de ellos que desarrollaron fragmentos polimoérficos en los

genotipos empleados como parentales (Tabla 4.3).

Tabla 4.3 Lista de microsatélites utilizados en el estudio de los individuos descendientes
de los cruzamientos. La columna de tamafio amplificado representa el rango de tamafio de
los fragmentos obtenidos con los parentales.

Tamaiio amplificado Tamaiio amplificado
Locus ‘ -
para genotipo materno | Para genotipo paterno
pchgms2 130/160 150/180
UDP96-003 80 110
UDP96-008 130 150

Posteriormente se procedid a la ampliﬁéacién de los descendientes con los
tres cebadores seleccionados (pchgms2, UDP96-003 y UDP96-008). Los
fragmentos amplificados se registraron como presentes o ausentes. Los datos

obtenidos se encuentran en el Tabla 4. 4.

En la figura 4.1 se observa la amplificacién de los genotipos materno y
paterno con 4 de los 8 microsatélites utilizados. La figura 4. 2 permite
observar un ejemplo de amplificacion.con uno de los tres microsatélites

utilizados (pchgms2) en la descendencia.

Los datos obtenidos indican que de los 35 genotipos evaluados en su
paternidad 13 presentan fragmentos del padre y de la madre, mientras que los

restantes presentan un patron de amplificacion similar al parental femenino.
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Tabla 4.4 Amplificacion de los distintos fragmentos polimoérficos considerados en el
estudio en los genotipos utilizados como parentales y en los genotipos de los
descendientes. :

(+) indica presencia del respectivo fragmento de amplificacion. (-) indica ausencia de
dicho fragmento. -
Los genotipos hibridos estan indicados en negritas

Genotipos Pchgm?2 UDP96 003 UDP96 008
130 160 150 180 80 110 130 150

Mb1
Mb2
Mb3
Mo -
MoB
1.1
1.2
1.3
1.5
1.6
1.8
1.10
1.12
32
33
39
3.10
21.1
T 212
21.3
21.4
21.5
21.6
21.8
219
21.10
21.12
21.13
21.14
21.15
21.16
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‘ 22.8
- 22.10
22.11
22.12
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Figura 4.1 Ejemplo de amplificaciéon de 4 de los 8 microsatélites utilizados para
identificar los genotipos parentales.

E: Escala de fragmentos de tamafio conocido

pchgm? UDP96 003 UDP96 005 UDP96 008
E A A : A A E

Figura 4.2 Ejemplo de amplificacion con pchg2 para los diferentes genotipos
descendientes

I: Mirobolan 1 IV: Moniqui 1 - E: Escala de fragmentos

II: Mirobolan 2 V: Moniqui 1 de tamafio conocido
III: Mirobolan 3 VI. Moniqui Borde

Los nameros (1-21) indican los descendientes de los cruzamientos

E I I mivvvii 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18

4.3.2.- Caracterizacion morfolégica

Entre los caracteres de hoja definidos por las fichas UPOV se han estudiado
los tamafios de hoja y peciolo. Las medidas de las hojas de los parentales y la

descendencia indicaron que los clones hibridos eran mas similares al
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Mirobolan que al albaricoquero Moniqui (Tabla 4.5), en longitud, anchura,
longitud del peciolo o ratios longitud/anchura y longitud limbo/longitud

peciolo,

Sin embargo los descriptores mostraron, que la forma de la hoja era oval en
los clones hibridos al igual que en albaricoquero, mientras que Mirobolan y

los clones no hibridos tenian la hoja de forma eliptica.

. El peciolo se presentd mas ‘grueso en albaricoquero y en varios de los
hibridos, con una pigmentacién predominantemente roja en estos casos. En
* Mirobolan y otros clones hibridos y no hibridos el peciolo fue mas fino y sin
coloracién. La presencia de nectarios fue evidente en las hojas de
albaricoquero y también en la de algunos hibridos. La base de las hojas en
Mirobolan se presentd aguda u obtusa, mientras que en albaricoquero fue
truncada igual que en todos los hibridos, en alguno de los cuales la base era
subcordada. Estos caracteres morfolégicos fueron caracterizados siguiendo

las fichas UPOV y los datos promedio figuran en las tablas 4.6 y4.7.

En las determinaciones visuales realizadas entre arboles paréntales y plantas
de los clones hibridos y de los no hibridos se observé que los clones hibridos
presentaban una forma de hoja mas similar a la de albaricoquero aunque de
menor tamafio. En el clon hibrido 21.4 que florecié se observé que la flor, el
fruto (forma y pubescencia) en etapas iniciales, porque no llego6 a término, y
la coloracion antocianica de los brotes, eran de tipo albaricoquero (Figura
4.3).
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Tabla 4.5 Valores medios de las mediciones efectuadas en hojas de los parentales,. de los

clones hibridos y no hibridos utilizados en los cruzamientos interespecificos.

Limbo Limbo Relacién Pecioio Relacién
longitud anchura | longfancho | longitud jlong.limbo/peciolo
Moniqui 8,44 7,88 1,07 3,2 2,63
Mirob.-1 3,59 1,87 1,91 0,77 4,66
Mirob.-2 4,95 2,93 1,68 0,94 5,26
Mirob.-3 5,51 2,86 1,92 . 1,23 4,47
Clones no 419 2,41 1,73 0,96 4,34
1.1 3,77 2,42 1,55 0,8 V 4,71
1.2 4,43 2,84 1,65 0,72 6,15
1.3 5,26 3,21 1,63 0,65 8,09
1.5 4.34 2,97 1,46 0,93 4,66
21.2 3,6 24 1,5 0,36 10,0
21.4 5,91 4,12 1,43 1,02 5,79
21.5 3,8 2,49 1,52 0,69 55
21.6 4,09 2,63 1,55 0,81 5,04
22.1 4,2 2,56 1,64 0,86 4,88
223 4,22 3,26 1,29 1,23 343
22.5 4,88 3,52 1,38 0,71 6,87
22.13 4,91 3,25 1,51 1,1 -4,46
Promedio de : .
los clones 4,45 2,97 1,50 0,83 5,79
hibridos )
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Figura 4.3 Comparacion de flor, fruto, rama y hojas de los parentales (albéricoquero Moniqui y ciruelo
Mirobolan) con el clon hibrido 21 .4
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4.4. Discusion
4.4.1.- Caracterizacion mediante el uso de microsatélites

Las distintas especies del género Prunus se agrupan en 5 subgéneros de los
cuales 3 retinen a las principales especies cultivadas: Amygdalus, que
incluye melocotoén y almendro, Prunophora en donde se encuentran ciruelo
'y albaricoquero y Cerasus al que pertenecen los cerezos (Westwood,
- 1982). Para este trabajo se caracterizaron los clones hibridos utilizando
cebadores desarrollados en el subgénero Amygdalus lo cual evidencia la
ventaja del uso de los microsatélites como marcadores moleculares, ya que
pueden utilizarse en especies diferentes a la cual se desarroll6 la secuencia.
El uso de sécuencias desarrolladas en melocotonero para realizar la
comprobacion del caracter hibrido de las muestras, indicaria que las
secuencias de microsatélites estan altamente conservadas en el geénero
Prunus, y transportables de una a otra especie del género como queda
evidenciado en estudios realizados en albaricoquero, cerezo y distintos
portainjertos (Hormaza, 2001; Wiinsch y Hormazd, 2002b; Serrano et al.,
2002). Esta transportabilidad puede deberse a que la distancia genética
entre especies de Prunus no seria tan alta (Hormaza, 2002) debido
probablemente a que el contenido de ADN nuclear en ellas es relativamente
estable (Baird et al., 1994). | |

El estudio del caracter hibrido en las descendencias de los cruzamientos
realizados en esta tesis se ha realizado mediante pruebas de paternidétd. Las
pruebas de paternidad son una de las aplicaciones de los marcadores
moleculares que permite en los programas de mejora distinguir los hibridos
verdaderos de los falsos. y en este sentido, pueden citarse trabajos en
frutales (Wang y Shu, 2001) y en otras especies (Watanabe et al., 1996;
Keil y Griffin, 1994, Benedetti et al.; 2000). '
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Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron caracterizar el
genotipo de una muestra de plantas obtenidas de cruzamientés
interespecificos mediante el uso de microsatélites. De los 8 pares de
microsatélites empleados, 3 de ellos han detectado polimorfismos claros y
repetibles en los genotipos parentales. Con estos 3 pares de microsatélites
se realizd6 el estudio de la descendencia de los cruzamientos
interespecificos entre la variedéd Moniqui y el portainjerto Mirobolan,
comprobandose que 13 de los 35 clones evaluados, es decir el 37%, eran

hibridos.

La presencia de un elevado porcentaje de clones descendientes de los
cruzamientos que no muestran caracteres hibridos, puede explicarse
analizando las distintas etapas en las cuales se pudieron haber producido
pérdidas de material hibrido. En primer lu’gar debe considerarse el
momento en el cual se efectuaron los cruzamientos interespecificos y el
posterior cuajado de frutos. Los datos del capitulo 2 ponen en evidencia
que durante las tres primeras semanas posteriores a la polinizacion se
produce una brusca caida de frutos que luego se estabilizaba a partir de la
5% semana. En esa caida temprana pudo haberse producido la primera
pérdida de material hibrido que impidi6 que el fruto llegara a un grado de
desarrollo adecuado para que su embridn pudiera ser cultivado in vitro. Es
decir que después de la fecundacién, barreras posfcigéticas de
incompatibilidad pudieron haber actuado, provocando la caida temprana de

frutbs hibridos.

Ha quedado reflejada también en el capitulo 2 la relacién directa entre el
tamafio del embrién y su germinacion in vitro. Se ha discutido que
embriones con tamafios inferiores a 8 mm eran inviables y por lo tanto su

probabilidad de germinacion era practicamente nula. Sin embargo. la
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aplicacion del cultivo in vitro de embriones permitié su germinacion en el
69,2% de los casos. Entre el porcentaje de embriones, que por su reducido
tamafio no ha germinado, se encontrarian materiales hibridos, lo que
constituiria la segunda etapa en la cual se produjeron pérdidas de este
material. Esto nos estaria indicando que si la técnica de cultivo in vitro no.
hubiera sido aplicada para la germinacién de embriones, la cantidad de

material hibrido obtenido hubiera sido atin menor.

Por otra parte en la etapa de micropropagacion no todo el material se
comportd de la misma manera en las condiciones in vitro, es decir que |
existieron clones que micropropagaron mucho mejor que otros y algunos
fueron muriendo a los largo de los repicadaos. Por expériencias previas en el
laboratorio, el albaricoquero es una especie con dificultades en Ia
adaptacion y multiplicacion in vitro, sin embargo el Miroboldn propaga
facilmente in vitro. El material hibrido contiene caracteres de albaricoquero
pudiendo tener mayores dificultades de prosperar in vitro, por lo tanto no
todas las plantas hibridas conseguiran llegar a las etapas de enraizamiento y
aclimatacion, y consecuentemente no estuvieron disponibles para la

evaluacion en su condicion de hibridos.

Todas estas razones podrian significar una importante pérdida de material
hibrido durante el proceso desde la polinizacion dirigida hasta la

evaluacion del material.

La presencia de clones no hibridos entre la descendencia de los
cruzamientos efectuados podria explicarse porque, si bien se ha producido
una polinizacién dirigida, sin embargo pueden existir contaminaciones con
polen que llegan al estigma accidentalmen_te. Como se ha sefialado en el
capitulo 2 (apartado 2.3.2) el porcentaje de cuajado de flores emasculadas y

sin polinizar en los arboles de Mirobolan alcanzé valores comprendidos
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entre 0,5% y 2,4%. Es decir que podria considerarse que existié traslado de
polen accidentalmente a las flores emasculadas. Los insectos pueden ser un
vehiculo de traslado de polen, pero en este caso por tratarse de flores
emasculadas no seria la principal causa de contaminaciones con otros
polenes, sin embargo el transporte de polen llevado a cabo por el viento o

gravedad podria haber constituido la principal causa contaminaciones.

De cualquier modo el nimero de escapes o clones no hibridos entre la
descendencia ha representado el 0,5 % lo que se considera respecto al
namero de flores polinizadas una muy baja proporcién (capitulo 2 apartado
2.3.2) que verd aumentada su proporcion en la descendencia por la mayor
pérdida de embriones y clones hibridos frente a los no hibridos que tiene
lugar durante todos los procesos de cuajado, germinacion y multiplicacion

a lo largo del desarrollo de una planta hibrida.

Por tanto, mediante la combinacién de 3 microsatélites se ha podido
identificar tempranamente el nimero de hibridos resultantes mediante
determinaciones no destructivas en plantas jovenes que aun se hallaban en
~condiciones de invernadero. La determinacién temprana de su naturaleza
hibrida, para posteriormente efectuar sobre ellas diferentes pruebas de
evaluacion, es de suma importancia, ya que permite no sélo acortar
tiempos, sino también trabajar con menor cantidad de material. Los
resultados positivos obtenidos con material de invernadero sugieren que la
metodologia empleada, puede ser también valida con embriones antes de la
germinacion, lo cual permitiria acelerar el proceso disminuyendo el niimero

de genotipos germinados.
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4.4.2.- Caracterizacion morfolégica del material

La caracterizacion morfolégica de los clones descendientes permitio
cdmpararlos con sus parentales. Muchos de los caracteres estudiados no
fueron determinantes para poder predecir a simple vista el caracter hibrido
de la descendencia ya que, aunque diferenciaban claramente a los
parentales, los hibridos presentaron en unos casos los caracteres del

parental masculino y en otros los del parental femenino.

El cardcter mas claro, entre los estudiados hasta ahora, para poder
diferenciar los clones hibridos de los no hibridos parece ser la forma de la
hoja, ya que los hibridos presentaron hojas que aunque de menor témaﬁo, ,
eran de forma mas similar a la de albaricoquero: forma oval, maxima
anchura en la mitad inferior, y forma de la base truncada o subcordada.
Este caracter parece ser, de esta forma, dominante ya que lo heredan todos
los hibridos, como en el caso de la forma trilobulada de hoja de los hibridos

de Citrus (Cooper et al., 1962).

La flor y el fruto de los hibridos podrian ser también caracteres definitorios
pero no han podido ser comprobados mas que en uno de los hibridos que
floreci6. En proximas primaveras habra que definir dichos caracteres para

el resto de los hibridos.

La caracterizacién molecular ha permitido definir de manera clara y fiable
la paternidad de la descendencia, haciendo aconsejable la determinacién de
este caracter en etapas muy tempranas, de manera que se ahorre tiempo y
espacio en los programas de mejora: No obstante, se han encontrado
algunos caracteres morfolégicos de facil determinacion que permiten una
cax‘actéfizacién visual de los hibridos en campo para su posterior

caracterizacion agronémica.
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Evaluacion de la compatibilidad
5.1. Introduccion

En las especies frutales las variedades generalmente son injertadas sobre un
portainjerto formando ambos una nueva entidad més apta a determinadas
condiciones de suelo o ambientales. La variedad y el patrén suelen
pertenecer a la misma especie aunque muchas veces pueden utilizarse
patrones de especies distintas a la de la variedad para lograr una mejor

adaptacion de toda la entidad a las condiciones de suelo.

La posibilidad de disponer de patrones tolerantes ‘a condiciones
desfavorables tales como.enfermedades o plagas del suelo, suelos pesados
o anegables, o bien que tengan una influencia sobre el comportamiento de
la variedad en lo que respecta a vigor, produccidén o calidad de frutos
permite ampliar las posibilidades de uso de las variedades (Hartmann ef al.,
1990). Entre las partes asociadas sin embargo, pueden existir grados de
afinidad que determinaran el mayor o menor éxito de la asociacion. Los
diferentes factores que determinan el grado de compatibilidad entre las
partes injertadas no estan atin completamente esclarecidos. En ocasiones, la
incompatibilidad se manifiesta durante el primer afio de crecimiento en el
vivero, y en otras, puede manifestarse luego de varios afios de normal
crecimiento de las plantas en el campo, sin la aparicion de sintomas

externos (Herrero, 1955a).

Existen tres fases en la formacion de una unién compatible que Moore

(1984a) definid para las especies herbéceas:

1) Formacion de una capa necrotica que se origina como consecuencia de
la herida producida al injertar y que separa a las dos partes del injerto, y en

cuyas adyacencias se incrementa la actividad citoplasmatica. En esta
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adherencia inicial entre la variedad y el portainjerto existe también una

acumulacion de dictyosomas (Moore y Walker, 1981a)

2) Proliferacion de un callo en la interfase del injerto cuya interdigitécién
incrementa la fuerza de tensién de la unién (Moore, 1982, 1984b). La

proliferacion de callo ocurre también en uniones incompatibles (Moore y

Walker, 1981b).
' 3) Rediferenciacion de tejido vascular a lo largo de la interfase del injerto.

La unién entre la yema y el patron, luego del injerto, permite que las zonas
del cambium, de gran actividad meristematica, contacten y comience la
formacion de células de parénquima que se entremezclan formando un
callo, que para algunos autores se trata de una respuesta a la herida que se
produce en el momento de injertar y que no se relaciona coﬁ la
compatibilidad (Moore, 1984a). Este callo tiene una cierta funcién de
sostén mecanico (Hartman et al., 1990; Mosse, 1962). Las células del callo
formado comienzan a diferenciarse tanto desde el patron como desde la
yema, formando células cambiales que finalmente forman una conexion
entre patron y variedad (Hartman er al, 1990). El nuevo cambium
comienza su actividad forméandose conexiones vasculares entre ambos
componentes del injerto. Esta morfogénesis, necesaria para que exista la
diferenciacion vascular, puede ser altérada por la presencia de
determinadas sustancias tdxicas, originandose entonces una combinacion

incompatible (Moore, 1984a).

Si bien la compatibilidad esta relacionada con la afinidad genética entre la
variedad y el patron, los mecanismos por los cuales se expresa el mayor o
menor grado de afinidad entre ellos, no estan claros. En los dos sistemas

que crecen juntos existen diferencias fisioldgicas, bioquimicas y
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anatomicas que determinan una serie de interacciones tanto favorables
como desfavorables. La bibliografia disponible es muy amplia y a veces
contradictoria en cuanto a las causas y mecanismos que permiten definir si

dos especies injertadas son o no compatibles.

Algunos autores estudiaron las interacciones a nivel celular entre yema y
portainjertos estableciendo la existencia de fendmenos de reconocimiento
celular (Yeoman y Brown, 1976; Yeoman, 1984). Para otros en cambio la
cohesion inicial entre el injerto y el patron es un evento pasivo que no
requiere un mutuo reconocimiento celular (Moore y Walker, 1981 a, b).
Ademas la rediferenciacién vascular pareciera no ser critica en la
formacién de una unién exitosa, si bien es un evento que tipicamente

ocurre en una unién compatible (Moore, 1984a).

5.1.1.- Tipos de incompatibilidad

En la agrupacion de los sintomas de incompatibilidad similares surgen
distintas clasificaciones, pero sin duda la mas empleada para arboles

frutales es la de Mosse (1962), quien define dos tipos de incompatibilidad:

¢ Incompatibilidad localizada: Los sintomas se manifiestan en el punto
de unioén entre portainjerto e injerto y se caracterizan por una
discontinuidad cambial o vascular. La asociacién entre el patron y la
variedad puede romperse por la presencia de desorganizaciones
localizadas (Errea y Felipe, 1992) y esta ruptura puede producirse
aun sin existir sintomas visibles al menos en las etapas iniciales del
desarrollo vegetativo del arbol (Herrero,1955a). Se trata de una
ruptura lisa y caracteristica (Herrero, 1976). La aparicion de los
sintomas externos son lentos y proporcionales al grado de

discontinuidad que presenta la unidén (Herrero, 1969).
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‘Existen numerosos ejemplos en fruticultura sobre este tipo de
incompatibilidad, es el caso de variedades de peral sobre
membrillero (Mosse y Scaramuzzi, 1956), de melocotonero sobre
almendro (Gur y Blum, 1973), almendro sobre albaricoquero (Felipe,
1987), albaricoquero sdbre ciruelo Mirobolan y Mariana (Bernhard,

-1990).

e Incompatibilidad traslocada: Se asocia con acumulacion de almidén
en la yema, degeneracion del floema, o compresion del floema por
un sobrecrecimiento de la yema. Este tipo de incompatibilidad no se
limita a la zona de unidn sino que se “trasloca” incluso a través de un
intermediario dando una sintomatologia visible en el desarrollo del
arbol, que se manifiesta con crecimiento restringido, defoliacion
prematura, etc. (Herrero, 1955b). Ejemplo de inéompatibilidad
traslocada es, entre otros, €l de melocotonero injertado sobre ciruelo

mirobolan (Herrero, 1955b).

5.1.2.- Deteccion temprana de la compatibilidad

La compatibilidad o incompatibilidad del portainjerto con la variedad es un
cardcter muy importante a tener en cuenta en el proceso de seleccion del
material obtenido en los programas de mejora de patrones. Dado que los
sintomas de incompatibilidad localizada no suelen manifestarse
tempranamente, la auséncia de sintomas aparentes retrasa el tiempo que se
requiere para la deteccion de compatibilidad. Esto supone que la mayoria
de los trabajos en especies leflosas, relacionados con el estudio de las
uniones, se llevan a cabo en fases tardias del desarrollo. Resulta de esta
forma muy interesante la informacion que pueden brindar las evaluaciones

efectuadas en las etapas tempranas del desarrollo de la unién. En este
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sentido se han realizado observaciones anatomicas e histologicas en
combinaciones compatibles e incdmpatibles del género Prunus de uno o
dos afios (Duquesne, 1969; Deloire y Hébant, 1983) en donde la expresion
de la incompatibilidad resulta muy variable entre injertos de la misma
combinacién y aun entre diferentes puntos de la misma unidn. En injertos
de albaricoquero sobre portainjertos de hibridos de melocoton con
almendro, los sintomas de incompatibilidad ya se manifiestan a los 5 meses
de efectuados (Ermel ef al., 1995). Los estudios citoldgicos e histologicos
en etapas tempranas de las uniones en injertos de peral sobre peral y peral
sobre membrillero (Ermel et al., 1997) han permitido conocer la secuencia
cronologica de los sucesos ocurridos, evidenciandose un retraso én la
formacion de nuevo cambium en las uniones peral sobre memibrillero.
Estos datos podrian utilizarse en programas de mejora como herramienta de
diagnostieco de incompatibilidad telnpfana (Ermel et al., 1999). Errea et al.
(1994) observaron claras diferencias entre combinaciones compatibles e
incompatibles estudiando ihjertos de albaricoquero sobre ciruelo en las
primeras etapas del desarrollo de la union. Mientras en las uniones
compatibles el callo formado inicialmente en la unién se diferencia a
cambium y tejido vascular, en las uniones incompatibles la diferenciacion

no es completa y coexiste tejido parenquimatoso con tejido vascular.

La posibilidad de .utilizar tejidos de callo en los estudios sobre
Coinpatibilidad/ incompatibilidad, también ha sido tenida én cuenta por
algunos autores (Jonard ef al., 1990). Errea ef al (2001) determinaron que
la unién in vitro de callos de la variedad y el portainjerto puede ser
utilizada como método para la deteccion temprana de incompatibilidad

entre albaricoquero y diferentes portainjertos de Prunus.
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En este trabajo se ha planteado la caracterizacion del comportamiento para
la  compatibilidad, de los genotipos obtenidos pof cruzamientos
interespecificos entre el albaricoquero Moniqui y el ciruelo Mirobolén,
injertados con la variedad en estudio Moniqui, mediante el empleo de
técnicas de deteccion precoz. La evaluacion se planted tanto en injertos en
patrones cultivados en maceta como en uniones de callos realizadas in
vitro, con el fin de acelerar los procesos de seleccion de estos clones

obtenidos en el programa de mejora.
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5.2.- Materiales y Métodos

5.2.1.- Evaluacién de compatibilidad a través de injertos
5.2.1.1.- Material vegetal

Plantas provenientes de cruzamientos, de dos afios de crecimiento en
macetas y en invernadero, se injertaron 1) con yemas de arboles adultos del
cultivar Moniqui con el fin de obtener una evaluacion de su compatibilidad,
y 2) con yemas de la propia planta para tener una referencia de
combinacion compatible (homoinjertos). Los clones evaluados fueron,
tanto clones en los que se habia determinado su caracter hibrido (capitulo

4), como clones que no tenian este caracter.

Los injertos se realizaron durante la primer quincena de Julio y en cada
planta se efectuaron 4 injertos en total, 2 con yemas de Moniqui y otros 2

con yemas de la propia planta (Tabla 5.1 y Figura 5.1).

Tabla 5.1. Namero de injertos efectuados de cada combinacion

Niumero de injertos
Clones hibridos con homoinjertos _ 43
Clones hibridos con Moniqui 108
Clones no hibridos con homoinjertos ’ 168
Clones no hibridos con Moniqui 174
Mariana con Moniqui 24

Las yemas del cultivar Moniqui también se injertaron sobre plantas de
ciruelo Mariana 2624 como referencia de incompatibilidad (Errea y Felipe,
1993). En este caso se injertaron de 4 a 6 yemas de Moniqui en cada planta
de Mariana por presentar €sta un tamafio maydr que los clones hibridos y

no hibridos. Se evaluaron en total 517 injertos. -
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El tipo de injerto utilizado fue el “chip” (Howard, 1977) (Figura 5.1) y los
mismos se llevaron a cabo en condiciones de invernadero a 18-22°C.

Los injertos se sujetaron con cinta de plastico apropiada y luego de
efectuados, cada planta injertada se podo 15 a 20 cm por encima del ultimo
injerto. Las plantas injertadas se mantuvieron en invernadero hasta su

evaluacion.

Figura 5.1 Planta hibrida injertada con yema de Moniqui

5.2.1.2.- Evaluaciones de las uniones

Al mes de efectuarse los injertos se examinaron cada una de las uniones.
Cada union fue desatada y se separé la yema del portainjerto con ayuda de
pinzas. El area de la yema injertada que estuvo en contacto. con la planta
fue tefiida con una solucion de calcofludr en agua al 0,07% para observar
paredes celulares (Huges y Mc Cully, 1975), por ser eficiente en tefiir
celulosa (Heslop-Harrison y Heslop-Harrison, 1981). La tincion se realizo
colocando una gota de la solucion de calcofluor sobre la muestra (Figura
5.2) y posteriormente se observé la zona de la yema que estuvo en contacto
cdn el portainjérto utilizando un microscopio invertido Olympus IMT2 de

flourescencia equipado con camara fotografica Olympus.
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Figura 5.2 Sector del injerto que se tifie para su observacion al microscopio invertido

La tincién con calcofluor, permite wvisualizar las paredes celulares,

consecuentemente la forma de las células y su ordenamiento en el tejido.

Se evaluo la adherencia del injerto en funcion de la mayor o menor
facilidad con que se desprendia la yema del portainjerto, la presencia de
tejido parenquimatico y la presencia de tejido vascular formado o en

formacion como probables indicadores de compatibilidad.

5.2.2.- Evaluacién de compatibilidad a través de callos
5.2.2.1.- Material vegetal

Para evaluar precozmente la compatibilidad de injerto de los distintos
clones hibridos y clones no hibridos descendientes de los cruzamientos
entre Moniqui y Mirobolan, se utilizaron bloques de tejidos de callo de los
diferentes clones hibridos y de la variedad de albaricoquero Moniqui. Se
utilizaron asimismo bloques de tejido de callo de la variedad de
albaricoquero Luizet y del patron Mariana 2624 (Prunus cerasifera x
munsoniana Wight &Hedr) como ftestigo compatible ¢ incompatible
respectivamente (Audergon, 1988; Errea y Felipe, 1993). El material
vegetal utilizado provino de arboles de plantacione's ubicadas en

colecciones del Departamento de Fruticultura del SIA (Servicio de
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Investigacion Agraria) y de la Estacion Experimental de Aula Dei, ambas

en Zaragoza.
5.2.2.2.-Obtencion de callo

o Albaricoquero: variedades Moniqui y Luizet.

Se utilizaron brotaciones semilefiosas a las cuales se les quitaron las hojas
para evitar su transpiracion en el momento de la recogida y se sumergieron
en una solucion antioxidante compuesta por acido ascorbico (1mM) y citrico
(1mM) en agua, para su transporte. En el laboratorio, se fraccion6 el material
y se efectuaron lavados con agua corriente durante una hora para luego
desinfectarlo superficialmente utilizando una solucién comercial de
hipoclorito de sodio y detergente al 20 % durante 15 minutos. Bajo camara
de flujo laminar se efectuaron 3 lavados con agua estéril y posteriormente se
cortaron rodajas de material de aproximadamente 0,5 cm de espesor que
fueron dispuestas en placas Petri conteniendo un medio solido de Murashige
y Skoog (1962) modificado y suplementado con 1,7 uM de 2,4-acido
diclorofenoxiacético (2,4-D), PPM® (“Plant Preservative Mixture”, Plant
Cell Technology, Washington, D.C. USA)) 0,5 ml/l, 3% de sacarosa y
solidificado con un 0,7% de Bacto agar Difco. A este medio se lo denominé
Cs. Mientras se efectuaban las siembras de las rodajas, el material era
mantenido en solucién antibxidante de igual composiciéon que la anterior y
esterilizada. Se efectuaron varias siembras de este material durante el afio y

la cantidad de rodajas fue variable en cada placa (entre 10y 15) (F igura 5.3).

166



Evaluacion de la compatibilidad

Figura 5.3 Rodajas de albaricoquero “Moniqui’ recién sembrado

Las placas se sellaron con cinta plastica transparente para prevenir
contaminaciones o deshidrataciones y se cubrieron con papel de aluminio
para evitar la llegada de luz durante la primera semana. Al cabo de ese

tiempo se retird el papel de aluminio para su exposicion a la luz.
e Portainjerto Mariana 2624:

Por experiencias anteriores (Garay, 1995) se observo que se trataba de un
material que produce escasamente callo sobre las rodajas de las ramas en
contacto con el medio de cultivo, por lo cual se utilizaron callos basales de
material que se encontraba multiplicando in vitro, dichos callos fueron
separados de los brotes, y se dispusieron en placas Petri con el medio de

-cultivo descrito.

e Clones hibridos y no hibridos:

Como en el caso de Mariana 2624, determinaciones previas (Garcia, 2001).
demostraron la escasa y lenta posibilidad de lograr formacion de callo a
partir de rodajas provenientes de secciones de ramas, por lo cual se hizo
necesario recurrir a callos basales de material que se encontraba
multiplicando in vitro. El método utilizado fue el mismo que en el caso del

portainjerto Mariana.
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Todo el material vegetal, tanto las rodajas de estacas, como los callos
ubicados en placas Petri en contacto con el medio de cultivo, se dispusieron
en camara de cultivo a 25°C durante las horas de luz y a 23°C durante las
de 'oscuridad, con un fotoperiodo de 16 horas de luz procedente de
lamparas ﬂuorescentes, con una intensidad de 35 pmol-m™>s™. El material
se revisaba periodicamente para retirar las placas contaminadas y observar
la evolucion. La renovacion del medio de cultivo se efectué mensualmente

hasta el momento de efectuar las uniones.
5.2.2.3.- Unién de callos in vitro

Los distintos callos obtenidos in vitro se cortaron en trozos pequefios de 4-
5 mm de ancho y se colocaron uno junto a otro en diferentes
combinaciones, utilizando un anillo de polipropileno de aproximadamente
8-9 mm de didmetro que permitié que ambas ‘masas callosas se
mantuvieran en contacto durante la éxperiencia. La uniones se ubicaron en
placas Petri conteniendo el mismo medio de cultivo C; descrito y fueron
convenientemente selladas y envueltas en papel de aluminio durante la
primera semana de cultivo. Las placas se dispusieron en camara de cultivo

en las condiciones ambientales mer_lcionadas.

Se combinaron callos de Moniqui con callos de los‘ clones hibridos y no
hibridos cuya compatibilidad se desea conocer, y con callos de Luizet
como testigo compatible y de Mariana 2624 como testigo incompatible. Se
dispusieron 5 uniones por placa, y se hicieron tres placas por combinacion
(Figura 5.4 y 5.5).

Se observaron 32 uniones de distintas combinaciones entre Moniqui y 5
clones hibridos, 37 entre Moniqui y’difer'entes clones no hibridos, 13

uniones entre Moniqui y Luizet y 13 entre Moniqui y Mariana.
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Figura 5.4 Uniones de masas callosas Figura 5.5 Vista en detalle de las

en el momento de su ubicacion in vitro. uniones de callos dispuesta in vitro

5.2.2.4.-Observaciones de las uniones

e Cortes efectuados a mano:

Para la observacion de las interfases de los tejidos de las masas callosas
puestas en contacto, las uniones fueron _1iberadas del anillo plastico, ambos
callos se separaron y de acuerdo a la mayor o menor dificultad que
presentaban cuando se separaban se evalud el grado de adherencia de la
union. Se efectuaron cortes con bisturi de las superficies que estuvieron en
contacto y se tifieron con una solucion de calcofluor en agua al 0,07%
(Hughes y McCully, 1975) para. observar celulosa. Las observaciones se
realizaron utilizando un microscopio Olimpus AX60 con luz fluorescente y
un conjunto de filtros WU (BP 330-385; BA 420 y DM 400), y WB (BP
420-480; BA 515 y DM 500). Los parametros estudiados fueron presencia
de ordenamiento celular en la muestra, porcentaje de células dispuestas

ordenadamente dentro de cada muestra y presencia de tejido vascular.

Con este método se estudiaron 7 uniones entre Moniqui y Luizet, 5 entre
Moniqui y Mariana, 23 uniones entre clones hibridos y Moniqui y 28 entre

clones no hibridos y Moniqui.
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e Cortes finos efectuados con criotomo:

Las unidnes de callos se congelaron unidas sumergiéndolas en un bafio
criogénico Neslab CB-60 con liquido congelador Lauda kryo 85
(Polydimethylsiloxan) a —60° C. Una vez congeladas se ubicaron en el
portamuestras se cortaron en secciones de 30-35 um utilizando un criotomo
Leica CM 3050S (Figuras 5.6 y 5.7). La temperatura de la cAmara mientras

se efectuaba el corte era de -19°C.

Figura 5.6 Ubicacién de la muestra Figura 5.7 Corte de la muestra congelada

congelada en el portamuestras del en el criotomo en secciones de 30 pm.

criotomo.

Las observaciones de los cortes de las distintas combinaciones, se
realizaron con el mismo microscopio de fluorescencia que se utilizo para la
observacion de los cortes gruesos. Se utiliz6 la tincion para celulosa de
calcofluor en agua a 0,07% con la cual se observé la existencia de
proliferacion y de ordenamiento celular y ademas la tincion con Auramina
O al 0,01% en tampon fosfato 0,05M y pH 7,5 (Heslop-Harrison, 1977)
para la observacion de lipidos ya que trabajos previos (Errea et al., 2001)
sefialan su presencia como indicador de incompatibilidad. Los parametros
se estudiar(_)n en ambos callos de la uni(’)n._ Con este método se estudiaron

32 uniones entre Moniqui y clones hibridos, 5 uniones entre Moniqui y
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Luizet y 5 entre Moniqui y Mariana. Se estudiaron tres cortes para cada

tincion en cada una de las uniones.

5.2.2.5.-Observaciones de las uniones con microscopio electréonico de

barrido

® Preparacion de muestras.

Las muestras de uniones de callos se fijaron en una solucion de
glutaraldehido al 2,5% en tampoén fostato (pH 6,8) 0,03M, haciendo un

vacio moderado.

Posteriormente se realizaron 3 lavados sucesivos de cada una de las
muestras con tampoén fosfato (pH 6,8) 0,03M antes de aplicér soluciones de
acetona en agua de concentracion creciente (25%, 50%, 75% y 100%). Las
muestfas se conservaron en frio y antes de su observacion se desecaron en
un “Critical Point Dryer” CPD 7501 (Polaron—VG Microtech, England) y se
cubrieron con oro-paladio en un “Sputter Coater” CS7610 (Polaron-VG
Microtech, England). Las observaciones se realizaron con un microscopio
electronico de barrido LEO 430 a 10 Kvolt.
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5.3 Resultados
5.3.1.- Evaluacion de injertos
5.3.1.1.- Observaciones macroscépicas de los injertos

Las observaciones se efectuaron al mes de realizados los injertos que se

encontraban con buen aspecto general. En algunos clones los homoinjertos

brotaron antes de efectuarse su evaluacion histolégica (Figuras 5.8y 5.9).

Figura 5.8 Homoinjerto brotado al cabo de Figura 5.9 Desprendimiento del injerto

un mes. brotado para su observacion.

5.3.1.2.- Estudio histologico de los injertos

El estudio de las uniones se realizo en la zona del injerto que estuvo en
contacto coh el portainjerto. Se encontraron diferencias estructurales entre
las distintas muestras observadas con tincién de celulosa. Se observaron
muestras con actividad celular y desarrollo de haces vasculares, frente a
otras sin actividad celular ni formacion de haces nuevos. La presencia de
células de tamafio pequefio y fuertemente tefiidas para celulosa revelaban
una activa division celular mientras que células poco tefiidas y de gran
tamafio evidenciaban poca actividad. Los diferentes tejidos observados
(parenquimatico o vascular) tuvieron una importancia relativa segn las

uniones analizadas. La presencia de tejido parenquimatico en la muestra

fue de dos tipos: a) células desordenadas (Figura 5.10) y b) células

172



Evaluacion de la compatibilidad

ordenadas que crecian entre los haces vasculares (Figura 5.11). En
ocasiones se veian Unicamente células parenquimaticas ordenadas, como
paso previo a la diferenciacion del tejido vascular. El tejido vascular
también presente en las muestras podia encontrarse abarcando zonas mas 0
menos amplias de las mismas y coexistiendo con tejido parenquimatico. En
general se encontraron haces vasculares entremezclados con tejido
parenquimatico (Figura 5.12) y en ocasiones los haces vasculares se
presentaban rotos por la acciéon mecanica del desprendimiento del injerto.
En la zona de la yema, en uniones con activo crecimiento, presentdé en
general una actividad mas desarrollada que en el resto del injerto (Figura
5.13). En las uniones donde no existian sintomas de actividad celular, las
células eran de tamafio mediano a grandes y no manifestaban la
fluorescencia caracteristica tanto en la zona parenquimatica como en la
vascular. Existieron también uniones con situaciones intermedias en donde
se entremezclaban zonas con actividad junto a zonas con parénquima y
haces vasculares viejos (Figura 5.14). La presencia de hongos por

contaminacion impidié en algunos casos la observacion de la muestra.

Figura 5.10 Tejido parenquimatico sin ordenamiento observado con calcofluor en

mjerto de 'Moniqui con el clon 1.10 (Barra 100um).
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Figura 5.11 Tejido vascular coexistiendo con tejido
parenquimdtico observado con calcofluor en injerto de

Moniqui sobre clon 1.15 (Barra 50pm).

Figura 5.12 Haces vasculares entremezclados con tejido

parenquimatico observados con calcofluor en el homoinjerto
del clon 1.3 (Barra 50um)
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Figura 5.13 Proliferacion de haces vasculares y parénquima en
zona de yema de injerto de Moniqui sobre clon 21.2. Tincién

con calcofluor (Barra 100pum).

Figura 5.14 Parénquima viejo coexistiendo con nuevo tejido

parenquimatico y vascular en injerto de Moniqui sobre clon

21.6. Tincion con calcofluor (Barra 100pm).
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La figura 5.15 resume los resultados obtenidos en el estudio de los injertos
de Moniqui en los clones hibridos y en los homoinjertos. Observamos que
para los parametros evaluados de adherencia y presencia de tejido
parenquimatico y vascular de nueva formacion, se lograron mayores
porcentajes en las uniones de homoinjertos que en las uniones con
Moniqui. El menor porcentaje de adherencia en los injertos con yemas de
Moniqui se tradujo en un incremento de yemas necrosadas en estas

uniones.

% de uniones

Homoinjertos

Adherencia . L
Necrosados Moniqui

Parenquima

‘Tejido Vascular

Figura 5.15 Injertos efectuados sobre clones hibridos con sus propias yemas

(homoinjertos) y yemas de Moniqui

En la figura 5.16 se presentan estos mismos resultados para el grupo de
clones no hibridos. En la misma se observa que las diferencias entre las
uniones con Moniqui y los homoinjertos fueron mayores para todos los
parametros evaluad(’)s,' registrandose una mejor adherencia en los

homoinjertos, asi como también mayor porcentaje de tejido parenquimatico
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y vascular. El porcentaje de injertos necrosados fue inferior en los

homoinjertos (9%) respecto a las uniones con Moniqui (14%).

% de uniones

Homoinjerto

Adherencia o
Necrosados Moniqui

Parenquima

Tejido
Vascular

Figura 5.16 Injertos efectuados sobre clones no hibridos con sus propias yemas

(Homoinjertos) y con yenias de Moniqui .

Comparando ambos tipos de uniones se advierte que las uniones con
Moniqui sobre clones hibridos tuvieron un mejor comportamiento que
cuando se injertaron sobre clones no hibridos, lo cual se traduce en una
mejor adhérencia, mayor porcentaje de tejido pé,renquimético y vascular
(Tabla 5.2). Los homoinjertos presentaron los mejores porcentajes en los

tres parametros estudiados.

Para la adherencia la unién de Moniqui con los clones hibridos supone el
91,7% del testigo compatible (hibridos homoinjerto) mientras que Moniqui
con los clones no hibridos supone un 76,2% de los testigos compatibles (no

hibridos homoinjerto).
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Tabla 5.2 Porcentajes de adherencia, parénquima y tejido vascular en injertos de
Moniqui con clones hibridos y no hibridos en relacion a los testigos compatibles
(100%).

% Adherencia % Parénquima { % Tejido Vascular

Moniqui/Hibridos 91,7 92,3 80

Moniqui/No Hibridos 76,2 556 478

El comportamiento de los clones hibridos con Moniqui ha sido muy similar
al de los testigos compatibles, mientras los clones no hibridos muestran un
comportamlento menos similar, con valores inferiores que indican menos

afinidad entre los dos componentes de la union.

Las plantas de Mariana injertadas con Moniqui (Figura 5.17) han
presentado numerosas uniones con presencia de tejido parenquimatico
(71%) y asi mismo haces vasculares de nueva formacion en una elevada
proporcion de uniones (63,6%). El porcentaje de injertos adheridos fue del

75%y el de uniones necrosadas del 8,3% (Tabla 5.3).

100
1
80
60
% de uniones
404
20.

04

adneren®?

Figura 5.17 Injertos de Moniqui sobre Mariana 2624
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N'DE | % INJERTOS | % INJERTOs | “INJERTOS | %UNIONES | o TEsIDO
INJERTOS| ADHERIDOS | NECROSADOS |, ool | S AT | vasCULAR
24 75 8,33 70,83 63,6 58,57

Analizando los datos de cada uno de los distintos clones hibridos
estudiados por separado (Tabla 5.4), se observa que 3 de los 6 clones
evaluados (21.4, 21.6 y 22.5) presentan elevados porcentajes de adherencia
(80 y 100%), presencia de tejido parenquimatico en mayor porcentaje (70-
75%) y un mayor numero de uniones han desarrollado tejido vascular (70-
75%) en comparacion con el resto de los clones estudiados, aunque
presentaron variabilidad dentro de cada combinacion en lo que respecta a la
presencia de tejido vascular. Estos clones presentaron asimismo mayores
porcentajes si se compara con los valores obtenidos en las uniones de

Mariana y con valores muy similares a los de los homoinjertos. (Tabla 5.4).

Tabla 5.4 Clones hibridos injertados con Moniqui

. o o o % INJERTOS | % UNIONES .
CLON | 1nERTOS | ADHERIDOS | NECROSADOS |5 o CON . | CONTENDO | - JUgeuly
1,1 6 67 33 50 50 20
1,3 16 63 44 50 56 26
1,5 30 63 27 47 48 48,18
21,4 4 100 0 75 75 86,66
21,6 31 87 ' 13 71 74 59,87
22,5 20 90 10 70 67 49,16
Total 107
Promedio 77 22 60 49 48,3

En las uniones de homoinjertos de clones hibridos (Tabla 5.5), se observo
un incremento en todos los caracteres evaluados para todos los clones y una

disminucion en la cantidad de injertos necrosados.
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N°  |%INJERTOS | % INJERTOS | % INJERTOS 1% MUESTRAS | o/ 0\ ey

CLON | \NJERTOS | ADHERIDOS [NECROSADOS o AREB?C?UIM Al a0 | VASCULAR

1.1 6 67 17 67 80 75

1,3 2 100 0 100 100 78,33

1.5 10 70 30 30 29 67,27
216 13 92 8 77 75 65,55
225 11 100 0 82 82 86,66
Total 43

Promedio 84 14 65 60 74,5

Analizando los datos de cada uno de los distintos clones no hibridos
estudiados por separado (Tabla 5.6), se observé que presentaron en general

menores porcentajes medios de adherencia y de presencia de parénquima o
haces vasculares que las uniones con clones hibridos y; sin embargo, los
homoinjertos (Tabla 5.7) presentafon porcentajes incluso mejores que los
homoinjertos de clones hibridos. Sin embargo los clones con mayores

porcentajes corresponden a tamafios muestrales reducidos.

Tabla 5.6 Clones no hibridos injertados con Moniqui.

1 wo % INJERTOS | % INJERTOS | % INJERTOS |% MUESTRAS

FLON | IMERTOR | ADHERIOOS WEGROSADOS g | Vasci o
1,6 16 75 13 25 57
1,8 16 56 6 38 20
1,1 18 72 17 66 53
3.2 16 63 37 56 50
3,3 25 72 16 56 33
3.4 2 100 0 100 50
3,9 12 33 8 16 18
2.1 4 50 25 25 3
2112 4 50 0 25 >5
21,13 10 60 10 60 a2
2114 11 72 5 36 o~
21,15 2 100 50 0 o
22,2 2 100 0 100 0
227 4 75 0 o5 0
22,8 16 69 5 44 17

Total 174

Promedio 64 14 45 33
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Tabla 5.7 Clones no hibridos con homoinjertos

] vt IJERTOS | % INUERTOS | % INJERTOS [ % MUESTRAS
CLON | N°INJERTOS | pHERIDOS [NECROSADOS|p ARECblogUIM A %%ggﬁifg
1,6 16 81 0 75 62,5
1,8 15 93 13 80 85
11 17 59 41 59 100
1,12 15 93 0 100 93
3,2 15 93 20 67 92
3,3 25 80 4 88 75
34 2 100 0 100 100
3,9 12 75 33 50 63
3.1 4 75 25 75 100
21,12 4 100 0 100 100
21,13 10 70 .0 80 60
21,14 10 80 0 80 80
"21,15 2 100 0 100 100
22,2 1 100 0 100 0
22,7 4 100 0 - 50 75
22.8 16 88 12,5 75 64
168 | . .
Promedio 84 12 81 69

5.3.1.3. Parametros de compatibilidad para injertos

En el Tabla 5.8 se presentan, como resumen los resultados vistos

anteriormente.

Los parametros estudiados en las distintas uniones de injerto realizadas
presentaron diferencias entre uniones compatibles e incompatibles asi
como entre los diferentes clones. Los parametros estudiados- fueron
adherencia, porcenfaje de uniones con parénquima desarrollado y

porcentaje de uniones con haces vasculares
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Tabla 5.8. Estudio comparativo de los porcentajes obtenidos para los homoinjertos o -

injertos de Moniqui con clones hibridos y no hibridos

% Adherencia |% Parénquima |% Haces vasculares
Moniqui/Hibrido ++ 4+ T+
Moniqui/ No Hibrido . + + ' +
Homoinjertos : +H ++ A+
Moniqui/Mariana ++ ++ .

- Cuando analizamos el comportamiento de los clones hibridos observamos

tres clones que destacan (21.4, 21.6, 22.5) ya que presentaron porcentajes en
los tres parametros analizados tan altos o incluso eﬁ algunos casos superiores
a los hofnoinjertqs y similares a los resultados de los injertos sobre el

portainjel;to incompatible Mariana 2624.
5.3.2.- Evaluacion de uniones de callos.

5.3.2.1.- Formacio6n de callo.

Tanto las rodajas de ramas de Moniqui como las de Luizet desarrollaron
callos que pudieron utilizarse en la formacion de uniones (Figura 5.18 y
5.19). El tiempo necesario para el desarrollo de callo, en el medio de
cultivo, con tamafio adecuado para ser utilizado en la formacién de uniones

fue de 6 meses tanto en Moniqui como en Luizet.
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Figura 5.18 Etapas de desarrollo de callo de Moniqui

sobre rodajas in vitro

Figura 5.19 Callos de Moniqui desarrollados sobre

rodajas in vitro listos para ser utilizados en uniones

Los callos de Moniqui y Luizet fueron similares en aspecto y presentaron
una consistencia compacta. Los clones hibridos y Mariana 2624, ,cuyos'
callos provenian de callos basales de plantulas creciendo in vitro,
presentaron luego de su crecimiento en el medio de cultivo Cs, una
consistencia mas friable. Se traté de callos que al cortarlos se disgregaban

lo cual hizo mas dificultosa su manipulacién

5.3.2.2.- Evaluacién de cortes gruesos

El grado de adherencia entre las masas callosas se determiné cuando ambas

eran separadas para su observacion histologica. En general las uniones
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entre Moniqui y los clones hibridos presentaron una mayor adherencia
(50,8%) frente a las uniones con clones no hibridos descendientes de
Mirobolan cuya adherencia fue de 24%. Sin embargo, la adherencia entre
uniones de Moniqui con Mariana presentd valores del 80% y los

porcentajes fueron del 60% entre Moniqui y Luizet.

_ En las observaciones histologicas de los cortes gruesos tefiidos con
calcofluor se advirtio que el comportamiento de las distintas uniones fue
diferente para los pardmetros considerados. Los parametros estudiados
fueron el porcentaje de uniones con ordenamiento celular, el.porcentaje de
c€lulas ordenadas dentro de la union y la presencia de haces vasculares
(Figura 5.20) . |

100
1

%

Mo / clones hibridos

Mo / Luizet

Mo / Mariana

. Mo / clones no hibridos
Uniones con

ordenamiento Células

celular ordenadas  Uniones con
dentro de la presecia de
muestra vasos

Figura 5.20 Comportamiento de callos de Moniqui unidos a los diferentes

clones hibridos y no hibridos.
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Con respecto a los dos parametros sobre ordenamiento celular: el
porcentaje de uniones que presentaban ordenamiento en sus tejidos y el
porcentaje de células ordenadas dentro de cada unidn, las combinaciones de
los clones hibridos con Moniqui. presentaron mayores porcentajes que los
clones no hibridos o que los testigos compatible (Moniqui/Luizet) e
incompatible (Moniqui/Mariana). La presencia de haces vasculares no se
observo en ninguno de los callos de Moniqui combinados con los diferentes

clones.

Se ha estudiado asimismo el comportanﬁento de la parte del callo de cada
combinacion que corresponde al clon evaluado o a la de los testigos. Los
resultados no se correspondieron con los observados en el callo de Moniqui
en la mayoria de los casos presentando gran variabilidad (Tabla 5.9). Por lo
tanto, los analisis para determinar la validez de los parametros estudiados
como marcadores de compatibilidad, se realizaron Gnicamente con los
datos tomados del callo de Moniqui, ya que de esta manera eran

comparables.

Tabla 5.9. Comportamiento de los callos de Moniqui en las distintas uniones

Porcentaje
Células
Ordenamiento, ordenadas | Presencia
celular enla de vasos
muestra
C Material hibrido 30 22 0
M /Hib!
oniqui/Hibrido Mo 30 36 0
L . .. |Material no hibrido 51 24 0
M /
oniqui/No Hibrid Mo - 30 0
Luizet 60 15 0
Moniaui/Lui
oniqui/Luizet Mo 0 0 0
Mariana 100 40 30
iqui/Mari
Moniqui/Mariana Vo 650 30 o
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5.3.4.3.-Evaluacion de cortes finos.

Los cortes finos de callos, realizados con el criotomo, se evaluaron con

tincion de calcofluor para la observacion de proliferacion celular,

ordenamiento celular y la presencia de haces vasculares y con tincion de

Auramina O para observar la presencia de lipidos.

El comportamiento del callo de Moniqui para estos parametros fue

diferente dependiendo de las combinaciones estudiadas: con clones

hibridos, o los testigos compatible (Moniqui/Luizet) e incompatible

(Moniqui/Mariana) (Figura 5.21).
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Mo con Luizet
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Figura 5.21 Comportamiento del callo de Moniqui en las distintas

combinaciones

Con respecto a la proliferacion celular, el porcentaje de uniones
presentando proliferacion celular fue elevado en callos de Moniqui,

tanto en las uniones compatibles como incompatibles.
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La combinacion con Luizet presenté los porcentajes mas elevados
comparado con el conjunto de los clones hibridos o con Mariana
2624.

El ordenamiento celular se mostr6 presente en una mayor proporcion
en las uniones incompatibles que en las compatibles. Los clones
hibridos han mostrado un porcentaje de uniones con ordenamiento

celular similar a las uniones compatibles

Las uniones incompatibles han mostrado en el callo de Moniqui una
presencia de haces vasculares muy superior a las uniones
compatibles. En los clones hibridos se han encontrado haces en una

bajisima proporcion de los callos de Moniqui.

Con respecto a la presencia de lipidos, las uniones compatibles han
mostrado lipidos en los callos de Mo»niqui en una proporcion muy
superior a la de las uniones incompatibles. Las uniones de clones
hibridos han mostrado una presencia de lipidos en los callos mas

semejante a la de las uniones compatibles.

Las figuras 5.22 a 5.28 ilustran zonas con y sin ordenamiento celular,
~presencia de lipidos y presencia de vasos en los tejidos de callos de

las distintas uniones.
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Figura 5.22 Zona de ordenamiento celular
en tejido de callo de clon hibrido 1.3 en su
uni6n  con Moniqui. Tincidn con

calcofluor (Barra 50pum).

Evaluacion de la compatibilidad

Figura 5.23 Zona sin ordenamiento celular
en tejido de callo de Moniqui en su unién

con Luizet. Tincién con calcofluor (Barra

50um).

Figura 5.24 Presencia de haces vasculares en callo de clon hibrido 21.3

en su unién con Moniqui. Tincion con calcofluor (Barra 100um).
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Figura 5.25 Puntos brillantes que indican la  Figura 5.26 Acamulos de lipidos dentro
presencia de lipidos en tejido en union de  de las células (flechas) en callo del clon
callo de Moniqui con callo de clon 21.5 21.5. Tincién Auramina O (Barra 10pum).
Tincién de Auramina O (Barra 100pum).

Figura 5.27. Presencia de haces vasculares Figura 5.28. Haz vascular en callos de
en callos de Moniqui unido a calloc de Moniqui unido a Mariana. Tincién de

Mariana. Tincion de calcofluor (Barra calcofluor (Barra 10um).
100pm).
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5.3.2.3.1.-Comportamiento individual de los clones hibridos

Analizando individualmente el comportamiento de cada uno de los clones
hibridos unidos a los callos de Moniqui (Figura 5.29), se a_dvierte una
respuesta variable segun el hibrido analizado. La proliferacion celular se
evidencio en la variedad Moniqui con todos los clones haciéndose mucho
mas marcada en los clones 21.1, 21.3 y 21.5. El porcentaje de uniones con
celulas ordenadas en las muestras también presenté valores mas destacados
~en los mismos tres clones. Los haces vasculares solo se ;iiferenciaron en
Mbniqui cuando se uni6 al clon 21.3. La presencia de compuestos lipidicos
fue muy alta en el clon 21.5y alta en el 1.5 destacando frente a los demas

clones.

ot

Mo/21.3

2o / : . Mo/21.5

Mo/21.1

Jon
Pro\'\fe‘ac"o

- (o]
Ovdenam‘e“\

Lipido®

Figura 5.29 Comportamiento de Moniqui con los clones hibridos
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5.3.2.4. Parametros de compatibilidad para uniones de callo

Los parametros de ordenamiento celular y de presencia de haces vasculares
en ‘las uniones dieron resultados contradictorios entre ambos tipos de

observaciones: cortes gruesos y finos.

La proliferacion celular presentd diferencias entre las uniones compatibles
(Moniqui/Luizet) y las uniones incompatibles (Moniqui/Mariana) y entre
los clones hibridos hubo dos (21.5, 21.3) que presentaron un porcentaje
muy elevado al iglial que el testigb compatible. |
La presencia de lipidos en las células del callo mostro diferencias entre los
clones ya que hubo dos clones (1.5, 21.5) con unos porcentajes muy
elevados mayores incluso que en el testigo compatible que fue muy

superior al testigo incompatible.
5.3.2.5. Observaciones en el microscopio electrénico de barrido

Los parametros de proliferacion celular, ordenamiento celular asi como
presencia de haces vasculares en uniones de callo, pudieron ser observados
asimismo con la ayuda de un microscopio electronico de barrido. En las
observaciones realizadas con este microscopio se han presentado zonas de
crecimiento con células desordenadas (Figura 5.30) asi como también
zonas con un claro ordenamiento celular (Figura 5.31) en el mismo callo.
Se ha podido comprobar también la presencia de haces vasculares con
ordenamiento celular en la zona circundante. (Figuras 5.32 y 5.33)

pudiendo distinguirse haces de xilema con su caracteristica espiral.
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Moniqui..

Figura 5.31 Zona de ordenamiento celular en callo de clon hibrido 21.3 unido a Moniqui
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Figura 5.32 Zona de haces vasculares en callo de Moniqui unido a clon

hibrido 21.3, observandose haces de xilema (flechas).
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Foto 5.33 Zona de haces vasculares con ordenamiento celular circundante en

callo de Moniqui unido a clon hibrido 21.3.
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5.4.- Discusion

Se han establecido una serie de parametros en uniones de injertos y callos
mediante observaciones histologicas de los tejidos, para la evaluacién
temprana de compatibilidad de injerto de los clones obtenidos en el

programa de mejora.

5.4.1.-Evaluaciones en injertos

Se han evaluado unos parametros histoldgicos que podrian relacionarse con
la compatibilidad en las etapas tempranas de los injertos. Estos parametros
como son la proliferacion y ordenamiento celular y la presencia de haces
vasculares en las uniones han mostrado diferencias de comportamiento
entre las distintas uniones de los clones observadas y entre los testigos
compatible e incompatible. Los clones hibridos presentaroﬁ unos
porcentajes para dichos pardmetros similares a los de los testigos

compatibles y mayores que los clones no hibridos como promedio.

Las evaluaciones en las uniones se han efectuado al mes de realizados los
injertos, a diferencia de otros trabajos cuyos autores también efectuaron un
estudio en etapas tempranas de la unidn, pero realizando una secuenciacion
del proceso en el tiempo (Errea et al., 1994). El '_registro sistematico de los
datos observados al mes de efectuado el injerto permitié realizar una
evaluacion compafativa de'las uniones tanto entre homoinjertos como entre
la variedad Moniqui y los clones hibridos y no hibridos. Al comparar las
uniones con clones hibridos con las uniones con clones no hibridos en su
conjunto se observé que todos los parametros estudiados resultaron tener
mayores porcentajes en uniones de Moniqui cuando estuvieron injertados
sobre material hibrido, indicando un grado mayor de compatibilidad entre
Moniqui y los clones hibridos. El grado de compatibilidad entre los

materiales injertados estd en gran parte relacionado con el grado de
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afinidad genética de los mismos (Hartman er al, 1990). Esto queda
reflejado por un lado cuando se comparan las uniones de los homoinjertos
con las uniones entre heteroinjertos (Moniqui con los clones hibridos y no
hibridos); los pardmetros evaluados se mostraron siempre presentes en
mayor proporcion entre los homoinjertos. Por otro lado cuando se
consideran separadamente los injertos de Moniqui y se comparan las
uniones de esta variedad con los clones hibridos respecto a los no hibridos,
el mejor comportamiento de la variedad en lo que a parametros estudiados
se refiere se presenta con los materiales hibridos. Esto podria asociarse
entonces con una.menor distancia genética entre la variedad y los clones
hibridos ya que Moniqui particip6 en su dotacién genética como parental

masculino.

Por otra parte el andlisis por separado de cada uno de los clones hibridos
indico diferente comportamiento entre ellos que serfa justificado debido al
distinto bagaje genético de cada una de las semillas producidas por
cruzamientos interespecificos. Tres de los clones analizados (21.4, 21.6 y
22.5) pfesentaron porcentajes tan altos o mas que los homoinjertos en los

tres parametros estudiado y algo superiores al testigo incompatible Mariana

5.4.2.- Evaluaciones en callos

Las uniones de callos se han evaluado estudiando como parametros
histol6gicos la proliferacion y ordenamiento celular, y la presencia dé haces
vasculares y de lipidos en las uniones como posibles indicadores del grado
de compatibilidad de la union de una forma precoz. Estos pardametros han
mostrado diferencias de comportamiento entre las distintas uniones
observadas, comparadas con el testigo compatible (Luizet) y el testigo

incompatible (Mariana 2624), aunque algunos parametros han resultado ser
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poco definitorios por la variedad de resultados que han mostrado. En este
sentido tanto el porcentaje de uniones con proliferaéién celular como la
presencia de lipidos en los callos han presentadb unos resultado en los
clones hibridos similares a los del testigo compatible y diferentes a los del
testigo incompatible. Para estos dos parametros ha destacado un clon
hibrido (21.5) que parecid presentar un grado mayor de compatibilidad con

Moniqui

La proliferacion celular dentro de las muestras fue un parametro que
permitio observar actividad celular en los callos. Esta actividad celular, qué
fue la primera respuesta observada al mes de poner en contacto los callos y
crecer juntos im vitro, estuvo presente en todas las uniones pero fue
destacada en la union de Moniqui con los clones hibridos. En trabajos
previos (Errea et al., 2001) se ha visto, que la continua proliferacion de
células en ambas superficies de los callos permite la interpenetracion de los
tejidos incrementando la tension en la union. Esta proliferacion de células
de callo ocurre en los estados tempranos de las uniones de injertos, tanto en
combinaciones compatiblés como incompatibles (Moore y Walker, 1981 a
y b), y ocurre sin requerir una etapa previa de reconocimiento celular
(Moore, 1984a) como postula Yeoman (1984) quien condiciona el rechazo
o0 no entre tejidos a eventos de reconocimiento celular. Proliferacion celular
se dio también en nuestras uniones incompatibles aunque en una menor

proporcion.

5.4.3. Parametros indicativos de compatibilidad

La adherencia del injerto se ha considerado un parametro diferenciador a la
hora de valorar la compatibilidad de - injerto de una forma temprana,

considerandose un parametro que va ligado a la compatibilidad de alguna
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manera. Moore y Walker (1981 a, b) observaron en uniones incompatibles
la presencia de una capa necrética en la interfase de la union que se
engrosaba y en ninglin momento se rompia para permitir el contacto celular
entre las dos partes del injerto. En las uniones compatibles en cambio, la
capa necrotica que aparecia eomo consecuencia de la herida que se produce
al injertar, era fragmentada por células de callo permitiendo un contacto
directo entre células. La mayor adherencia en las uniones compatibles
- probablemente estd asociada a una mayor proliferacion celular que se

produce en estas uniones.

La proliferacion celular o porcentaje de células parenquimaticas de
reciente formacion fue observada tanto en injertos como en callos. Ambos
métodos indicaron que este parametro puede ser considerado un indicador
de la compatibilidad. Tanto en uniones compatibles como’incompatibles
hay apaﬁcic’m de células de callo en la zona de interfase del injerto (Moore
y Walker, 1981 a y b), sin embafgo, exisfen diferencias en el nivel de
diferenciacién de los callos producidos. La diferenciacion de cambium, en
las uniones incompatibles se extiende menos que en uniones compatibles y
ademds permanece callo indiferenciado que se transforma en tejido

parenquimatoso (Errea et al., 1994).

El ordenamiento celular como paso previo a la diferenciacién de cambium
sin embargo no fue un parametro definitivo. No se observé en injerto sino
unicamente en callo y present6 resultados contradictorios en los dos tipos
de cortes que se estudiaron. La formacién de nuevo cambium a partir de
células ordenadas es el paso previo a la aparicién de conexiones vasculares
(Errea et al., 1994; Hartmann et al., 1990). Dichas conexiones podrian ser
- indicadores de compatibilidad. Sin embargo en las muestras observadas,

tanto el porcentaje de ordenamiento .celular, como las conexiones
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vasculares, estuvieron presentes en las uniones de callo de Moniqui con
Mariana, de conocida incompatibilidad, y en las uniones de Moniqui con el

material no hibrido, aunque de una forma irregular.

La proliferacién de tejido vascular en los injertos fue también un
parametro que presentd valores diferentes e indicativos de la
compatibilidad. Sin embargo el elevado porcentaje de haces vasculares
encontrados en las uniones de Mariana con Moniqui, unidén considerada
como testigo incompatible, reafirma el hecho de que una unién que fracasa
puede presentar inicialmente una continuidad vascular entre las partes del
injerto (Hartman et al., 1990; Mosse, 1962) demostrando que el
esfablecimiento de continuidad vascular entre yema y patréon no es critico
en la formacion de una unién exitosa y mucho menos en la compatibilidad
o incompatibilidad de los tejidos que intervienen (Moore, 1984). En el
género Prunus también se hallaron conexiones vasculares en uniones
consideradas incompatibles (Errea et al., 1994) donde estas conexiones
vasculares se establecieron en el mismo momento y de forma similar tanto
en uniones compatibles como en incompatibles. Ademads, en las uniones de
callo los resultados de presencia de haces vasculares no parecen indicar que
sea un buen parametro ya que se obtuvieron diferentes resultados\ %{)5
cortes grueso y finos presentando en este ultimo caso ademds una alta
presencia en los injertos incompatibles. La observacion de éste parametro
en cortes pudo contribuir a sus resultados contradictorios, ya que la
presencia de haces se da en una zona mas localizada del callo que la
proliferacion celular o la presencia de lipidos, y pudo no estar incluida en

los cortes observados.

La presencia de lipidos observada en uniones de callo presenta una clara

distribucion diferenciada entre las uniones compatibles e incompatibles.
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Hubo dos clones destacados entre el material hibrido que presentaron unos
valores muy elevados de lipidos. La compatibilidad se relacioné en nuestro
estudio con la presencia de lipidos en los tejidos de callo. En el material
-estudiado los lipidos no pudieron diferenciarse en su concreta situacion
celular ya que los cortes finos de 30um de espesor no permitieron
distinguir con claridad en muchos casos la situacién de los lipidos dentro y
fuera de la célula. Trabajos anteriores (Errea ef al., 2001) establecieron una
diferencia en la cantidad y la distribucion de compuestos. lipidicos
encontrados entre las uniones compatibles y las incompatibles diferente a la
encontrada aqui. La diferencia radica en que estos compuestos estan
presentes en todo el citoplasma celular en las combinaciones compatibles,
mientras que en las incompatibles se encuentran en vesiculas en la célula.
Por otro lado las observaciénes de la presencia de lipidos en nuestro trabajo
se realiz6 en muestras fijadas por congelacién, lo que evit6 el lavado de
componentes lipidicos que se produce en la fijacion del material por
métodos quimicos y su posterior inclusién en parafinas o resinas. Esto ha
llevado a la observacion de diferentes resultados con respecto a la presencia
de lipidos en relacion con la compatibilidad ya que, en nuestro caso, los

lipidos se han asociado a las uniones compatibles

Dadas las caracteristicas propias al desarrollo de las plantas y su estado de
crecimiento no pudieron evaluarse 105 mismos clones en injertos que en
callos, como asi tampoco cuando se evaluaron callos no pudieron usarse los
mismos clones para los cdt_‘tes a mano y en criotomo existiendo solo dos
concordancias (clones 1.3 y 1.5) tinicamente, impidiendo contrastar todos
los resultados obtenidos. Por otra parte serfa deseable la evaluacién de un
mayor numero de clones hibridos. Las evaluaciones han permitido no

obstantedetectar 4 clones hibridos (214, 21.5, 21.6 y 22.5) que mostraron
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tempranamente, y para los indicadores considerados, una mayor afinidad de

compatibilidad con la variedad en estudio.

El método utilizado aqui nos ha permitido, en fases tempranas, identificar 4
clones por su mayor compatibilidad, aunque este hecho debera luego
confirmarse en campo. Estos clones quedarian de esta forma
preseleccionados para comenzar las siguiente.s fases de seleccion del patrén
como serdn su adapfacién al suelo o al medio ambiente, tanto por su
tolerancia a factores abidticos, como la clorosis férrica o asfixia radicular,

como a factores bidticos, como plagas e infecciones.
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Discusion
6.- Discusion General

Los resultados descritos en esta memoria indican claramente que la
“obtencién de un patrén alternativo al franco para albaricoquero puede ser
favorecida utilizando una combinacion de métodos convencionales
apoyados con técnicas avanzadas. De esta forma se combina la creacién de
variabilidad por cruzamientos interespecificos con diversas técnicas: el
rescate de embriones mediante técnicas de cultivo in vitro, la
micropropagacion de los nuevos clones, la caracterizacion molecular de los
hibridos mediante tests de paternidad basados en marcadores moleculares
(microsatélites), y la deteccion precoz de la incompatibilidad de injerto con
técnicas histologicas e histoquimicas. Con este equipamiento metodologico
se ha abordado un esquema tradicional en un programa de mejora de
patrones pero en un espacio de tiempo reducido: obtencion de variabilidad,
multiplicacion de la descendencia, caracterizacion de su caracter hibrido y
evaluacion de su comportamiento agronomico. En este trabajo se han
desarrollado las fases de este esquema con el fin de comprobar
posteriormente, en condiciones de campo, los caracteres agronomicos de

las selecciones obtenidas.
6.1. De los cruzamientos interespecificos a la plantula in vitro

Se han efectuado cruzamientos entre el ciruelo Mirobolén y el
albaricoquero Moniqui con la finalidad de lograr plantas con caracteristicas
adecuadas de adaptacion al ambiente (que proporcionaria Mirobolén) y de
compatibilidad al injerto (que proporcionaria Moniqui) para ser utilizadas
como portainjertos de la variedad de albaricoquero Moniqui y de los que
hay una carencia en la actualidad. Siendo éste un cruzamiento lejano es

poco probable que se encuentren en la naturaleza combinaciones de esos
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genotipos que puedan ser seleccionados, por lo que el trabajo planteado
tiene un gran interés, aunque es facil predecir la existencia de problemas
para conseguir descendencia. Se ha descrito un hibrido natural (P. x
dasycarpa) que- tiene caracteristicas similares a los hibridos entre P.

cerasifera’y P armeniaca pero es muy poco frecuente (Byrne, 1993).

En los cruzamientos efectuados aqui se ha encontrado la posible presencia
de barreras pre- y postzigdticas que impiden una adecuada fecundacion del
6vulo o un adecuado crecimiento del embrién, obteniendo un bajo
porcentaje de cuajado. Efectivamente, una serie de mecanismos impedirian
una adecuada fecundacion entre especies, manteniendo el aislamiento
reproductivo (Perez y' Moore, 1985). Asi mismo, las interacciones que se
establecen entre el polen y el pistilo también se ven alteradas cuando se .
trata de cruzamientos interespecificos (Layne y Sherman, 1986), y si la
fecundacién toma lugar podrian existir barreras de postfecundacion
relacionadas con un incompleto desarrollo del embrion por

incompatibilidades genéticas (Ramming, 1990).

La utilizacidon de técnicas de cultivo in vifro de embriones inmaduros ha
permitido, en esta tesis, la obtencién de plantas a partir de embriones
inmaduros o con un desarrollo incompleto. Los altos porcentajes de
germinacion obtenidos, incluso con embriones de pequefio tamafio, ponen
de nianiﬁesto, por un lado, la efectividad del método, y por el otro la
importancia de optimizar las condiciones de cultivo y de estratificacion. El
medio de cultivo empleado aqui (Chée y Pool, 1987) ha sido utilizado
previamente con éxito con embriones de Prunus (Burgos y Ledbetter,
1993; Emershad y Ramming, 1994; Arbeloa et al., 2000), sin embargo, a
pesar de que se han utilizado con éxito una gama de temperaturas de

estratificacion entre 0 y 5 °C (Burgos y Ledbetter, 1993; Bassi e Infante,

206



Discusion

1994; Chaparro y Sherman, 1994; Ledbetter ez al., 1998), en nuestro
trabajo, los embriones tuvieron una mejor germinacién a 4°C frente a 0°C,
con un adelanto en la fecha de germinaciéon y obteniendo un mayor

porcentaje de germinacién.

La mortalidad de las plantulas hibridas, una vez germinadas y en
crecimiento activo, se ha considerado un mecanismo de aislamiento
reproductivo que depende del genotipo y también de la temperatura de
cultivo (Yamada et al., 2000, 2001; Mino ef al., 2002). En nuestro caso se
produjo una muerte sibita en un bajo porcentaje de plantas de un modo
similar al descrito por Mino et al. (2002) cuando eran pasadas a
condiciones ambientales diferentes a' las de germinacion, con luz y
temperatura adecuadas al crecimiento en camara de cultivo. El porcentaje
ha sido superior cuando ha participado en los cruzamientos un parental
masculino concreto (Moniqui), indicando que podia deberse a una

interaccion entre los genes de los dos parentales (Pikersgill, 2001)

El método de multiplicacion adoptado ha resultado eficaz y ha permitido
micropropagar la gran mayoria de los clones obtenidos. Las plantulas
germinadas in vitro crecieron y germinaron adecuadamente en el medio de
cultivo, obteniendo gran cantidad de plantulas que provenian de los
distintos cruzamientos. Las tasas de multiplicacion mostraron variacion
entre clones y entre los diferentes subcultivos efectuados, como ya ha sido
descrito (Hartman et al., 1990), situandose la mayoria dentro de un rango

(1-5) que consideramos normal en la propagacion por yemas axilares.

Tanto el enraizamiento como la aclimatacion fue satisfactoria siguiendo los
métodos descritos previamente (Marin, 1993), proporcionando plantas

homogéneas adecuadas para su caracterizacion y para la evaluacion de la
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compatibilidad de injerto. La aplicacién de la micropropagacion junto al
rescate y cultivo de embriones in vitro ha proporcionado plantas dispuestas
para su evaluacion mucho antes que aplicando técnicas convencionales de

germinacién y propagacion.

6.2. La caracterizacion precoz de los clones obtenidos ayuda a

seleccionar clones hibridos y con mayor compatibilidad de injerto

La caracterizacion morfologica siguiendo las fichas UPOV requiere plantas
en crecimiento en campo en condiciones y edad controladas. La
identificacion de hibridos puede resultar asimismo complicada si se basa
Unicamente en caracteres morfoldgicos. Para acelerar esta identificacion se
ha utilizado un test de paternidad basado en marcadores moleculares de
tipo microsatélite. Estos marcadores han sido ya puestos a punto en |
Mirobolén y albaricoquero (Hormaza, 2002; Wiinsch y Hormaza, 2002b), y-

se han adaptado a nuestro material seleccionando 3 pares de microsatélites
que identificaban a los parentales utilizados en los cruzamientos, y por lo
tanto a sus hibridos. EI método es muy conveniente, ya que precisa una
cantidad de material muy pequeiia (0,05 g), por lo que no es destructivo, y
es rapido (pocos dias). Los resultados obtenidos hasta ahora han mostrado,
sorprendentemente, que el nimero de clones hibridos ha sido muy inferior
al de clones analizados (s6lo un 37%), indicando que una gran parte de los
embriones obtenidos provenian de polinizaciones accidentales. Los
cruzamientos dirigidos, siguiendo el método clasico en frutales, se realizan
en flores emasculadas en las que la eliminacion de la corola y los estambres
impide la polinizacion por las visitas de insectos polinizadores y la
autopolinizacion (Free, 1964), por lo que el polen aplicado al estigma es,
tedricamente, el Gnico presente. Sin (m1bérgo, hemos comprob'ado que una

pequefia parte de las flores emasculadas y dejadas sin polinizar han
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formado frutos que deben provenir necesariamente de polinizaciones
accidentales (Visser y Verhaegh, 1980), bien por el aire o por gravedad,
presentado un cuajado de frutos que ha sido muy bajo y similar al obtenido
de clones no hibridos, si relacionamos el niimero de estos clones con el
ntmero de flores polinizadas. Dado qué las barreras pre- y postzigéticas en
los hibridos son importantes con parentales alejados (Perez y Moore,1985),
el éxito en la fecundacion y en el crecimiento del embrion es escaso, por lo
que el cuajado de hibridos es muy bajo, y esto explica que finalmente el
numero de embriones no hibridos haya sido superior al de embriones

hibridos.

La caractérizacic’m por marcadores moleculares se ha mostrado una técnica
muy conveniente en el trabajo con cruzamientos interespecificos cuyos
resultados se han correspondido con los de la caracterizacion morfolégica,
encontrando caracteres del parental masculino (como la forma de la hoja y
la vellosidad del fruto entre otros) en los hibridos, pero no en los no
- hibridos. En futuros trabajos es aconsejable la utilizacion del test de
paternidad en etapas iniciales del trabajo, incluso tomando muestras de los
cotiledones, lo que permi‘tiré eliminar los escapes y reducir enormemente el

trabajo posterior.

La identificacion de los clones hibridos con marcadores moleculares ha
permitido la evaluacién de su compatibilidad, comparada con la de los
clones no hibridos. Aunque se ha encontrado variabilidad dentro de los
grupos, que es explicable por estar formados por genotipos diferentes, el
comportamiento de ambos ha sido claramente diferenciado, indicando el

efecto positivo de la aportacion genética del parental masculino en los

hibridos.
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La evaluacion precoz de la compatibilidad de injerto ha sido planteada con
el fin de identificar, en una etapa temprana de la seleccion, aquellos clones
mas compatibles con Moniqui, de manera que la evaluacion final en campo

pueda realizarse con un menor niimero de clones.

Se han utilizado dos métodos adaptados a nuestro material a partir de los
descritos anteriormente que utilizan, bien injertos de la variedad sobre
patrones cultivados en maceta (Errea ef al., 1994), bien uniones de tejidos
de callo de la variedad y del patrén in vitro (Errea et al., 2001). En ambos
casos se examiné la zona de la unién unas pocas semanas después de
realizado el injerto o unién. Una muestra de los clones obtenidos, adaptada

a la disponibilidad de material y de tiempo, ha sido estudiada.

Tres de los pardmetros evaluados: la adherencia entre la variedad y el

patron; la proliferacion celular de nuevo parénquima y la presencia de

lipidos en las células de la zona de la union, han diferenciado claramente el
compoﬁamiento al injerto de los testigos compatibles e incompatibles por
lo que se hanr considerado apropiados para evaluar clones de
“comportamiento desconocido, tanto utilizando la técnica del injerto en

maceta, como la unién de tejidos de callo in vitro.

Cuatro clones hibridos han mostrado un comportamiento, respecto a estos
parametros, mas compatible al injerto con Moniqui que el resto de clones
hibridos y no hibridos, asemejandose a los testigos compatibles y
mejorando el comportamiento de los testigos incompatibles. Esto permitira
concentrar esfuerzos en los clones mas compatibles al realizar Ia
evaluacion agronomica en campo. Por otra parte, la evaluacion del resto de
los clones hibridos se limitard a los paraimetrbs mas relacionados con la

compatibilidad.
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Discusion

Estos resultados han mostrado las ventajas de apoyar la mejora de nuevos
patrones con técnicas avanzadas que permitan realizar una seleccion precoz

y hacer mas eficaz y corta la seleccion de los clones de mas interes.
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7.- Conclusiones

En los cruzamientos efectuados  entre el ciruelo Miroboldn y el
albaricoquero Moniqui se ha obtenido un bajo cuajado de frutos. Un
porcentaje de las semillas presenta un desarrollo del embridn incompleto

debido a barreras de incompatibilidad de los cruzamientos interespecificos.

La utilizacién de técnicas de cultivo in vitro de embriones inmaduros ha
permitido la obtencion eficaz de plantas a partir de embriones inmaduros o
con un desarrollo incompleto. Los altos porcéntajes de germinacion
obtenidos, incluso con embriones de pequefio tamafio, ponen de manifiesto

la adecuacion del método.

Se ha puesto de manifiesto igualmente la importancia de optimizar las
condiciones de cultivo y de estratificacion. La temperatura de
estratificacion ha influido notablemente en la germinacion de los
embriones, adelantando la germinacioén con un mayor porcentaje cuando se

estratificaron a 4°C frente a 0°C.

La muerte stbita de plantulas, producida en un pequefio porcentaje, ha
mostrado una dependencia genética y ambiental, que puede estar
relacionada con una interaccion entre los genes de los dos parentales

asociada al aislamiento reproductivo de las especies.

La aplicacion de la micropropagacion junto al rescate y cultivo de
embriones in vitro ha proporcionado plantas dispuestas para su evaluacion
en un tiempo mucho menor que aplicando técnicas convencionales de

germinacion y propagacion.



Conclusiones

El bajo cuajado obtenido en los cruzamientos interespecificos hace
necesario el uso temprano de un test de paternidad para detectar los
posibles escapes debidos a polinizaciones accidentales, que aunque bajos,

pueden ser importantes en relacion con el cuajado de embriones hibridos.

Los tests de paternidad basados en microsatélites han sido eficaces y
permiten simplificar la seleccion de la descendencia mediante la
caracterizacion de los embriones obtenidos en las etapas iniciales. Se han
identificado tres pares de microsatélites que permiten reconocer el cardcter

hibrido de la descendencia de forma inequivoca.

La utilizacion de las técnicas de deteccion precoz de la compatibilidad de
injerto ha reducido enormemente la duracion de los estudios, identificando
tres caracteres que permiten ~distinguir los testigos compatibles e

incompatibles.

Mediante el estudio de injertos y de uniones de tejidos de callo se han
preseleccionado cuatro - clones hibridos que se asemejan en su
comportamiento a los testigos compatibles sugiriendo una mayor

compatibilidad de injerto con variedades exigentes como Moniqui.

La obtencion de un patrén alternativo al franco para albaricoquero puede
ser -optimizada utilizando una combinacién de métodos convencionales
junto con la utilizaciéon de técnicas avanzadas lo que ha permitido una
mayor obtencion de plantas asi como una seleccion precoz de los clones

obtenidos.
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