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RESUMEN

La utilizacion de los genotipos S de auto-incompatibilidad en la mejora genética
del almendro para autocompatibilidad es una herramienta muy dtil, ya que mediante el
disefio de los cruzamientos se pueden obtener descendencias 100% autocompatibles,
empleando un parental masculino autocompatible y un parental femenino que posea un
alelo en comdn con él. Por lo tanto, la eleccion adecuada del sentido de cruzamiento es
fundamental para obtener descendencias autocompatibles. En este trabajo se presentan
los resultados de dos cruzamientos entre cultivares que poseen un alelo S, en comiin,
siendo uno de los parentales autocompatible. Se comparan los resultados de autocom-
patibilidad obtenidos en individuos derivados de los cruzamientos *“Masbovera’ (§,S,) x
‘Genco’ (S,Sf) y 'Falsa Barese’ (S,Sf) x ‘Desmayo Largueta’ (S ,S5). De cada cruzamien-
to, 31 y 54 individuos respectivamente fueron embolsados en campo en la época de flo-
racion para determinar el porcentaje de cuajado de frutos posterior a su autopoliniza-
cion. Todos los individuos fueron también analizados en laboratorio para ribonucleasas
estilares y los zimogramas obtenidos fueron interpretados. Los resultados de campo
mostraron que cerca de un 100% de los individuos del cruzamiento ‘“Masbovera’ x
‘Genco’ son autocompatibles tal y como estaba previsto, y sélo alrededor de un 50% de
los individuos del cruzamiento ‘Falsa Barese’ x ‘Desmayo Largueta’ son autocompati-
bles. Las protefnas estilares fueron extraidas y separadas electroforéticamente mediante
electro-enfoque en gradiente de pH no equilibrado, y los geles de poliacrilamida fueron
tefiidos para actividad ribonucleasa, revelando que todos los individuos del cruzamiento
‘Masbovera’ x ‘Genco’ y alrededor de un 50% de los individuos del cruzamiento ‘Falsa
Barese’ x ‘Desmayo Largueta’ poseen el alelo Sj. Aunque ambas progenies dieron des-
cendientes autocompatibles, el disefio apropiado del sentido de cruzamiento y la elec-
cion de los parentales doblan la obtencién de individuos autocompatibles.

Palabras clave: Almendro, Prunus dulcis, Autocompatibilidad, Mejora, Alelos S,
Cuajado, Electroforesis, Ribonucleasas.

SUMMARY
CROSS DESIGN FOR SELF-COMPATIBILITY IN ALMOND BREEDING USING
STYLAR RIBONUCLEASES

The use of the incompatibility § genotype in almond breeding for self-compatibility
is an useful too) as 100% of self-compatible seedlings can be obtained by cross design,
using the self-compatible parent as male and having the female parent one allele in com-
mon. Thus choosing the crossing side is essential to raise all self-compatible seedlings. In
this work the results of two crosses between cultivars having one §, allele in common and
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being one of the parents self-compatible are reported. Resuits of self-compatibility in
seedlings derived from these crosses, ‘Masbovera’ (S,5,) x ‘Genco' ('S,S/) and 'Falsa Bare-
se’ (S,Sf) x ‘Desmayo Largueta’ (S,S;), are compared. Thirty-one and 54 seedlings from
each cross respectively were bagged in the field at flowering time to determine fruit set
after selfing. All the seedlings were also analysed in the laboratory for stylar ribonucleases
and zymograms were observed. Field results showed that almost 100% of the seedlings
derived from ‘Masbovera’ x ‘Genco’ are self-compatible as predicted and only about 50%
of the seedlings derived from the cross ‘Falsa Barese’ x ‘Desmayo Largueta’ are self-com-
patible. Stylar protein were extracted and separated electrophoretically using non-equili-
brium pH gradient electrofocusing (NEPHGE), and the polyacrylamide gels stained for
ribonuclease activity revealing that all seedlings from ‘Masbovera’ x *Genco’ carry the S,
allele and only about the 50% of the seedlings from ‘Falsa Barese’ x ‘Desmayo Largueta’
are carrying the S, allele. Both progenies gave self-compatible seedlings although cross
design could improve by doubling their yield choosing suitable parental combinations.

Key words: Almond, Prunus dulcis, Self-compatibility, Breeding, S alleles, Fruit set,
Electrophoresis, Ribonucleases.
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Introduccion

El almendro es una especie auto-incompa-
tible y el programa de mejora genética del
IRTA tiene como objetivo obtener cultivares
autocompatibles con un buen nivel de autoga-
mia (VARGAS et al., 1998). De esta forma, las
nuevas plantaciones no requeririan dos o mas
cultivares con época de floracion coincidente,
se reduciria la dependencia en las abejas para
asegurar la cosecha y la recoleccion se veria
facilitada al asegurar la misma época de
maduracion y el mismo tipo de almendra. En
el género Prunus, la autocompatibilidad es
controlada por el gen multialélico S con
expresion gametofitica (CRANE y BROWN,
1937; CRANE y LAWRENCE, 1947; LEWIS y
CROWE, 1954). Una seleccién de almendro
comercialmente interesante deberia disponer
de un porcentaje de cuajado de frutos y una
calidad de fruto similares después de auto o
inter-polinizacién (KESTER y ASAy, 1975).
Como el alelo compatible (Sf) es dominante
sobre los otros, la descendencia puede here-
dar la autocompatibilidad (Socias 1 COMPANY
y FELIPE, 1977; GRASSELLY et al., 1981).

Desde 1993 los cruzamientos de almendro
en el IRTA Mas Bové se planifican conside-
rando los genotipos S de los parentales. Utili-
zando la informacién obtenida por el andlisis
de las RNasas estilares sobre el genotipo S de
los parentales es posible disenar cruzamien-
tos para obtener toda la descendencia auto-
compatible (BATLLE et al., 1997).

Se han analizado las RNasas estilares de
los individuos de dos progenies derivadas
de parentales con un alelo en comdn, de las
cuales una segrega para autocompatibilidad,
y se han comparado los resultados con el
porcentaje de cuajado posterior al embolsa-
miento para la identificacién de individuos
autocompatibles.

Materiales y métodos

Se han estudiado dos progenies derivadas
de cruzamientos semicompatibles realiza-
dos en el IRTA Mas Bové. El cruzamiento
‘Falsa Barese’ (S,S_'[) x ‘Desmayo Largueta’
(S,S5) se realizo en 1993 desconociendo los
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genotipos S de los parentales y dio 54 indi-
viduos, de los cuales la mitad deberfan ser
autocompatibles. El cruzamiento *Masbove-
ra’ (5,5, x ‘Genco’ (S,Sf), realizado en
1997 conociendo los genotipos S de los
parentales, dio 31 individuos, los cuales
deberian ser autocompatibles.

La evaluacion en campo de los indivi-
duos para la autocompatibilidad se realizd
durante dos afos (2000 y 2001). Para la
familia ‘Falsa Barese” x ‘Desmayo Largue-
ta’ existe informacion adicional de cuajado
de frutos de los 3 anos anteriores (1997-
1999). Para la familia ‘Masbovera’ x
‘Genco’ s6lo 4 individuos disponian de
datos de cuajado en campo de dos anos.
Para evaluar la autocompatibilidad en
campo, se embolsaron como minimo 100
flores por individuo. El conteo de frutos
cuajados se realizé 40 dias después de la
plena floracién y antes de la caida natural de
frutos (GRASSELLY et al., 1981). Aquellos
individuos que mostraron un porcentaje de
cuajado superior al 4% se consideraron
autocompatibles en campo. Este nivel de
cuajado estd normalmente aceptado en la
mayoria de programas de mejora de almen-
dro, siendo dependiente de las condiciones
climdticas.

Todos los individuos de ambas familias
fueron analizados para actividad ribonucleasa
para conocer su genotipo S. De las flores reco-
gidas en estado D, se cortaron los estilos,
incluyendo los estigmas. También se recogie-
ron |os estilos de los parentales. Para la extrac-
cién de proteinas estilares se siguid el método
establecido por BoSkoviC et al. (1997).

Las proteinas estilares se separaron elec-
troforéticamente en geles verticales de polia-
crilamida (aparato de electroforesis CBS,
DASG-400). La separacién electroforética
siguid las condiciones NEPHGE descritas
por BoSkovIC et al. (1997 y 1999), y com-

prendian Th a [50 V, 2h a 300 V y 2h a 400
V. La tincién de los geles para actividad
ribonucleasa siguié BoSkoviC et al. (1997).
Los alelos de incompatibilidad se asociaron
a las bandas principales visibles en los
zimogramas.

Resultados

Evaluacioén en campo de la
autocompatibilidad: Cuajado de frutos

Para la familia ‘Falsa Barese’ x ‘Desma-
yo Largueta’, 33 de los 54 individuos anali-
zados (61,1%) se consideraron autocompa-
tibles en campo (cuadro 1). El porcentaje de
cuajado de 32 individuos autocompatibles
fue superior al 8%, valor que podria ser con-
siderado como umbral de un bajo nivel de
autogamia. Unicamente un individuo mos-
tré un nivel de cuajado cercano al 4%. De
los individuos restantes, 21 (38,8%) presen-
taron un cuajado inferior al 4%, y 4 de ellos
manifestaron un porcentaje inferior al 3%.
Las diferencias entre los ratios esperados y
los observados en campo no fueron signifi-
cativas con p > 0,05 (> = 1.5. | gl.

Para la familia ‘Masbovera’” x ‘Genco’,
se calcularon los porcentajes de cuajado de
frutos en los 31 individuos (cuadro |). Aun-
que todos los individuos deberfan ser auto-
compatibles. 2 de ellos se comportaron
como auto-incompatibles en campo. Sin
embargo, dichos individuos sélo disponian
de datos de campo del ano 2001, y en ese
afio se produjeron heladas durante la época
de floracion (4 horas registradas a menos de
0 °C), que afectaron a las yemas de flor.
Todos los individuos mostraron mds de un
49 de cuajado en el afio 2000, por lo que se
consideraron todos autocompatibles tal y
como se esperaba. El porcentaje de cuajado
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Cuadro 1. Resultados de cuajado en campo de las familias ‘Falsa Barese™ x ‘Desmayo
Largueta’ y ‘Masbovera’ x ‘Genco’ obtenidas en el [IRTA Mas Bové
Tuble 1. Field results of fruit set for ‘Falsa Barese’ x ‘Desmayo Largueta’ and ‘Masbovera’
x ‘Genco’ progenies raised at IRTA Mas Bové

Individuos Individuos
Ntmero Autocompatibles Auto-incompatibles %>
Cruzamiento individuos (Niimero y %) (Nimero y %) (gl
Observados Esperados Observados Esperados

‘Falsa Barese’” x

*D. Largueta’ 54 33%(61,1%) 27 (50%) 21 (38.8%) 27 (50%) 1,50
‘Masbovera’ x

"Genceo’ 31 29 (93.5%) 31 (100%) 2(64%) 0 (0%) -

() incluye los dos individuos determinados como S,S_f.

Se especifica el nimero de individuos observados en cada clase (autocompatibles y auto-incompatibles)
y el porcentaje correspondiente sobre el total de individuos. Los ratios observados para la familia segre-
gante ‘Falsa Barese™ x *D. Largueta’ no son significativamente diferentes a los esperados con P = 0.05.

de los 29 individuos autocompatibles fue  Evaluacién de la autocompatibilidad en
superior al 6%, siendo en 27 de ellos supe-  laboratorio: RNasas estilares
rior al 8%. Sin embargo, la mayoria de estos

29 individuos (48,2%) manifestaron un Las ﬁguras 1 y 2 muestran los Zimogl'a_
nivel de autogamia medio (entre el 10y el mas de algunos individuos de las dos fami-
20% de cuajado). lias analizadas. En el centro de los geles se
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Figura 1. Segregacion de ribonucleasas estilares en la familia "Falsa Barese’ (§,5)) x "Desmayo Lar-
gueta’ (§,5;). Ambos parentales son escaleras representando los alelos S, y S;. Los genotipos de la
descendencia son S5y 55, La actividad RNasa se aprecia después de aplicar las condiciones de
migracion NEPHGE y del revelado.
Figure 1. Segregation of the stylar ribonucleases in the almond progeny “Falsa Barese'(S|S)) v 'Des-

mavo Largueta’ (S,Ss). Both parents are ladders representing S, and Sq alleles. Seedling genotvpes are
S,Ss and SS,. RNase activity is shown after running NEPHGE migration conditions and staining.
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Figura 2. Segregacion de ribonucleasas estilares en la familia *‘Masbovera™ (S,S,) x *Genco’ (S,Sf).
Ambos parentales son escaleras representando los alelos S, y S,. Los genotipos de la descendencia
son 5,5,y §,5,. La actividad RNasa se aprecia después de aplicar las condiciones de migracion
NEPHGE y del revelado.

Figure 2. Segregarion of stvlar ribonucleases in the almond progeny *“Masbovera'(S,Sy) x *Genco’
(S,Sp). Both parents are ladders representing S, and Sy alleles. Seedling genotypes are S|Spand SoS,.
RNase activity is shown after running NEPHGE migration conditions and staining.

cargaron muestras de los parentales para
indicar la posicidn de las bandas que debian
diferenciarse en las descendencias (S, y S;
para la familia ‘Falsa Barese’ x ‘Desmayo
Largueta’, y §, y S, para la familia ‘Masbo-
vera’ x ‘Genco’).

‘Falsa Barese’. parental autocompatible
determinado como §,5,, mostré la banda .
‘Desmayo Largueta’, determinado como
§,S5, mostro las dos bandas S, y S;. Los zimo-
gramas mostraban 2 tipos de patrones de ban-
das. Algunos individuos mostraban 2 bandas,
correspondientes a los alelos S, y S (conside-
rados auto-incompatibles) y otros una tnica
banda, correspondiente al alelo S (considera-
dos autocompatibles). La banda correspon-
diente al alelo Sj. aparece como ausencia de
actividad en almendro (BoSkoviC er al.,
1997) y este hecho fue confirmado en este
trabajo.

‘Masbovera’. parental auto-incompatible
determinado como §,S,,, mostré las dos ban-
das S,y S, ‘Genco’. parental autocompati-
ble determinado como S,Sf mostro la banda

S,. Todos los individuos mostraron una
unica banda, correspondiente a §, 0 S, y
por tanto todos se consideraron auto-com-
patibles como se esperaba. Igualmente se
confirmo que el alelo S, se detecta en almen-
dro como ausencia de actividad.

Los resultados de RNasas para ambas
familias se presentan en el cuadro 2. En la
familia *Falsa Barese’ x ‘Desmayo Largue-
ta’, 30 individuos (55,5%) revelaron sélo
una banda (genotipo §55)) y se consideraron
genotipicamente autocompatibles. Ademis,
ofrecieron mds de un 3% de frutos cuajados
cuando fueron embolsados en campo. Sin
embargo, 2 individuos (3,7%) mostraron el
genotipo no esperado §,5, Los 22 indivi-
duos restantes (40,7%) eran § S, por lo que
se consideraron auto-incompatibles. De
ellos, 21 mostraron un cuajado inferior al
3%. El otro individuo mostré un cuajado
cercano al 4%. Por tanto. del ratio observa-
do 22 §,5,: 30 SSSf: (2 S,S,.). sOlo las dos
primeras clases corresponden a la segrega-
cion |:1 esperada (x3= 0,94, 1 ¢gl). Para la
familia “Masbovera’ x *Genco’, la segrega-
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Cuadro 2. Resultados de analisis de RNasas en laboratorio de las familias ‘Falsa Barese’ x
‘Desmayo Largueta’ y ‘Masbovera’ x *Genco’ obtenidas en el IRTA Mas Bové
Table 2. Laboratory results of RNase analysis for ‘Falsa Barese’ x ‘Desmavo Largueta’ and
‘Masbovera’ x *Genco' progenies raised at IRTA Mas Bové

Nimero Genotipo § Ratio Genotipo § observado »
Cruzamiento individuos (parentales) esperado ( descendencia)
‘Falsa Barese™ x
‘D. Largueta’ 54 S,5,% 8,55 101 225,55:30555,:(25,5) 0,94
‘Masbovera’ x
‘Genco’ 31 S,ngS,S/. I:1 10 S,Sj.: 21 S()S] 3,22

Se especifica el nimero de individuos analizados y los genotipos S de los parentales. Se muestran los
ratios esperados para el genotipo § de ambas descendencias, para contrastarlos con los resultados expe-
rimentales. Los ratios observados para ambas familias no son significativamente diferentes a los espe-

rados con p = 0,05.

cion observada, 10 S,Sf: 21 SQS/\ se ajusta a
la segregacion tedrica 1:1 (x?=3,22, 1 gl).

Discusion

La comparacion de Jos zimogramas con
los datos de cuajado de frutos indica que la
mayoria de los individuos que muestran una
tnica banda fueron autocompatibles en
campo. Para la familia ‘Falsa Barese’ x
‘Desmayo Largueta’, se obtuvieron porcen-
tajes similares de individuos autocompati-
bles (55-60%) y auto-incompatibles (40-
45%) en campo con ambas técnicas. Los
datos de cuajado en campo y los genotipos §
de laboratorio concordaron en un 98,1% de
los casos. El Gnico caso de discordancia
correspondi6 a un individuo autocompatible
en campo (4,0% cuajado) que presentd un
genotipo auto-incompatible.

El andlisis de ribonucleasas muestra cla-
ramente que el cruzamiento semicompatible
‘Falsa Barese’ x ‘Desmayo Largueta’ segre-

806 para 2 genotipos (§,S5y S55)). En traba-
jos anteriores ya se han mencionado ratios
de segregacion similares (50% autocompa-
tibles, 50% auto-incompatibles) en proge-
nies de cruzamientos con un parental auto-
compatible (Socias 1 Company, 1984
JrRAIDL Y NEFzI, 1988). El cruzamiento semi-
compatible ‘Masbovera’ x “Genco’ también
segregd para 2 clases genotipicas, siendo
ambas autocompatibles ya que el parental
masculino era el autocompatible y con un
alelo en comun con el femenino.

En la familia “Falsa Barese’ x ‘Desmayo
Largueta’, 2 individuos revelaron el genoti-
po S,S/, que parecen resultar de una autopo-
linizacién de ‘Falsa Barese’ después de una
imperfecta emasculacién. De la familia
‘Masbovera’ x ‘Genco’, 2 individuos que
dieron menos de un 4% de cuajado revela-
ron genotipos autocompatibles. Por tanto,
podrian clasificarse como autocompatibles
pero no autégamos, o dejarlos sin clasificar
debido a los dafios por helada.

Los resultados obtenidos manifiestan tam-
bién que los genotipos del andlisis de ribonu-
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cleasas pueden utilizarse para obtener descen-
dencias 100% autocompatibles mediante la
realizacion de cruzamientos semicompatibles
S8, X8 S (GRASSELLY ef al., 1985; DICENTA
y GARcia, 1993) tal y como fue indicado por
primera vez en cerezo (WILLIAMS y BROWN,
1960). Este andlisis también puede emplear-
se para determinar qué individuos son auto-
compatibles en descendencias segregantes.
Las S flores suficientes para este andlisis se
pueden recoger en drboles de tan sélo 2 0 3
anos. Por tanto, esta técnica puede llevarse a
cabo como método de seleccidn precoz para
rechazar aquellos individuos que carezcan
del alelo S, Sin embargo, este andlisis tinica-
mente indica la autocompatibilidad genética.
y la autogamia debe comprobarse posterior-
mente en campo.
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