SESION 3. ASPECTOS RELACIONADOS CON EL RENDIMIENTO

EXPRESION DIFERENCIAL DE LA AUTO-COMPATIBILIDAD
EN ELALMENDRO

A. Fernandez-Marti, J.M. Alonso, O. Kodad y R. Socias i Company

Unidad de Fruticultura, Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragon, (CITA),
Avenida Montafiana 930, 50059 Zaragoza

Palabras clave: Prunus amygdalus, auto-(in) compatibilidad, locus S.

Resumen

El almendro presenta una auto-incompatibilidad (AI) gametofitica, controlada por el
locus S que contiene los genes que definen la especifidad del polen y del pistilo. Sin em-
bargo, su interaccién no estd totalmente determinada. El estudio durante tres afios del
crecimiento de los tubos polinicos de 90 individuos del cruzamiento ‘Vivot’ (S,, Sz,,) x
‘Blanquerna’ (S84,,) mostré un comportamiento inesperado de la auto-compatibilidad
(AC) en la mayoria de los descendientes. Los zimogramas obtenidos de las RNasas esti-
lares asi como los productos PCR han permitido determinar que el 100% de los individuos
presentan un genotipo AC, pero la expresiéon del alelo S;no ha sido siempre la misma,
como muestra el fenotipo Al presente en muchas plantas con genotipo AC, por lo puede
haber una expresion diferencial del alelo Sf.

INTRODUCCION

La mejora genética del almendro persigue la obtencion de cultivares autdgamos y de flora-
cion tardia para resolver los problemas de produccion de esta especie predominantemente Al. El
sistema de incompatibilidad del almendro es de tipo gametofitico, controlado por una serie de
alelos en un solo locus, el locus S. Este locus estd compuesto por dos genes, uno de actividad en
el polen y otro en el pistilo. Las proteinas estilares S se han identificado como glicoproteinas con
actividad ribonucleasa (S-RNasas), pero los cultivares AC, poseedoras del alelo Sg; carecen de
esta actividad (Boskovi¢ et al., 1997). Los genes del polen, llamados genes F-box, se han deter-
minado recientemente, se han caracterizado y ligado al gen del pistilo, la S-RNasa.

Al observar el crecimiento del tubo polinico después de la auto-polinizacién en un grupo de
descendientes del cruzamiento ‘Vivot’ (S,, Sf/ao) x ‘Blanquerna’ (S&84,), se encontr6 un ines-
perado fenotipo incompatible en la mayoria de los individuos. Por eIﬁ), el objetivo de este es-
tudio ha sido determinar las causas de este extrafio comportamiento usando técnicas moleculares
(NEpGHE y PCR).

MATERIAL Y METODOS

Se han estudiado 90 plantones de la familia ‘Blanquerna’ x. “Vivot’. ‘Blanquerna’ (parental fe-
menino) procede de una polinizacion libre de ‘Genco’ y ‘Vivot’ (parental masculino) es un culti-
var tradicional de Mallorca. Durante tres aflos consecutivos se realizo la observacion microscopica
del crecimiento de los tubos polinicos seguin Socias i Company (1979). Se estudi6 el cuajado me-
diante el embolsamiento de ramas con un minimo de 100 yemas florales para determinar la au-
togamia de los individuos y de los parentales, mediante el conteo de frutos 3 meses después de la
floracion. La actividad ribonucelasa se estudié mediante la técnica NEpHGE (Boskovi¢ et al.,
1997). E1 DNA geno6mico de los individuos fue amplificado por PCR usando cebadores especi-
ficos (SfF/SfR y 5,;F/5,;R) y genéricos (PaConsIF/PaConslIR y PaConsIF/EMPCRconsRD).

187



ACTAS DE HORTICULTURA N° 51

RESULTADOS Y DISCUSION

El crecimiento de los tubos polinicos confirmoé la Al de “Vivot’, ya que se detenian en el se-
gundo tercio del estilo, mientras que en ‘Blanquerna’ llegaban hasta la base del ovario. Sin em-
bargo, s6lo un 15% de los descendientes presentaron tubos polinicos en el ovario. Los embolsados
confirmaron también la Al de “Vivot’, mientras que ‘Blanquerna’ fue altamente autégama.

Aunque la presencia del alelo Sese ha relacionado siempre con la ausencia de actividad ri-
bonucleasa (no presencia de banda}fen las determinaciones NEpHGE, los zymogramas de todos
los individuos mostraron dos bandas, con dos diferentes patrones, incluso en los que solamente
una, o ninguna banda, debia aparecer. Los patrones de bandas eran idénticos en un 55% al ob-
tenido en ‘Blanquerna’ y en un 45% al obtenido en “Vivot’.

Los resultados obtenidos por PCR mostraron en ‘Vivot® dos bandas diferentes, una el posi-
ble Sry la otra S,,. En ‘Blanquerna’ solo se identificé una banda, correspondiente a Sz La pre-
sencia del alelo S¢fue confirmada en todos los 90 individuos, pero sélo en 45 fue posible
identificar dos bandas, asumiendo que el resto eran homocigotos SC. Estos resultados con-
cuerdan con los obtenidos por NEpHGE.

Los alelos de “Vivot’ y ‘Blanquerna’ se han secuenciado parcialmente, pero de momento no
es posible determinar si poseen el alelo Sro el nuevo alelo S,, identificado por BoSkovic¢ et al.
(2007). Para ello se prosigue en la determinacion de todos los haplotipos de nuestros individuos.
El nuevo alelo S;, se ha citado como un nuevo alelo Al, amplificado igualmente con el ceba-
dor especifico Sﬁ y con actividad ribonucleasa, diferente del Syde ‘“Tuono’ en la substitucion
de un amino 4cido en la regiéon C2. Sin embargo, aunque ‘Vivot’ tuviese el genotipo S,,S,; ¥
‘Blanquerna’ SfS30, siguiendo una distribucion mendeliana, el 50% de los individuos deberian
presentar un fénotipo AC, contrario al observado en el 15% de los descendientes. Por ello, es
evidente la necesidad de seguir trabajando en este extraflo comportamiento y estudiar mas a
fondo el mecanismo de incompatibilidad en el género Prunus.
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