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RESUMEN

Los cuajados erraticos se atribuyen a condiciones climaticas adversas, pero cuando
éstas no los explican, se alude de modo empirico a algo intrinseco a la flor, que se ha
denominado calidad de flor aunque se desconoce qué la determina En este trabajo se
estudia qué es la calidad de flor y se evalua si puede estar asociada a las reservas de
almidén acumuladas en la flor. Para ello se ha estudiado la biologia floral en albaricoquero
(Prunus armeniaca L) y sus implicaciones en el cuajado de fruto en el cultivar Moniqui,
prestando especial atencién a cémo las reservas de almidén acumuladas en la flor
condicionan el cuajado En primer lugar, se ha caracterizado el desarrollo de la yema floral
y la fase comprendida entre la polinizacién y la fecundacién, y se ha establecido en campo

los patrones de crecimiento y caida de frutos Una vez fijado este marco, se ha examinado

qué es la calidad de flor, valorando el impacto que tiene el contenido de almidon de la flor

tanto en el éxito reproductivo como en la fructificacion

El desarrollo del pistilo v, sobre todo, la mayor parte del crecimiento de los ovulos
tiene lugar después del desborre Tras la polinizacion, los tubos polinicos comienzan a
llegar a la base del estilo a los 3 dias y la fecundacion ocurre 6 dias después de la
polinizacidon. "Moniqui' se comporta como cultivar autoincompatible Este hecho justifica
los cuajados erraticos observados en campo Sin embargo, una buena polinizaciéon subsana
este hecho El examen de la compatibilidad polen-pistilo, unido a los datos de floracién,
indica que 'Bulida’, 'Canino' y 'Royal’ serian cultivares polinizadores adecuados para
‘Montiqui' Por otro lado, el patron de caida y crecimiento de frutos refleja que durante las
2 primeras semanas después de antesis se decide el curso que van a tomar estos
acontecimientos La similitud entre los patrones de las flores polinizadas y sin polinizar
indican que estos procesos se encuentran altamente influenciados por factores intrinsecos
a la flor e independientes de la polinizacion, que constituirian lo hasta ahora invocado
como calidad de flor "

Con el fin de conocer qué es la calidad de flor, se ha valorado el estado nutritivo
del pistilo Para ello se ha desarrollade un método que, mediante la combinacion de
técnicas histoquimicas y anélisis de imagen, permite evaluar el contenido de almidon al
microscopio. El examen secuencial de flores ha puesto de manifiesto que el pistilo se
desarrolla inicialmente a partir de sus propias reservas, que sSe encuentran
compartimentalizadas en su interior, y que siguen un patréon de consumo independiente
unas de otras El almidon que se encuentra en la flor en antesis condiciona de manera
directa la fecundacién y el inicio de la fructificacion, y su pérdida es determinante en el
proceso de degeneracion del dvulo secundario. El hecho de que las reservas que presenta
el pistilo en antesis influyen en la fecundacion y en la fructificacion, unido a que existen
claras diferencias entre flores en cuanto a su contenido de almidon, explica el diferente
éxito reproductivo que se produce entre las flores y desvela que el principal determinante

de 1a calidad de flor es su contenido de almidon.
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SUMMARY

Erratic fruit set is usually refated to bad weather conditions. However, when these
conditions cannot explain satisfactorily the results obtained under orchard conditions, they are
related to something still unknown, but inherent to the flower and termed flower quality This
work studies what determines flower quality and explores the role played by starch reserves
within the flower in this quality Consequently, flower biology and its implications for fruit
set have been studied in apricot (Prunus armeniaca L ) cultivar Moniqui. In a first step, floral
bud development and the progamic phase -between pollination and fertilization- have been
characterized and fruit growth and fruit drop patterns in the field established Within this
framework, flower quality has been examined in terms of the effect that pistilar starch reserves
have on both fertilization and fruit set

Pistil development and most of ovule growth takes place after budbreak The first
pollen tubes arrive to the base of the style 3 days after pollination and fertilization takes place
6 days after pollination The observation that "Moniqui' behaves as a self-incompatible cultivar
explains the erratic fruit sets often observed in the field as well as the fact that supplemental
pollination results in a higher yield Taken together the results obtained from compatibility
combinations and from the flowering dates of the different apricot cultivars studied, 'Bulida’,
‘Canino' and 'Royal’ appear as appropriate pollinating cultivars for "Moniqui' On the other
hand, the pattern of fruit drop and fruit development shows that the first two weeks after
anthesis are decisive in the final outcome of those two processes. The similar pattern obtained
using pollinated and unpollinated flowers indicates that those processes are independent of
pollination and highly dependent on factors inherent to the flower and that could constitute
what has been so far termed flower quality

In order to study what determines flower quality, the nutritive status of the pistil has
been examined through the development of a method combining histochemical and image
analysis techniques to evaluate starch content under the microscope: Sequential examination
of pistilar tissues has shown that the initial stages of pistil development are dependent on its
own 1eserves and that those reserves are compartmentalized inside the pistil, each one
following an independent consumption pattern. The amount of starch present within the flower
at anthesis appears as a key factor both in fertilization success and in the 1nitial steps of fruit
development; its disappearance 1s determinant in the degenerative process of the secondary
ovule The observations that pistilar reserves at anthesis affect fertilization and fruit
development and that clear differences in starch content are recorded among pistils could
explain the differences in the reproductive success found among flowers and points at starch

content within the pistil as the main factor determining flower quality
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Introduccion general

1 INTRODUCCION GENERAL
11 EL ALBARICOQUERO

El albaricoquero (Prunus armeniaca L) pertenece a la subfamilia Prunoidea
dentro de la familia Rosaceae En el extenso género Prunus, con aproximadamente
175 especies distribuidas en tres subgéneros (4 migdalus, Prunophoray Cerasus), se
suele agrupar junto a ciruelos en el subgénero Prunophora. El numero basico de

cromosomas (n) de la especie es 8, mientras que el somatico (2n) es 16

1.1 1 Caracteristicas botanicas

Se trata de un arbol de porte globoso que puede liegar a los 7 m de altura,
de raiz pivotante y tronco erguido Al igual que en otras especies del géneio Prunus,
las yemas de flor no tienen hojas, Unicamente flores, y son laterales, nunca
terminales. Las flores, que se presentan normalmente solitarias o en grupos de 2-3,
son blancas o ligeramente rosadas, con el caliz rojizo y el pediunculo muy corto El
fruto es una drupa globosa, con un surco ventral que la divide en dos partes, de
color amarillo mas o menos intenso y aterciopelado. Las hojas son alternas,
lampifias brillantes, rojizas en los brotes jovenes, ligeramente acorazonadas,
acuminadas, aserradas no muy profundamente, y con el peciolo largo, a veces rojizo
en la parte correspondiente al haz Se trata de una planta histeranta, ya que la
emision de las hojas se produce después de la floracion (Forte, 1992). Fructifica
sobre madera del afio, produciendo ramos de mayo, chifonas y ramos mixtos. A
diferencia de otras especies del género Prunus, P armeniaca tiene facilidad para
desarrollar nuevos brotes sobre madera vieja, que, a veces, permanecen cortisimos,
dando la impresién de fructificar sobre la madera antigua (Fabregas, 1981) Las
yemas se insertan sobre los nudos, bastante abultados, pudiendo encontrarse en un
mismo nudo una yema de madera, una de flor, dos de flor o dos de flor y una de
madera {(Got, 1963)
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1 1.2. Origen del cultivo

La especie P. armmeniaca parece ser originaria del Turkestan chino,
considerandose la regién montafiosa del Tien Shan su habitat natural, cuya poblacién
humana tenia en los albaricoques su principal fuente de azicar (Got, 1963). Se
encuentran bosques de albaricoqueros espontaneos entre 1 200 y 2.200 m de altitud,
desde Corea del Norte hasta Manchuria, Mongolia y norte de China (Bailey y
Hough, 1975).

Su cultivo comenzd hace mas de 3 000 afios en China, desde donde se
expandié a Asia central, Iran, Asia menor, Armenia y Siria (Crossa-Raynaud y
Audergon, 1987} A Europa llegd por dos caminos: en el siglo I a C, procedente de
Armenia a través de Grecia e Italia, vy en el siglo VII, cuando los arabes lo
introdujeron en Espafia {(Got, 1963) En Europa se puede hablar de auténticas
plantaciones a partir del siglo XVII (Forte, 1992), mientras que al continente

americano llegd en 1720 (Westwood, 1982).
113 Exigencias climaticas

Aunque la especie se encuenira en habitats muy diversos, desde los oasis
saharianos hasta el Himalaya, las zonas donde se pueden establecer plantaciones
comerciales son mas restringidas (Vidaud, 1980) Las zonas actuales-de cultivo se
encuentran situadas en altitudes inferiores a 600 m (Got, 1963). Los cultivares se
suelen adaptar unicamente a areas geograficas con unas condiciones ecologicas muy
determinadas (Bailey y Hough, 1975) Las diferencias climaticas entre las distintas
regiones donde se cultiva dan como resultado importantes diferencias entre los
grupos varietales existentes en cada una de ellas (Paunovic, 1980). La mayor
extension del cultivo se localiza en las zonas costeras de clima mediterraneo, asi
como en determinadas areas semicontinentales templadas, con inviernos frios y
veranos calidos y secos (Bailey y Hough, 1975)

De origen continental, soporta temperaturas de hasta -20°C en invierno, pero
el momento critico se sitlla en primavera, ya que los organos florales son muy
sensibles a las bajas temperaturas en estas fechas También pueden ser perjudiciales
los inviernos demasiado templados, al no cubrirse las necesidades de frio invernal,

que oscilan entre 350 y 1100 horas por debajo de 7°C segun cultivares (Tabuenca,
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1967), lo que puede provocar anormalidades en la floracion Por otra parte, se trata
de una especie exigente en luz, pudiendo provocar las insolaciones deficientes una

disminucién de la produccién, asi como falta de coloracién en los frutos
114 Material vegetal

La dificil adaptacion ecolégica de los distintos cultivares de albaricoquero a
diferentes zonas climaticas, asi como los importantes problemas de incompatibilidad
patron-injerto (Herrero, 1951; Errea y Felipe, 1992) han provocado la busqueda y

utilizacion de nuevos cultivares y patrones.
1.1.41 Cultivares

Aunque ya los romanos conocian la técnica del injerto, el uso de plantas
injertadas en plantaciones frutales es relativamente reciente, lo que puede explicar
la gran cantidad de cultivares de albaricoquero que todavia existen en Europa
(Crossa-Raynaud y Audergon, 1987) Segun Crossa-Raynaud (1961), el
albaricoquero se distribuyé en tres direcciones a partir de China: 1) hacia Oriente
Medio, Egipto y Africa del Norte. De este grupo podrian provenir los cultivares
norteafricanas, con floracion abundante, muy precoces, autoincompatibles, frutos de
pequefio calibre, y muy bajas exigencias de frio invernal; 2) hacia Europa, por
Grecia e Italia, originando los cultivares cultivados en Francia, Italia, y
posteriormente, California, Surafrica y Australia Casi todas ellas son
autocompatibles, presentan una fructificacion media o tardia, y tienen grandes
exigencias de frio invernal, 3) hacia el Oriente de Asia, hasta Japon, originando
cultivares muy resistentes a las heladas Los cultivares espafiolas podrian provenir
del cruzamiento de cultivares de los dos primeros grupos, presentando bajas
exigencias de frio y autocompatibilidad completa (Forte, 1992), aunque en los
tltimos afios se han detectado cultivares autoincompatibles en Murcia (Egea et al,
1991; Burgos ez al, 1993) A pesar del gran nimero de cultivares de esta especie
son muy numerosos, su gran sensibilidad a los diferentes microclimas les impide
normalmente ser transferidos de una zona a otra (Bailey y Hough, 1975) Casi todos
ellos presentan una gran variabilidad de caracteres, constituyendo en muchos casos

variedades-poblacidn, con muchos clones distintos (Forte, 1992).
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La distribucién varietal en Espafia es muy amplia. Sin embargo, la mayor
parte del cultivo recae en pocos cultivares (Tabla 11). En Murcia, Albacete y
Zaragoza, el albaricoquero se cultiva mayoritariamente en regadio, mientras que en
Valencia, Castellon, Alicante y Baleares, es mas habitual el cultivo en secano En
los Gltimos afios esta aumentando la superficie cultivada de cultivares como 'Galta
Rocha', de excelentes cualidades para consumo en fresco, y 'Tadeo', resistente a la
manipulacién post-cosecha (Forte, 1992) Sin embargo, ha disminuido el cultivo de
otros cultivares, como 'Moniqui', que, pese a sus excelentes aptitudes para consumo
en fresco, presenta graves pioblemas de produccion

Aunque los cultivares mas utilizados mantienen un nicho comercial ya
establecido, es necesario obtener nuevos cultivares que cubran las nuevas
necesidades del cultivo Para el consumo en fresco se tiende hacia los albaricoques
de carne blanca y de gran tamafio En cuanto a las necesidades de cultivo, los
programas de mejora van dirigidos fundamentalmente a la obtencion de cultivares

autocompatibles y resistentes a sharka (Badenes ef al., 1996a 'y 1996b)
1142 Patrones

Tradicionalmente se han empleado patrones francos de P. armeniaca, pero su
dificil adaptacion a las condiciones adversas del suelo, ocasionando problemas de
asfixia en suelos mal drenados, su sensibilidad ante patogenos y la necesidad de
rentabilizar las explotaciones, han hecho necesaria la bisqueda de portainjertos
alternativos (Espada, 1989). El comportamiento de los cultivares de albaricoquero
con respecto a su respuesta al injerto no es homogéneo, pudiéndose establecer 2
grupos en funcién de su tendencia a la compatibilidad. Asi, se considera poco
exigentes a un grupo de cultivares en el que se encuentran 'Paviot, 'Bulida’ y
'Luizet', mientras que 'Moniqui’, 'Canino' y otros cultivares de gran interés
agrondmico y cometcial presentan muchos problemas a la hora de encontrar
portainjertos adecuados Aunque actualmente se dispone de una amplia gama de
patrones adaptados a condiciones de cultivo adversas (Tabla 1.2), todavia es
necesaria la obtencién de otros nuevos que resuelvan los problemas de
incompatibilidad que se presentan fundamentalmente con algunos ciruelos vy

melocotoneros (Felipe, 1990; Errea, 1991)



Tabla 1.1. Superficie cultivada (ha), porcentaje sobre la superficie cultivada total y area de cultivo
de los principales cultivares de albaricoquero cultivados en Espafia

. SUPERFICIE o
Cultivar CULTIVADA % AREA DE CULTIVO
Bilida 11.000 47 - 50 Murcia, Albacete
Canino 4.000 15-18 Valencia, Castellon
Galta Rocha 1.500 6-8 Valencia
Moniqui 1.300 6-8 Murcia, Albacete, Zaragoza
Paviot 1.300 5-6 Zaragoza
Real Fino 700 3-4 Murcia
Tadeo 650 3 Valencia
Rojo de Carlet 400 2 Valencia
Corbatdén 200 1 Valencia
(MAPA, 1991, Forte, 1992)
Tabla 1.2. Patrones para albaricoquero més utilizados en Espafia
PATRONES AFINIDAD VIGOR RESISTENCIA RESISTENCIA | PRECOCIDAD
A ASFIXIA A CLOROSIS
ALBARICOQUERO FRANCO Buena Elevado Escasa Elevada Medio-tardia
CIRUELOS Miroholin Variable Medio- Mediocre Elevada lemprana-
CRECIMIENTO Elevado tardia
RAPIDO
Mariana Variable Medio- Elevada Alta Tardia
Elevado
CIRUELOS Pollizo Variable Medio Elevada Alta Temprana
CRECIMIENTO
LENIOQ Reina Buena- Medio- Elevada Alta Tardia
Claudia Discreta Elevado
MELOCOTONERO FRANCO Variable Medio- Escasa Escasa
Elevado

(Crossa-Raynaud y Audergon, 1987, Espada, 1989; Felipe, 198% y 1990)
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1.1 5 Situacion del cultivo

La mayor parte de la produccion mundial (60%) se concentra en la cuenca
mediterranea Otras zonas importantes de produccién se encuentran en Asia y
California. Los principales paises productores son Turquia, Espaiia, Italia, Francia,
Estados Unidos, Pakistan e Iran (FAQO, 1995) (Tabla 1 3) En Espaifia, las principales
areas de cultivo se localizan en las comunidades de Murcia, Valencia, Castilla-La
Mancha, Aragon y Baleares (Tabla 14) (MAPA, 1995) La superficie en
plantaciones regulares ha crecido continuamente a partir del final de la década de
los 80 para estabilizarse en la actualidad en 25 000 ha (MAPA, 1995 y 1996).

Mientras que en otras especies frutales se produce una continua renovacion
varietal, en albaricoquero, la marcada zonalidad de la especie, cuyos cultivares
suelen adaptarse a areas geograficas con unas condiciones ecoldgicas muy
determinadas (Bailey y Hough, 1975), dificulta el traslado de cultivares de unas
zonas de cultivo a otras, salvo excepciones como 'Canino’, lo que ha provocado que
la estructura varietal no haya evolucionado al mismo ritmo que en otras especies
frutales. La superacion de esta zonalidad permitiria una mayor oferta varietal, que
conllevaria una diversificacién de las zonas de cultivo

En Aragon, es un cultivo tradicional gue experimentd una expansion en la
década de los 60 para posteriormente sufiir una recesion en la de los 80, sobre todo
en el cultivar Moniqui (DGA, 1987) Sin embargo, este descenso del cultivo no ha
venido provocado por una disminucion de la demanda, ya que este cultivar presenta
excelentes caracteristicas organolépticas para su consumo en fresco, sino por
problemas de rentabilidad en las plantaciones, al presentar con frecuencia bajas
producciones, ocasionadas por falta de cuajado.

El desconocimiento de la causa de estos cuajados erraticos ha impedido dar
una respuesta a esta problematica La localizacion de los cuellos de botella
productivos en esta especie permitiria el manipularlos, especialmente en aquellos
cultivares que ya tienen un nicho comercial claro pero que presentan graves
problemas de produccién, como ocurre con 'Moniqui' en Aragén. Por otra parte, un
conocimiento mas profundo de la biologia reproductiva podria delimitar un marco
en el que poder estudiar la causa de la zonalidad de los cultivares de la especie. Para
ello es necesario conocer el funcionamiento del proceso reproductivo de la especie,

desde la formacion de las yemas fructiferas hasta el cuajado del fruto, pasando por
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la floracidn y la interaccion polen-pistilo, para poder asi determinar los mecanismos

que regulan el nivel de cuajado




Tabla 1.3. Produccién (x 1000 t) y porcentaje sobre la
produccion mundial de los principales paises
productores de albaricoques.

PAIS PRODUCCION %o

Turquia 400 _ 17
Espafia 199 8
Halia 192 8
Francia 156 7
Estados Unidos 144 6
Pakistin 140 6
Irdn 118 5

Totai Mundo 2360 100

(FAO, 1995; EUROSTAI, 1996)

Tabla 1.4. Produccién (x 1000 t) y poicentaje sobre la
produccién total de las principales provincias
productoras de albaricoques en Esparia.

PROVINCIA PRODUCCION %
Murcia 126 372 60
Valencia 41.001 20
Albacete 16.700 8
Zaragoza 4.990 2
Baleares 4227 2
Castellon 3.875 2
Alicante 3.300 2
Total Espafia 210,034 100

(MAPA, 1995)
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1 2 BIOLOGIA FLORAL

Las Angiospermas se caracterizan por encetrar sus semillas en el interior de
un fruto. Su ciclo reproductivo, al igual que en otras plantas, estad determinado por
la alternancia de dos generaciones, un gametofito generalmente haploide y un
esporofito generalmente diploide. El esporofito produce esporas, que una vez
desarrolladas dan lugar a los gametofitos, que a su vez producen los gametos En
las Angiospermas, la fase gametofitica es mas corta y menos compleja que la
esporofitica, y tiene lugar en oérganos especializados en el interior de las flores,
caracterizandose por la dependencia nutricional de los gametofitos respecto al
esporofito (Esau, 1977) Asi, el gametofito masculino o grano de polen se desarrolla
en la antera, mientras que el gametofito femenino o saco embrionario lo hace en el
interior del dvulo El grano de polen produce los gametos masculinos o células
espermatidas, mientras que el saco embrionario alberga el gameto femenino u
ovocélula La reproduccion sexual requiere la llegada de las espermatidas, via tubo
polinico, al saco embrionario, donde tiene lugar la fecundacién y se produce un

nuevo esporofito diploide, iniciandose de nuevo el ciclo (Jensen, 1973)
121 Induccién y diferenciacion floral

Las yemas fructiferas en los frutales de hoja caduca se forman durante la
estacion de crecimiento vegetativo y la diferenciacion de sus partes principales
ocurre en la mayoria de los casos antes de la caida de hojas Se diferencian por lo
tanto en el afio anterior al de su floracion

El cambio fisioldgico que provoca que una yema sin diferenciar se transforme
en una yema de flor se denomina induccion floral, mientras que el cambio
morfologico que experimenta una yema fructifera se denomina diferenciacion floral
La iniciacion floral depende de la accidon de factores internos y externos que vatian
en funcidn de la especie e incluso del cultivar Se trata de un fenomeno complejo
en el que parece ser necesario un equilibrio hormonal relacionado a su vez con las
reservas de carbohidratos; a dicho equilibrio se llega cuando el arbol o alguno de
sus organos alcanza un cierto nivel de formacion de reservas (Gil-Albert, 1989)

La duracion de la fase de desarrollo floral comprendida entre la iniciacion

floral v la antesis oscila entre 6 y 10 meses (Westwood, 1982) El desarrollo de las
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yemas florales en albaricoquero, y en general en todos los Prunus, sigue 4 fases
(Brown, 1960): desde la plena floracion hasta la caida de hojas, de la caida de hojas
a la llegada del invierno, el reposo y desde el final de éste hasta la floracion. La
iniciacion floral en albaricoquero se produce normalmente en agosto, antes de la
caida de hojas, pero después de la maduracion del fruto (Westwood, 1982),
diferenciandose en cada yema una sola flor con un unico carpelo, aunque
ocasionalmente pueden diferenciarse dos carpelos en una flor (Stetling, 1964)

En la mayoria de especies frutales, las yemas florales, una vez diferenciadas,
se desarrollan rapidamente, distinguiéndose todas las partes florales (pétalos, sépalos,
anteras y pistilos) antes del reposo invernal (Tufts y Morrow, 1925; citado en
Westwood, 1982) Durante el reposo, el crecimiento se ralentiza, para reanudarse de
nuevo con rapidez en la primavera siguiente Durante toda esta fase muchos factores
influyen en el desarrollo de la yema; entre otros, parecen importantes el nivel de
reservas hidrocarbonadas, la disposicion de agua y elementos nutritivos, la presencia
de reguladores de crecimiento y los requerimientos de frio (Westwood, 1982) El
proceso del desarrollo de la yema culmina en primavera tras el desborre con la

apertura de la flor o antesis.
122 Anatomia de la flor

El género Prunus esta compuesto por plantas hermafroditas de polinizacion
entoméofila, con flores periginas y que, al igual que en la mayoria de las Rosaceas,
son bisexuales (Wyatt, 1983) El albaricoquero presenta un caliz gamosépalo rojizo
de 5 puntas, una corola de 5 pétalos blancos o ligeramente rosados y de 25 a 30
estambres insertos en el borde del receptaculo, que tiene forma de copa, poco
profundo y en cuyo fondo nace un carpelo unico, aunque la presencia de algunas
flores bicarpeladas es frecuente en Prunus (Sterling, 1964) Las flores se presentan
normalmente solitarias o en grupos de 2-3, con un pedunculo muy corto (Forte,
1992)

El pistilo en Prunus esta formado por un estigma de tipo himedo (Raff et af ,
1981; Uwate y Lin, 1981; Herrerto y Arbeloa, 1989), un estilo con un tejido
transmisor de tipo compacto y un ovario unicarpelar con dos ovulos anatropos,
colocados cada uno sobre un margen carpelar (Esau, 1977) Los o6vulos son

bitégmicos, crasinucelados y con un saco embrionario de tipo polygonum

10
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(Maheshwhari, 1950) El ovario presenta en su parte superior dos obturadores, que
crecen en la pared ventral del carpelo por encima de cada uno de los dos Ovulos
(Sterling, 1964)

La gametogénesis femenina tiene lugar en el 6vulo o primordio seminal El
saco embrionario se encuentra rodeado de un tejido envolvente, la nucela, que a su
vez se encuentra recubierta por uno o dos tegumentos que son discontinuos en una
zona, el micropilo. La conexién vascular con la plancenta se efectiia a través del
funiculo En el tipo polygonum, el més comun en las Angiospermas (Maheshwhart,
1950), la megaspora tesulta de la division meidtica de la célula madre de la
megaspora o megasporocito Tres de las megasporas formadas degeneran, sufriendo
la otra 3 divisiones mitéticas, dando lugar al saco embrionario, formado por 8
nicleos divididos en 7 células que se organizan espacialmente de forma
caracteristica; 3 antipodas en el extremo del saco orientado hacia la calaza, 2
sinérgidas y la ovocélula en el extremo micropilar y la célula central con 2 nicleos
polares ocupando la mayor parte del espacio interior.

La gametogénesis masculina comienza tras una division meidtica de las
células madres del polen, dando lugar a 4 microsporas. Estas sufren una division
mitética produciendo el nucleo vegetativo y la célula generativa, la cual se vuelve
a dividir dando lugar a las 2 espermatidas o gametos masculinos En frutales, el
grano de polen es binucleado y la segunda division mitdtica ocurre una vez que éste

ha germinado.
1 2.3 De polinizacion a fecundacién

La fase comprendida entre la polinizacion y la fecundacion se denomina fase
progamica (Linskens, 1986) La fecundacion o fusion de la ovocéiula y una de las
espermatida y el posterior desarrollo de la semilla son requisitos previos al cuajado
de frutos en la mayoria de los frutales de zonas templadas En algunas especies se
pueden producir frutos sin fecundacion previa, desarrollandose bien sin semillas
(partenocarpia) como en platanera, algunos citricos, higuera, vid y, en ocasiones,
peral y manzano, o bien desarrollando semillas sin fecundacion {apomixis) como en
algunos citricos (Westwood, 1982; Gil-Albert, 1989; Polito, 1990) En los frutales
de hueso, la fecundacion de al menos uno de los dos ovulos es necesaria, puesto que

no desarrollan frutos partenocarpicos nt apomicticos de forma natural, y mediante
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la aplicacion de productos quimicos no se han conseguido frutos completamente
normales (Crane, 1969; Arbeloa, 1986)

El tubo polinico debe atravesar el pistilo en su camino hacia el 6vulo. Las
distintas estructuras que atraviesa el gametofito masculino interactian con €l
- sirviéndole de apoyo tanto a nivel nutricional como direccional (Herrero y Hormaza,
1996) Las principales estructuras que atraviesan los tubos polinicos son ¢l estigma,

el estilo y el ovario.

1231 Estigma

La polinizacion consiste en el traslado del grano de polen desde las anteras
al estigma, y puede realizarse por contacto directo, por medio del viento, del agua
o por la accién de distintos animales, siendo la mas comun en frutales la
polinizacidén entomofila, realizada principalmente por abejas.

En el caso de los estigmas humedos, el contacto tiene lugar entre el grano de
polen y la secrecion extracelular que se produce en la superficie estigmatica,
compuesta por lipidos, antioxidantes, aminoacidos, proteinas y carbohidratos (Knox,
1984) Cuando se trata de estigmas secos, que se encuentran cubiertos por una
cuticula recubierta a su vez por una pelicula proteica, el contacto se establece entre
las proteinas de la pared del polen vy la pelicula proteica del estigma (Mattson ef al.,
1974).

En Prunus, el estigma esta formado por papilas turgentes, que degeneran
segun el estigma madura, produciendo una secrecion (Herrero y-Arbeloa, 1989) En
estas condiciones, los granos de polen quedan adheridos al estigma, donde se
hidratan y germinan, dando lugar al tubo polinico.

El grano de polen maduro esta rodeado por una pared compuesta por dos
capas, la exina en el exterior y la intina en el interior La exina sirve de proteccion
y tiene una estructura caracteristica de cada especie, presentando una serie de
orificios, los colpus, que cuando el polen estd deshidratado se encuentran taponados
por lipidos (Heslop-Harrison, 1976). Cuando el grano de polen se hidrata estos
lipidos se dispersan, quedando expuesta la intina, que da lugar al tubo polinico a

traves de uno de los colpus.

12
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1232 Estilo

Tras hidratarse, el grano de polen germina produciendo el tubo polinico. A
través de las papilas del estigma en los estigmas himedos (Shivanna, 1982) y
atravesando la cuticula en los estigmas secos (Went y Willemse, 1984), el tubo
polinico llega al tejido transmisor del estilo. El crecimiento de los tubos polinicos
depende de las estructuras por las que crecen Asi, el estigma y el estilo guian y
nutren a los tubos polinicos mediante secreciones (Sedgley y Buttrose, 1978; Tilton
y Horner, 1980, Sedgley y Scholefield, 1980; Tilton et al., 1984) Hasta la llegada
al tejido transmisor el crecimiento del tubo polinico es autétrofo, nutriéndose de sus
propias reservas (Herrero y Dickinson, 1980), pero una vez que deja atras el estigma
necesita nutrirse de las reservas del tejido transmisor, por lo que el crecimiento pasa
a ser heterdtrofo (Herrero y Dickinson, 1979)

La funcién de la célula vegetativa del tubo polinico parece ser la produccion
de las paredes del tubo, que estan formadas de callosa en el interior y de celulosa
en el exterior A medida que va creciendo el tubo polinico, tanto la célula vegetativa
como la generativa, y posteriormente las células espermatidas tras la mitosis, se
sitian en el extremo del tubo, quedando aisladas de los restos no funcionales

mediante tapones de callosa
1233 Ovario

El crecimiento de los tubos polinicos a lo largo del estigma y el estilo se
produce con rapidez, pero al liegar a la base del estilo este crecimiento se ralentiza,
existiendo diversas estructuras que regulan y filtran el paso de los tubos hasta el
dvulo por medio de secreciones (Herrero v Arbeloa, 1989; Herrero y Hormaza,
1996) Asi, en algunas especies, cuando los tubos abandonan el tejido transmisor y
alcanzan el ovario, se encuentran con una protuberancia de la placenta definida
como obturador (Sterling, 1964; Tilton y Horner, 1980)

En melocotonero esta estructura actia como puente de unidn temporal,
regulando el paso del tubo polinico entre el estilo y el 6vulo mediante la
produccidén, en un momento determinado, de una secrecidn necesaria para el
crecimiento del tubo polinico Cuando los tubos llegan al obturador, detienen su

crecimiento durante 5 dias En este tiempo, el almidon presente en las células del
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obturador desaparece, produciéndose la secrecion que condiciona el posterior
crecimiento de los tubos (Arbeloa y Herrero, 1987) Por lo tanto, el crecimiento de
los tubos sigue siendo heterotrofo, al igual que en el estilo

A pesar de que la distancia hasta el 6vulo es considerablemente menor que
la distancia recorrida hasta este punto, no todos los tubos polinicos llegan a penetrar
en el 6vulo (Herrero, 1992a), produciéndose una serie de procesos que influyen en
la llegada del tubo polinico al saco embrionario (Herrero, 1992a; Herrero y
Hormaza, 1996).

Una vez sobrepasado el obturador, en melocotonero tiene lugar una nueva
parada en el exostoma (Herrero y Arbeloa, 1989), previa a la entrada del tubo en
el ovulo. Tras esta parada se han observado tubos que se desvian del camino hacia

el micropilo, siendo incapaces de entrar en el évulo Parece que de nuevo hay un

efecto regulador del pistilo sobre el camino de los tubos polinicos Mientras que a
lo largo del estilo los tubos siguen el camino trazado por las reservas de almidén
(Herrero y Dickinson, 1979), la regulacion de la entrada al dvulo parece deberse a
un efecto quimiotropico (Tilton y Lersten, 1981, Herrero, 1992b) Por lo tanto,
ademas de factores externos como la temperatura, el pistilo también influye en el
crecimiento de los tubos polinicos, condicionando la fecundacion (Herrero, 1992b)

Posteriormente, el tubo polinico entra en el ovulo a través del micropilo
(porogamia), salvo en un numero reducido de especies en las que lo hace a través
del funiculo y la calaza (calazogamia) (Maheshwhari, 1950), atravesando
posteriormente la nucela en su camino hacia el saco embrionario.

La entrada al saco embrionario se realiza a través de una de las sinérgidas,
que en muchas especies ha degenerado antes de la llegada del tubo (Schulz y
Jensen, 1968} El tubo polinico crece a través del aparato filiforme de la sinérgida,
cesa su crecimiento una vez dentro y libera los gametos masculinos Uno de ellos
se fusiona con la ovocélula, dando lugar al zigoto, mientras que el otro lo hace con
la célula central, donde los nucleos con frecuencia se encuentran ya fusionados,
produciendo el endospermo El zigoto es diploide, y constituye la primera célula de
la generacién esporofitica, dando lugar al embrion, mientras que el endospermo es
triploide y comienza su crecimiento antes que el embrion, nutriéndole en los
primeros estados de desarrollo. El conjunto de las dos fusiones se denomina doble
fecundacién.

A lo largo del camino del tubo polinico se producen una serie de cambios en
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las estructuras pistilares Mientras que algunos de estos cambios, como la secrecion
producida por el obturador en melocotonero, no estan afectados por la presencia de
los tubos polinicos (Arbeloa y Herrero, 1987), otros, como la desaparicién del
almidon en el tejido transmisor se producen como respuesta a la polinizacién
(Herrero y Dickinson, 1979) Por otro lado, la maduracion y degeneracion del saco
embrionario se ve afectada por la polinizacién tanto en albaricoquero (Burgos y
Egea, 1993) como en almendro (Pimienta y Polito, 1983) y peral (Herrero y Gascon,
1987)

Una vez completada con éxito la fase de desarrollo floral con la doble
fecundacion, se forman el endospermo y el embrion. Paralelamente al proceso de
fecundacion, en el resto de la flor se producen una serie de cambios que
desembocaran en la transformacion del ovario en fruto

Durante el proceso de diferenciacion floral, desde la mniciacion floral hasta
la antesis, y durante la fase comprendida entre la polinizacion y la fecundacion se
producen numerosos cambios que desembocan en el cuajado del fruto El estudio
de la evolucién de las yemas florales y de los cambios que ocurren en la fase
comprendida entre la polinizacién y la fecundacion permitiria caracterizarlos en
albaricoquero y conocer la influencia que tienen tanto en el proceso reproductivo

como en la fructificacion
1 2 4. Incompatibilidad polen-pistilo

Tras la polinizacion se produce el proceso de reconocimiento del polen por
parte del pistilo mediante la expresion del sistema de compatibilidad polen-pistilo,
por la que el grano de polen o el tubo polinico es aceptado o rechazado (de
Nettancourt, 1977). Este fenomeno se puede producir en el estigma, impidiendo
germinar a los granos de polen no compatibles, o en el estilo, donde los tubos
polinicos incompatibles detienen su crecimiento. Si en la reaccion de reconocimiento
estdn involucradas sustancias producidas por la planta progenitora del polen, el
control que se produce es esporofitico, mientras que si las sustancias son producidas
por el propio grano de polen o tubo polinico, el control se considera gametofitico

La mcompatibilidad gametofitica suele matenalizarse en el estilo y esta
asociada a polen binucleado, mientras que la esporofitica tiene lugar en el estigma

y estd asociada a polen trinucleado y estigmas secos (Brewbaker, 1957) Los frutales
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tienen un sistema de incompatibilidad gametofitica (East y Mangelsdorf, 1925}, por
lo que en Prunus es en el estilo donde se expresa el sistema de incompatibilidad,
- interrumpiéndose el crecimiento de los tubos polinicos (Crane y Brown, 1937) Se
produce entre flores morfologicamente iguales, dependiendo del genoma haploide
del grano de polen y del diploide del pistilo, y con un Gnico Jocus implicado en el
proceso Es, por lo tanto, un sistema homomérfico, gametofitico y monofactorial (de
Nettancourt, 1977). En algunas especies de Prunus, como el melocotonero, la
mayoria de los cultivares cultivados son autocompatibles, mientras que en otros
casos, como el almendro y el cerezo, son mayoritariamente autoincompatibles El
origen clonal de los cultivares frutales, al tener todos los individuos de una
plantacion un mismo genotipo, hace necesario intercalar arboles de un cultivar
polinizador entre los del cultivar cultivado cuando éste es autoincompatible Aunque
el albaricoquero se ha considerado especie autocompatible (Bailey y Hough, 1975),
la existencia de cultivares autoincompatibles es conocida desde hace tiempo en

Estados Unidos (Schultz, 1948) y, mas recientemente, en Europa (Nyujto et af,

1985) y Nueva Zelanda (McLaren y Fraser, 1996) Del mismo modo, en Murcia se
han encontrado varios cultivares que presentan problemas de autoincompatibilidad
(Egea et al 1991; Burgos ef al 1993)

La observacion al microscopio de la interaccioén que se produce entre el
pistilo y los tubos polinicos permitiria, por un lado, determinar hasta qué punto esta
interaccidn influye en el proceso de cuajado de fruto, como ocurre en otras especies
frutales, y por otro, establecer el grado de autocompatibilidad de 'Moniqui' vy las
relaciones de intercompatibilidad con otros cultivares y su posible repercusion

agronémica
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1.3. FRUCTIFICACION

Los o6vulos fecundados, tras completar su desarrollo, se convierten en
semillas. En Prunus, tras la doble fecundaciéon se produce un engrosamiento de la
nucela, que crece hasta completar el tamafio final de la semilla. Paralelamente, los
nacleos del endospermo continuan multiplicandose hasta que se produce la
citocinesis, apareciendo Ia tabicacion celular, con lo que el endospermo pasa a la
fase celular. Comienza entonces un rapido crecimiento del endospermo a expensas
de la nucela, seguido del crecimiento del embrién a expensas del endospermo, hasta
llegar a ocupar la totalidad de la semilla En albaricoquero, la nucela completa su
crecimiento a los 20-25 dias, el endospermo a los 35-40 dias y el embrién alcanza
su tamafio definitivo a los 60 dias (Jackson y Coombe, 1966) Paralelamente, la
pared del ovario o pericarpio contintia su desatrollo Al igual que en otros muchos
frutos, en Prunus el pericarpio esta formado por tres capas: el exocarpio o epicarpio,
que es la piel exterior, el mesocarpio, que una vez desarrollado es la parte

comestible y el endocarpio, que es lefioso y encierra la semilla
1 3 1. Cuajado de frutos

El porcentaje de cuajado es el numero de frutos que permanecen en el arbol
respecto al numero de flores en antesis Sin embargo, se puede hablar de diferentes
tipos de cuajado. Asi, el cuajado inicial se refiere a los frutos que comienzan a
crecer en los dias siguientes a la fecundacion (Sedgley v Griffin, 1989), vy esta
asociado a las flores en las que el ovario comienza un rapido crecimiento tras la
antesis; el cuajado final es el resultado de la competencia entre frutos y, por ultimo,
el cuajado de recoleccion, asociado a los frutos que han superado los ultimos
factores climaticos adversos (Goldwin, 1992)

Para que una flor cuaje, se requiere que tenga algin gameto femenino viable,
que al estigma ileguen granos de polen, que las condiciones ambientales no sean
adversas, que se produzca la fecundacion y que el fruto se desarrolle. Alteraciones
en este proceso pueden desembocar en falta de cuajado. Mientras que los casos de
esterilidad masculina se solucionan con una polinizaciéon adecuada (Herrero y
Salvador, 1980), la esterilidad femenina es responsable de falta de cuajado (Jaumien,
1968; Stern ef al, 1996) Por otro lado, la autoincompatibilidad polen-pistilo se
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puede solucionar mediante el empleo de cultivares polinizadores Aunque el cuajado
inicial generalmente se asocia a la fecundacion, otros factores pueden estar
involucrados, ya que un rapido engrosamiento del ovario también puede producirse

en frutos no partenocarpicos sin polinizar (Sedgley, 1980}
1.3.2. Crecimiento del fruto

El desarrollo del fruto es el resultado de la acciéon conjunta de la division
celular y el engrosamiento celular El periodo de division celular es mucho mas
corto que el de engrosamiento celular y le precede, aunque hay una fase en la que
coinciden los dos procesos. El nimero final de células depende del niimero inicial
en antesis y de la velocidad y duracion de la division celular. Ambas fases
condicionan el tamafio final del fruto La fase de division celular se completa en las
semanas siguientes a antesis. De esta forma, en melocotonero consume 3-4 semanas
(Ragland, 1934), 3-4 en manzano, 4-9 en naranjo y 6-8 en peral (Crane, 1964),
aunque en algunos frutales puede extenderse durante mucho mas tiempo Asi, en
aguacate, las divisiones celulares tienen lugar a lo largo de toda la vida del fruto
(Schroeder, 1953). En albar‘icoquéro dura unos 15 dias (Jackson y Coombe, 1966}

En frutales, el crecimiento del ovario desde antesis hasta la madurez, al
representar la evolucion del volumen o peso en funcion del tiempo, suele seguir una
curva sigmoidal, sencilla en manzano, peral, nogal, avellano, pacanero, naranjo y
aguacate, doble en los frutales de hueso, zarzamora, frambueso, grosellero, arandano,
pistachero, higuera, vid y olivo, y triple en kiwi (Coombe, 1976; Stephenson, 1981;
Westwood, 1982) La principal diferencia entre estas formas de crecimiento radica
en que, en los frutos con endocarpio lefioso, durante la fase de engrosamiento
celular, se produce una parada en el crecimiento durante dos o tres semanas, que es
el tiempo empleado en la formacion del hueso. A esta parada en el crecimiento le
precede una etapa de crecimiento muy rapido, y una vez formado el hueso se
reanuda el crecimiento hasta la maduracion (Conners, 1920, citado en Jackson y
Coombe, 1966; Harrold, 1935)

18



Introduccion general

13 3. Caida de frutos

Desde la antesis hasta la maduracién del fruto, se producen una serie de
caidas prematuras de flores y frutos En melocotonero hay 3 caidas importantes: la
primera ocurre dentro de las dos semanas siguientes a antesis y parece ser de flores
no fecundadas; la segunda se produce tras el cuajado inicial, cayéndose pequefios
frutos ya fecundados, y finalmente, la tercera ocurre inmediatamente antes de la
madurez y se trata de frutos ya de tamafio definitivo pero inmaduros (Harrold,
1935)

La caida de flores y frutos no es un proceso privativo de los frutales, ya que
en muchas especies vegetales se producen mas flores que frutos, desconociéndose
todavia cuales son los mecanismos que regulan esta reduccion (Charlesworth,
1989a) Sin embargo, hay indicios que apuntan a un esclarecimiento de estas causas,
ya que en la fase que va de polinizacion a fecundacion se produce una intensa
interaccion entre el gametofito masculino y el esporofito (Herrero y Hormaza, 1996)
que es fuente de variacion del porcentaje de cuajado Asi, existen mecanismos de
control que favorecen el éxito de la fecundacidn y otros que lo dificultan (Herrero,
1992b). Esta interaccion entre el gametofito masculino y el esporofito engloba una
serie de procesos que reducen la poblacion de 6vulos (Herrero, 1992a)

Los dias inmediatamente posteriores a la antesis cobran gran importancia,
pues no solo tiene lugar la fase progamica, que desemboca en la formacién del
embrién y el cuajado del fruto, sino que también se establece el nimero final de
células que condicionara el tamario final del fruto

El establecimiento de las curvas de crecimiento v de caida de frutos en
albaricoquero permitiria establecer la conexion entre los principales picos de caida
y el desarrollo del fruto asi como la relacion entre los mecanismos que se producen
en el interior de la flor con el cuajado vy el inicio del desarrollo del fruto.

Junto a la interaccidén polen-pistilo y los condicionantes externos, otros
factores intrinsecos a la flor podrian jugar un papel importante en el proceso de
fructificacion en albaricoquero Asi, las reservas acumuladas en el arbol deben
desempefiar un papel clave en el desarrollo de la flor y en el inicio de la formacion
del fruto, ya que estos procesos tienen lugar en una fase en la que el arbol todavia

no ha emitido las hojas
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1 4 FOTOASIMILADOS Y RESERVAS

Los carbohidratos son los principales constituyentes de las plantas,
representando cerca de tres cuartas partes del peso seco en las plantas lefiosas
(Kozlowski, 1992) Se producen como resultado de la fotosintesis, y, mientras que
parte de ellos forman la estructura de la planta, los carbohidratos no estructurales
tienen importantes funciones metabdlicas: la mayor parte son usados directamente
en ¢l crecimiento, otra cantidad considerable se oxida en la respiracion, algunos son
expulsados como productos de desecho y una fraccion se acumula como reserva
(Chapin et al. 1990).

1 4.1. Las reservas en las plantas lefiosas

Las plantas lefiosas almacenan reservas durante los periodos de actividad
fotosintética y las usan cuando la demanda de la planta no es cubierta directamente
por la fotosintesis. En los arboles de hoja perenne esto sucede en regiones donde los
inviernos son demasiado frios para realizar la fotosintesis (Loescher ef @/, 1990) y
en los de hoja caduca, para el crecimiento y la respiracion antes de la emision de
hojas (Oliveira y Priestley, 1988) Las reservas de carbohidratos juegan un
importante papel en el metabolismo, crecimiento, defensa, resistencia al frio y otros
factores ambientales (Kozlowski, 1992) En las plantas lefiosas, el almidon es la
reserva mas importante (Chapin e al, 1990). Se trata de un carbohidrato insoluble,
que no es capaz de pasar como tal de célula a célula y que se sintetiza en aquellos
tejidos donde se encuentra por la condensacion de cientos de moléculas de glucosa
Su almacenamiento ocurre en plastidos, previniendo asi su degradacion al aislarse
de las rutas metabolicas (Chapin ef af, 1990) En las plantas lefiosas no existe un
érgano especifico de almacenamiento (Kandiah, 1979), por lo que todas las partes
del arbol almacenan reservas en mayor o menor medida Aunque cada especie
acumula reservas de distinta forma (Abod y Webster, 1991), en general las
concentraciones mas altas de carbohidratos no estructurales se encuentran en las
raices (Loescher et al, 1990) El almidén se encuentra claramente implicado en
diferentes actividades de la vida de la planta, tales como la germinacién de la
semilla (Dennis et al , 1982), fotosintesis (Roper ef al., 1988), proceso reproductivo
(Arbeloa y Herrero, 1991) y funciones de almacenamiento (Smith ef af, 1995), y
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el seguimiento de los cambios en el contenido de almidon es un fiel reflejo de los

cambios fisiologicos.
1.4 2. Reservas y fructificacion

La importancia de las reservas es determinante en la vida de las plantas
lefiosas en general v en el crecimiento de los Organos reproductivos en particular
(Oliverra y Priestley, 1988), existiendo evidencias de que el almidon almacenado
previamente sustenta el crecitmiento de los frutos en las fases iniciales de desarrollo
{Krabel, 1992) De la misma forma, la disponibilidad de carbohidratos almacenados
es el factor mas importante en el proceso de division celular del pericarpio (Jackson
y Coombe, 1966), y estas reservas podrian condicionar el proceso reproductivo
(Charlesworth, 1989b), asi como la calidad y rendimiento de la cosecha (Kelier vy
Loescher, 1989) Sin embargo, las implicaciones de las reservas en la iniciacion
floral, el desarrollo de la flor y el fruto todavia no estan bien establecidas (Loescher
et al., 1990) En los frutales de hueso, la floracién tiene lugar antes que la emision
de hojas Por ello, la flor solo se nutre de las reservas acumuladas por el arbol antes
del reposo Sin embargo, importantes acontecimientos ocurren en esta fase,
produciéndose la fecundacion y el inicio de la fructificacion Las reservas que
sustentan estos procesos deben encontrarse en la madera o en la propia flor. Para la
evaluacidn de esta ultima hipotesis, seria necesario determinar el contenido de

reservas de las flores
143 Reservas en la flor y calidad de flor

El hecho de que la degeneracion de los ovulos esté asociada a la falta de
reservas de fotoasimilados (Arbeloa y Herrero, 1991) induce a pensar que la
distribucion de estas reservas puede jugar un papel clave en el proceso reproductivo
Tradicionalmente se ha asumido que las reservas nutritivas del arbol juegan un papel
decisivo en el nivel de fructificacion Williams en 1965 puso de manifiesto que estas
reservas nutritivas afectaban el sistema reproductivo influyendo en la longevidad de
los ovulos Han pasado 30 afios y cuando se trata de analizar de un modo
exhaustivo cual es el principal determinante de cuajado se llega a resultados muy

similares (Robbie y Atkinson, 1994) Sin embargo no se ha podido detectar el
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mecanismo que conecta estos dos hechos, probablemente porque la evaluacién del
contenido de almidon de las flores presenta importantes dificultades Por un lado,
el uso de técnicas extractivas o bioquimicas requieren la homogeneizacion de las
flores, por lo que se ignoran las diferencias entre las flores Por otro lado, las
reservas de hidratos de carbono se encuentran compartimentalizadas en las plantas
(Watson y Casper, 1984), y el crecimiento sucede en o6rganos individuales de la
planta (Sprugel et a/ 1991), siendo la distribucion de los fotoasimilados
sustancialmente diferente de un organo importador a otro (Ho, 1988). Esta
compartimentalizacion de las reservas de almidon es altamente especializada, tanto
a nivel inflorescencia (Guitian, 1994), como a nivel de flores individuales, donde
existen grandes diferencias dentro del pistilo entre grupos de células préximos
(Arbeloa y Herrero, 1991) Ni los métodos extractivos ni las técnicas bioquimicas
son capaces de detectar estas variaciones en pequefias partes de la planta Por ello,
seria necesario realizar un seguimiento flor a flor y tejido a tejido La combinacion
de técnicas histoquimicas con analisis de imagen puede ser una alternativa valida,
no solo para observar la presencia o ausencia de almidon, sino para cuantificar su
contenido, permitiendo hacer comparaciones entre diferentes grupos de células o
individuos

Las producciones irregulares son uno de los principales limitantes de la
produccidn frutal Estas oscilaciones se han asociado tradicionalmente con factores
climaticos adversos, principalmente heladas y bajas temperaturas y lluvias durante
el periodo de floracion Sin embargo, cuando se ha intentado establecer una
relacion entre estos factores climaticos y las producciones, los resultados han puesto
de manifiesto que estos elementos no podian explicar satisfactoriamente las
variaciones observadas {Jackson y Hamer, 1980) y que la principal fuente de
variacion se debia a algo inherente a la flor, que era desconocido, pero que se
denominé "calidad de flor" (Goldwin, 1981). Sin embargo, todavia se desconoce qué
es y qué lo determina

La determinacion de los niveles de reservas de almidon en distintas
estructuras de la flor mediante la combinacion de técnicas histoquimicas con analisis
de imagen y su implicacion tanto en el proceso de degeneracion de dvulos como en
el inicio de la fructificacion y el cuajado, puede abrir un camino para conocer y

determinar el concepto de "calidad de flor".
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1.5 CONCLUSIONES DE LA REVISION

El albaricoquero es un cultivo tradicional en Aragén que sufrid una
importante recesion en la década de los 80, debida a las bajas producciones En los
ultimos afios hay un interés creciente en recuperar el cultivo, fundamentalmente el
cultivar Moniqui, debido a la excelente calidad de sus frutos. Sin embargo, se trata
de un cultivar que presenta graves problemas de produccidn ocasionados por la falta
de cuajado. La localizacién de los cuellos de botella productivos en esta especie
permitiria el manipularlos, especialmente en éste y otros cultivares que ya tienen un
nicho comercial establecido Por otro lado, un conocimiento de la biologia
reproductiva de esta especie delimitaria un marco en el que poder estudiar la causa
de la marcada zonalidad que presentan la inmensa mayoria de los culitvares de
albaricoquero actualmente cultivados

El nivel de cuajado podria estar regulado en el interior de la flor, y el pistilo
parece albergar los mecanismos que controlan esta regulacion, incluyendo el sistema

de incompatibilidad y los mecanismos que reducen la poblacion de dvulos, sin que

se conozcan las causas que provocan esta situacion Ademas de las relaciones de
compatibilidad, la interaccion polen - pistilo v los condicionantes externos, otros
factores, como el estado nutritivo de la flor, podrian jugar un papel importante en
el proceso de fructificacion.

En esta tesis se plantea el estudio de qué es la calidad del flor y cual es su
efecto en el cuajado de fruto en el cultivar de albaricoquero Moniqui Para ello se
ha caracterizado el proceso de desarrollo de la flor y del fruto, haciendo hincapié
en la fase comprendida entre la polinizacion y la fecundacion y relacionandola con
el estado nutritive de la flor, que podria ser determinante en esta fase, ya que en ella
se forma el embridn, se establece el cuajado inicial y se establece el nimero final
de células, lo que condicionara el tamafio del fruto. Los resuitados se han analizado

en base al comportamiento del arbol en el campo
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1.6, OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis es el estudio de la calidad de flor y su
incidencia en el cuajado de fruto en albaricoquero. Para ello, por una parte, se
caracteriza tanto el desarrollo de la flor como el cuajado y la fructificaciéon y, por
otra, se valora la incidencia que tiene el estado nutritivo de las flores en estos

Procesos.

Objetivo 1. Desarrollo floral. Caracterizacion del proceso de desarrollo floral desde
el desborre hasta el cuajado inicial del fruto.
- Diferenciacion floral desde la iniciacion floral hasta la floracion

- Fase comprendida entre polinizacion y fecundacion.

Objetivo 2. Cuajado y fructificacién. Caracterizacion del cuajado y la fructificacion
en campo y evaluacién de las implicaciones de las relaciones de compatibilidad en

el cuajado inicial.

- Efectos de la polinizacion en el cuajado de ‘Moniqui'

- Crecimiento y caida de frutos

Objetivo 3. Estado nutritivo de la flor. Valoracion del estado nutritivo de las flores
y evaluacién de su influencia en el desencadenamiento tanto del proceso de
fecundacion como del de fructificacion.
- Evaluacion del contenido de almidon en pequefias estructuras mediante la
combinacién de técnicas histoquimicas con analisis de imagen
- Efecto del estado nutritivo del 6vulo en la fecundacion

- Efecto del estado nutritivo de la flor en la fructificacion
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2. DIFERENCIACION FLORAL

2.1. INTRODUCCION

El primordio floral en Prunus, antes de la entrada en reposo, se encuentra en
un estado de desarrollo en el que el pistilo, los pétalos, sépalos y anteras estan ya
diferenciados (Tufts y Morrow, 1925; citado en Westwood, 1982) Sin embargo, el
estado de desarrollo en el que se encuentran las yemas fructiferas al inicio del
reposo depende de distintos factores En albaricoquero, el agua aportada en los
meses de verano juega un importante papel en el desarrollo de las yemas (Brown,
1953) Un estrés hidrico en esas fechas retrasa la diferenciacion y el desarrollo
floral, provocando una disminucién en el tamafio de los frutos y un retraso en la
maduracioén de hasta tres semanas La falta de agua en verano también prolonga el
estado de reposo (Brown, 1952, 1953) y reduce la diferenciacion de yemas
fructiferas En otras especies el estrés hidrico también se ha asociado a la caida de
yemas (Goldwin, 1992), fendomeno que también se produce al no cubrirse las
necesidades de frio invernal, que en albaricoquero oscilan entre 350 y 1100 horas
por debajo de 7°C segln cultivares (Tabuenca, 1967) o bien por otros factores, como
bajos niveles de luz, temperaturas demasiado bajas o exceso de agua (Goldwin,
1992) En condiciones favorables de riego, al llegar las yemas al reposo se
encuentran no sélo con todas las partes de la flor perfectamente distinguibles, sino
con los 6vulos y las células madre del polen también apreciables (Brown, 1953)

El hecho de que no todas las yemas llegan al reposo en el mismo estado de
desarrollo llevd a pensar que estas diferencias podrian explicar los diferentes
requerimientos varietales de horas frio No obstante, en un mismo cultivar, las
yemas menos desarrolladas no requieren distinto nimero de horas de frio que las
mas avanzadas, por lo que su estado de diferenciacion no puede ser usado como
indice de "intensidad" del reposo en albaricoquero (Brown y Abi-Fadel, 1953)
Durante el reposo, el desarrollo de las yemas se ralentiza, fundamentalmente en el
inicio del invierno (Brown y Kotob, 1957), para reanudarse en las semanas previas
al desborre. Aunque en este periodo no hay cambios importantes en el desarrollo
morfoldgico de la flor, si tienen lugar importantes cambios a nivel celular. Asi, en
Prunus cerasus, coincidiendo con el periodo en el que el arbol cubre sus necesidades

de fiio, se forman numerosos granos de almiddn en distintos tejidos de la yema de
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flor (Felker ef al., 1983)

Con el objetivo de caracterizar el proceso de diferenciacion floral desde la
iniciacion floral hasta el cuajado del fruto, en primer lugar se ha seguido el proceso
de desarrollo de yemas fructiferas en el cultivar Moniqui, desde la caida de hojas
hasta la floracion Igualmente, a lo largo de cuatro afios, se ha realizado un
seguimiento de los estados fenoldgicos tanto en 'Moniqui' como en otros tres
cultivares de albaricoguero, 'Bulida’, 'Canino' y 'Paviot!, estableciéndose las epocas

de floracion de los cuatro cultivares.

22 MATERIAL Y METODOS

2 2 1 Material vegetal

Las observaciones han sido realizadas durante el periodo 1993-1996 sobre
tres arboles de cada cultivar, utilizando los clones 'Bulida' 2765 sobre '"Mirobolan

GF31', y 'Canino' 2096, 'Moniqui' 2213 y 'Paviot' 2148 sobre 'Mirobolan B', todos

ellos dentro de la coleccion de cultivares de la EE Aula Dei (Estacion Experimental

de Aula Dei) en Montafiana (Zaragoza) Se trata de arboles de 15 afios formados en

vaso, con un marco de plantacion de 3 x 5 m

2 2 2 Fenologia de la diferenciacion floral

Para el seguimiento fenoldgico desde la iniciacion floral hasta el desborre, se

ha utilizado la sistematica propuesta por Brown (1953) para albaricoquero:

Sin evidencia de diferenciacion

Primordios de sépalos y pétalos evidentes.

Primordios de sépalos y pétalos mas avanzados; estambres y pistilo aprectables
Las partes de la flor claramente distinguibles. Anteras sin tejido esporogeno
Todas las partes de la flor mas avanzadas Anteras con tejido espordgeno.
Pistilo con 6vulos apreciables Anteras con células madres del polen

Pistilo y 6vulos mas grandes Células madres del polen maduras.

Aumento de tamafio de dvulos y pistilo. Tétradas en anteras

Ovulos bien desarrollados Granos de polen maduros

Q0 -3 QN U f Wi O
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2 2.3 Fenologia de la floracion

Para el seguimiento de los estados fenoldgicos desde el reposo hasta el
engrosamiento del fruto, se han seguido los estados tipo de Baggiolini (1952) (Fig.
21)

Para la determinacion de la época de floracion, como comienzo de la misma
se ha considerado la fecha en que las primeras flores alcanzan el estado F, la
floracion plena cuando la mayoria de las flores se encuentran en dicho estado F y

final de la floracion cuando caen los pétalos de las flores mas atrasadas
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Yema de invierno Totalmente cerrada, oscura y puntiaguda

La yema comienza a redondearse, con una coloraciéon mas clara

La yema se hincha, se alarga y deja aparecer los sépalos rojos

Los sépalos se entreabren y permiten ver la corola blanca

La yema se abre parcialmente, apareciendo los estambres

Flor abierta Los pétalos estan completamente abiertos.

Los pétalos caen, enrollandose los estambres

El ovario engrosa y rechaza hacia la parte superior el collarin seco del caliz
Fruto tierno, que expulsa al crecer el collarin del caliz

—EmOTmMTAaAw R

Figura 2.1: Estados fenolégicos de la floracion de albaricoquero segun Baggiolini
(1952)
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23 RESULTADOS

El seguimiento de las yemas florales del cultivar 'Moniqui', desde la caida de
hojas hasta la salida del reposo (Fig 22) muestra que, en Octubre, antes de la
entrada en reposo (Fig 2 2a), las yemas tienen ya todas las partes florales bien
diferenciadas (Fig. 2 2b), correspondiéndose con los estados 3 y 4 de Brown El
aspecto de las yemas de flor al entrar y al salir del reposo (Fig 2.2c y 2 2d) es

similar tanto exterior como interiormente, por lo que no parece haber cambios

morfologicos durante el reposo (Fig 2 2a-2 2d), encontrandose los estambres y el
pistilo ya formados En ocasiones aparecen yemas con dos pistilos (Fig 2 2e),
aunque lo mas comun es la presencia de un unico pistilo (Fig 2 2f) A la salida del
reposo, los cambios se aceleran, creciendo todas las estructuras con rapidez (Fig 2 3)
y coincidiendo con un engrosamiento general de la yema (estado B) A mediados
de Febrero la yema alcanza el estado C (Fig. 2 3a y 2 3b), dejando ver los sépalos
y mostrando un mayor desarrollo del pistilo. Una semana mas tarde, la yema, aun
permaneciendo en estado C, muestra al seccionarla los pétalos claramente
desarrollados, junto con una elongacion apreciable del estilo (Fig 23¢cy 23d) A
los pocos dias los pétalos son visibles, y el estilo alcanza su longitud definitiva en
el estado D (Fig 2.3e y 2 3f) Este estado de botén globoso dara lugar, tras unas
horas en estado E, a la antesis, con Ia flor totalmente abierta (Estado F), los granos
de polen ya maduros y el estigma receptivo.

El pistilo experimenta intensos cambios durante el desarrollo de la yema,
tanto interior como exteriormente (Fig 2 4) Al inicio del estado C, el pistilo
presenta tricomas en la base del estilo (Fig 2 4a), mientras que, en los évulos, los
tegumentos recubren la mayor parte de la nucela (Fig. 2 4b). Pocos dias mas tarde,
durante el mismo estado C, se produce una rapida elongacion del estilo (Fig. 2.4c¢),
acompaiiada por un considerable aumento de tamario de los évulos, en los que la
nucela se encuentra totalmente cubierta por los tegumentos (Fig 2.4d) En el estado
D se completa el crecimiento del estilo, mientras que los évulos contintan su
desarrollo (Fig 2 4e y 2 4f)

El seguimiento de los distintos estados fenologicos de los 4 cultivares durante
los 4 afios estudiados, tanto de la época de inicio como de la duracion de los
mismos, muestra el temprano desarrollo de las yemas y su susceptibilidad a sufrir

dafios por las heladas primaverales, como ocurrid en ¢l afio 1995 (Fig. 2 3).

29



Diferenciacion floral

El periodo de floracion de los cultivares estudiados, durante el periodo 1993-
1996, comenzd en un intervalo comprendido entre finales de Febrero en la mas
precoz, 'Canino’, hasta la primera semana de Marzo en 'Bilida’, produciéndose la
plena floracion en todos los cultivares en la primera quincena de Marzo y
finalizando en la Gltima semana de Marzo (Fig 2.6)

La emisidén de hojas es posterior a la floracion, por lo que el albaricoquero
es una especie histeranta En 'Moniqui', cuando la mayor parte de las flores se
encuentran en estado G, hacia mediados de Marzo, las primeras hojas tienen el

tamafio de los pétalos de las flores, no llegando a alcanzar su tamafio definitivo

hasta el mes de Abril, al menos un mes después del inicio de la floraciéon Por otro

lado, la caida de hojas comienza a finales de Octubre o principios de Noviembre,

completandose por término medio a mediados de Diciembre
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Figura 2.2: Fenologia del cultivar Moniqui desde la caida

(2)

(b)

(c)

(d)

(e)

®

de hojas hasta la salida del reposo.

Yema de flor en estado A antes de la entrada en
reposo, totalmente cerrada y de color oscuro.

Barra = 2 mm.

Seccion de la yema anterior, mostrando el pistilo y

las anteras diferenciadas. Barra = 0,4 mm.

_Yema de flor en estado A, a la salida del reposo,
mostrando un aspecto similar al que presentan las

yemas antes del reposo. Barra = 1 mm.

Seccion de la yema anterior, mostrando un estado de
desarrollo similar al de las yemas antes del reposo.

Barra = 0,3 mm.

Dos pistilos en una sola yema a la salida del reposo.

Barra = 0,3 mm.

Pistilo de una yema en estado B. Los tricomas
comienzan a formarse en la base del estilo. _
Barra = 0,3 mm.




Figura 2.3: Fenologia del cultivar Moniqui desde el desborre

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

®

hasta el estado de boton globoso.

Yema de flor en el inicio del estado C. En el extremo de

la yema se aprecian los sépalos rojos. Barra = 1 mm.

Seccion de la yema anterior. El pistilo presenta tricomas

en la base del estilo. Barra = 1 mm.

Yema de flor en estado C una semana después de la
anterior. Los sépalos contintian emergiendo, ocupando la
mitad de la longitud de la yema.

Barra = 1,5 mm.

Seccion de la yema anterior, mostrando los pétalos
claramente desarrollados y una elongacion apreciable del

estilo. Barra = 1,5 mm.

Yema de flor en estado D. Los sépalos rojos se abren
dando paso a los pétalos blancos.
Barra = 2 mm.

Seccién de la yema anterior. El estilo y los estambres se

encuentran totalmente desarrollados. Barra = 2 mm.




Figura 2.4: Desarrollo del pistilo en el cultivar Moniqui.

(a) Pistilo en el inicio del estado C, con tricomas completamente
desarrollados en el ovario y en la base del estilo. Barra = 0,4

mim.

(b) Ovulos en el inicio del estado C. Los tegumentos cubren

parcialmente la nucela. Barra = 0,3 mm.

(c) Pistilo en estado C. El estilo comienza a alargarse. Barra = 1 mm.

(d) Estado de los évulos en estado C. Los tegumentos cubren
totalmente la nucela. Barra = 0,3 mm.

(e) Pistilo en estado D. El estilo ha alcanzado su longitud definitiva
mientras que el ovario aparece mas redondeado que en el estado
anterior.

Barra = 2 mm.

(f) Ovulos en estado D, con un aumento espectacular de tamario

desde el estado anterior. Barra = 0,3 mm,
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Figura 2.5: Estados fenoldgicos de cultivares de albaricoquero durante el periodo
1993-1996 en la EE Aula Dei (Zaragoza)
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Figura 2.6: Periodo de floracion medio de cultivares de albaricoquero durante el periodo
1993-1996 en la EE Aula Dei (Zaragoza)
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24 DISCUSION

El orden de floracion de los cultivares estudiados coincide con el mostrado
por los mismos en trabajos anteriores (Herrero y Tabuenca, 1966), aunque
globalmente la floracion fue mas temprana en el periodo 1993-1996. Este hecho fue
debido a que en los ailos 1994 y 1995 las temperaturas en el periodo anterior a la
floracion fueron anormalmente altas, y muestra la variacion que puede existir en el
comportamiento de un cultivar de un afio a otro, lo que a menudo provoca la
pérdida de gran parte de la cosecha como consecuencia de las heladas de primavera,
~ como ocurrid en el afio 1995 Esta sensibilidad a las heladas primaverales junto a
| la susceptibilidad a Monilia son importantes condicionantes de la produccidn de
: "Moniqui' (Escudero y Rodriguez Navarro, 1990)

En numerosas ocasiones, se ha observado la presencia de pistilos dobles,
caracter frecuente en el género Prunus (Sterling, 1964), que da lugar a frutos dobles,
que son de escaso o nulo valor comercial En otras especies de Prunus, este hecho
se ha asociado a temperaturas excesivamente altas durante el periodo de
diferenciacion (Westwood, 1982).

Cada una de las fases de desarrollo de las yemas desempefia una importante
funcion en el desarrollo global de la flor Entre la iniciacion floral y el reposo, la
situacidén nutritiva del arbol tiene una clara repercusion en el periodo de viabilidad
de los 6vulos en la primavera siguiente (Williams, 1965) Durante el periodo de
reposo se detiene el desarrollo morfologico, aunque se pueden producir cambios en
el metabolismo de las yemas (Brown y Kotob, 1957; Felker ef al., 1983) Para el
reanudamiento del crecimiento en primavera es necesario que se cubran las
necesidades de frio, produciéndose, sino se completan, anormalidades en la emision
de flores y hojas, en el cuajado e incluso en el crecimiento de los frutos (Erez,
1987, Sedgley y Griffin, 1989) El nimero de horas de fiio necesarias para salir del
Ieposo es un caracter que parece estar controlado genéticamente, teniendo cada
especie y cada cultivar unas necesidades determinadas (Saure, 1985) Este fenémeno
parece estar regulado hormonalmente (Sedgley y Griffin, 1989), aunque se
desconocen las causas fisiologicas que intervienen en el proceso En Prunus cerasus,
durante el reposo, coincidiendo con el periodo en que se cubren los requerimientos
de fiio, se sintetiza el almidon que se encuentra presente en la yema en el momento
del desborre (Felker ef al, 1983) En las yemas de flor de Rhododendron, el
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almidéon se acumula antes del reposo, permaneciendo intacto hasta la primavera
_ (Schneider, 1972) Dentro de los multiples factores que intervienen en el proceso del
reposo el metabolismo de los carbohidratos juega un importante papel en el
desarrollo de las yemas de flor (Felker et al, 1983). Las anormalidades que se
producen en la floracién cuando no se cubren los requerimientos de frio podria estar
relacionado con la falta de almidon en las yemas.

E! periodo comprendido entre el desborre y la emision de hojas parece
desempefiar un importante papel en el proceso reproductivo, dados los
espectaculares cambios observados en las yemas y flores Durante los estados C y
D, en un corto espacio de tiempo tiene lugar la aparicion de tricomas en la base del
estilo y la parte superior del ovario, la elongacion del estilo y un pronunciado
aumento de tamafio de los dvulos El rapido desarrollo de los 6vulos observado en
los dias previos a la floracién puede guardar relacion con el hecho de que, en
antesis, el saco embrionario se encuentra inmaduro en peral (Herrero y Gascén,
1987), melocotonero (Arbeloa y Herrero, 1991), manzano (Costa Tura y Mac Kenzie
al, 1990) y albaricoquero (Burgos y Egea, 1993; Burgos ef al,, 1995) Al no haber
hojas o no ser fotosintéticamente activas, estos cambios y los necesarios para
completar el desarrollo de la flor deben estar sustentados por las reservas del arbol,
aunque los mecanismos que regulan este proceso no se conocen con exactitud
(Marshall y Watson, 1992)

Una vez caracterizado el desarrollo de la flor en el campo, el siguiente paso
va a ser estudiar el proceso en el interior de la misma, prestando especial atencion
a la fase comprendida entre la polinizacion y la fecundacion, ya que, a diferencia
de los frutales de pepita, los frutales de hueso no desarrollan frutos partenocarpicos,
por lo que al menos uno de los dos o6vulos necesita ser fecundado para que se

complete el desarrollo del fruto
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De polinizacion a fecundacion

3 DE POLINIZACION A FECUNDACION

3 1. INTRODUCCION

La fase comprendida entre la polinizacién vy la fecundacion encierra una
intensa interaccion entre los tubos polinicos y el pistilo, cuyo resultado final es la
. formacién del embrién Por un lado, las distintas estructuras pistilares sirven de
. apoyo tanto a nivel nutricional como direccional de los tubos polinicos en su camino

hacia el 6vulo (Herrero y Hormaza, 1996), mientras que la polinizacién induce la
secrecion estigmatica (Herrero y Arbeloa, 1989; Herrero, 1992a) y afecta al
desarrollo del saco embrionario (Herrero y Gascon, 1987, Arbeloa v Herrero, 1991;
Burgos y Egea, 1993) En otras especies del género Prunus, la fase progamica ha
sido descrita con detalle Asi, en melocotonero, mientras que los tubos polinicos
comienzan a llegar a la base del estilo 7 dias después de la germinacion del polen
en el estigma, la fecundacion no tiene lugar hasta 12 dias después Los tubos sufren
- una parada de 5 dias en su crecimiento al llegar al obturador y otra de 3 dias antes
de entrar en el ovulo (Herreto y Arbeloa, 1989) Paralelamente, los &vulos
completan su desarrollo o degeneran (Arbeloa y Herrero, 1991) Sin embargo, se
desconoce hasta qué punto los mecanismos descritos en esta especie son comunes
a todo el género
Con ¢l objetivo de caracterizar en el interior de la flor de albaricoquero cv
Moniqui la fase comprendida entre la polinizacion y la fecundacion, se ha llevado
a cabo un estudio de este proceso, valorando la cinética de los tubos polinicos en

su paso a través del pistilo
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32 MATERIAL Y METODOS

3.2 1 Material vegetal

Las observaciones han sido realizadas sobre flores procedentes de 3 arboles
de 'Moniqui' y 3 arboles de 'Bulida' de la coleccion de cultivares de la EE Aula Dei
en Montafiana (Zaragoza) (Apartado 2.2 1)

322 Preparacion del material

3.2.2 1 Establecimiente de poblaciones de flores

Se siguid el crecimiento de las flores de dos poblaciones durante 1993 y
1994, una de flores polinizadas manualmente con polen compatible y otra dejada sin
polinizar. El control de las distintas poblaciones se realiz6 mediante la sefializacion
de las ramas elegidas para cada una con cintas adhesivas de colores (Fig 3 1a). Con
el fin de que todas flores estuvieran sincronizadas de partida, las yemas mas
atrasadas y las flores mas adelantadas en las ramas elegidas fueron eliminadas,
dejando solo las yemas en estado D (Baggiolini, 1952) de boton globoso préximo

a abrirse.

3222 Obtencidén de polen

Para la obtencion de polen se partié de flores de 'Canino' en estado D (Fig
3 1b) Se separaron las anteras, todavia sin dehiscir, de sus filamentos y se dejaron
sobre papel a temperatura ambiente durante 48 h, provocando asi su dehiscencia
(Fig 3.1c). Mediante una malla fina de 0,26 mm de luz se colo el polen con la
ayuda de un pincel, congelandolo a -20°C hasta el momento de su utilizacion (Fig
31d)

3223 Emasculacidon v polinizacion de las flores

Con el fin de evitar la llegada de insectos polinizadores y asi poder controlar

la polinizacion, se emascularon las flores objeto de estudio (Free, 1964) Para ello,

41




De polinizacion a fecundacién

con la flor en estado D de boton globoso proximo a abrirse, se eliminaron
manualmente anteras y pétalos dejando Unicamente el pistilo (Fig 3 le) A las 24
h después de la emasculacion, y tras mantener a temperatura ambiente durante unos
minutos el polen previamente congelado, se polinizaron las flores deseadas Para
obtener una distribucion uniforme del polen en la superficie del estigma, la

polinizacién manual se realizé con la ayuda de un pincel

3.23 Tecnicas para el estudio de la germinacion y crecimiento de los tubos

polinicos

El dia posterior a la emasculacion de las flores se polinizaron manualmente
la mitad de las flores y fue considerado dia O para el control de las dos poblaciones
A partir de entonces se recogieron diariamente entre 10 y 15 flores de cada
poblacion durante 10 dias En el campo, las flores se introdujeron en botes
herméticos con papel de filtro humedo para evitar su desecacién en el traslado al
laboratorio, donde se fijaron los pistilos en FAA (70% etanol : acido acético glacial
: formaldehido [18:1:1, v/v]) (Johansen, 1940)

Por otro lado, los primeros estados de la germinacion y el crecimiento de los
tubos polinicos en el estigma se observaron sobre flores cortadas y colocadas sobre
espuma de florista en bandejas con agua a temperatura controlada de 25°C (Fig
3 1f) Las flores fueron emasculadas para evitar la autopolinizaciéon y polinizadas
manualmente al dia siguiente, fijandose en FAA a distintos intervalos de tiempo

Para la observacion al microscopio tanto de los estilos procedentes del ensayo
en campo como los del ensayo de laboratorio, ambos previamente fijados en FAA
y almacenados a 4°C, se lavaron en tres tiempos de una hora cada uno con agua
destilada y se dejaron en sulfito sodico al 5% durante la noche Al dia siguiente se
volvieron a lavar con sulfito sédico y se introdujeron en el autoclave durante 10 min
a 1 Kg/cm? de presion (Jefferies y Belcher, 1974), para impedir el crecimiento de
hongos y bacterias y ablandar suficientemente los tejidos Se facilita asi el
aplastamiento y la eliminacion posterior del tejido cortical que rodea al tejido
transmisor, operacion que se realiza con unas agujas enmangadas, con el objeto de
evitar confusiéon en la observacién de los tubos polinicos El material se montd
mediante aplastamiento (squash), entre portaobjetos y cubreobjetos, con una gota de
Azul de anilina al 0,1 % en PO, 0,1 N (Linskens y Esser, 1957), para conseguir
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Figura 3.1: Preparacion del material.

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

)

Establecimiento de las poblaciones de flores
mediante la sefializacion de las ramas elegidas

con cintas adhesivas de colores.

Flor en antesis y yema en estado de botdn
globoso.

Anteras procedentes de yemas en estado de
boton globoso.

Pincel, malla de 0,26 mm de luz y frascos
empleados en la obtencion del polen a partir de

las anteras dehiscidas.

Flor emasculada.

Flores cortadas, emasculadas y colocadas sobre

espuma de florista en bandejas con agua.
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De polinizacion a fecundacion

a tincion de la callosa La callosa es un polisacarido compuesto por 1-3 B glucanos,
_que se deposita en la pared del tubo polinico y en forma de tapones a diferentes
“intervalos durante el crecimiento de los tubos polinicos. La tincion del material con
! Azul de anilina permite a la callosa fluorescer bajo luz ultravioleta (Currier, 1957),
mostrandose de un color amarillo verdoso brillante que resalta del resto de tejidos
del pistilo y permite asi el seguimiento de los tubos polinicos a través de las
' estructuras pistilares

Una vez montadas las preparaciones, se observaron con un microscopio de
fluorescencia de luz incidente para luz violeta Ortolux II con filtro D (filtro
excitador BP 355-425 y filtro bloqueador LP 460).

324 Técnicas histologicas

324 1 Fijacién e inclusion del material

Al igual que en el apartado anterior, se recogieron diariamente entre 10 y 15
flores de cada poblacion durante 20 dias a partir del dia 0 En el campo, las flores
y posteriormente los frutos se introdujeron en botes herméticos con papel de filtro
himedo para evitar su desecacién en el traslado al laboratorio, donde tras ser
limpiadas de los restos del caliz, escamas y tricomas, se fijaron los ovarios para su
posterior inclusion en parafina o resina sintética

Para la inclusiéon en parafina, los pistilos se fijaron enteros en FAA y se
almacenaron a 4°C. Previamente a la inclusién, se deshidratd en una serie de alcohol
butilico terciario (TBA) (70, 85, 95 y 100%) (Tabla 3.1) y finalmente se incluyé en
parafina siguiendo una modificacién de Jensen (1962) (Tabla 3.2)

Para la inclusion en resina sintética, los pistilos fueron cortados en segmentos
de 1-3 mm para favorecer la penetracién del fijador y la inclusién, se fijaron en una
solucion al 2,5% de glutaraldehido en tampon fosfato 0,03 M (Sabatini et af , 1963)
durante 4 h a temperatura ambiente, se lavaron con tampén fosfato 0,03 M, se
deshidrataron en una serie de alcohol etilico (35, 50 y 70 y 95%) y finalmente se
incluyeron en resina sintética JB4 (Polysciences Inc, Warrington, Pensilvania,
Estados Unidos) (Tabla 3 3)
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3242 Obtencion de cortes

Una vez incluido el material, se realizaron los cortes para su observacion al
microscopio. Los bloques de parafina se cortaron en un microtomo de rotacion
1130/Biocut (Reichert-Jung, Heidelberg, Alemania) a [0 um y se montaron sobre
los portaobjetos con pegamento Haupt (Haupt, 1930) y agua formolada al 3% Para
la obtencion del pegamento Haupt, se disolvié 1 g de gelatina pura en 100 cm® de
agua destilada a 30°C, afiadiendo posteriormente 2 g de cristales de fenol y 15 cm?
de glicerina La gelatina y la glicerina proporcionan adherencia, mientras que el
fenol previene la contaminacion de hongos y bacterias, y el agua formolada actua
como fijador, desnaturalizando la gelatina y previniendo la pérdida de adherencia
durante tratamientos posteriores Para su tincién, los cortes fueron desparafinados
con tres bafios de Histoclear (CellPath, Reino Unido) e hidratados en una mezcla
Histoclear:etanol [1:1 (v/v)] y una serie de alcohol etilico (100, 70 y 40%) (Tabla
34)

Los bloques de resina sintética se cortaron en un ultramicrotomo Ultracut E
{(Reichert-Jung, Heidelberg, Alemania) a 2 pm, montandose cada corte obtenido
sobre una gota de agua destilada colocada en un portaobjetos recubierto de gelatina

al 1%, dejandose secar a 30°C

3.243 Tincién de los cortes

Una vez obtenidos los cortes, tanto en parafina como en resina sintética, se
procedié a su tincién, bien para su observacién con luz fluorescente (Tabla 3 5)o
luz normal (Tabla 3 6) Las observaciones de las tinciones fluorescentes se
realizaron en un microscopio Ortholux II bajo epiiluminacion fluorescente con filtro
D (filtro excitador BP 355-425, filtro bloqueador LP 460) para Azul de anilina y
Calcoflior y con filtro 1, (filtro excitador BP 450-490, filtro bloqueador LP 515)

para Auramina y Naranja de acridina Las observaciones de las tinciones no

fluorescentes se realizaron en el mismo microscopio pero con luz normal

transmitida.
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Tabla 3.1: Composicién en % (v/v) de la serie de alcohol butilico terciario (7BA)
empleada para la deshidratacion del material previa a su inclusion en

parafina
H,0 ALCOHOL ALCOHOL TBA puro
METILICO ETILICO
TBA 50% 50 40 - 10
TBA 70% 30 50 - 20
TBA 85% 15 50 - 35
TBA 95% - 45 - 55
TBA 100% - - 25 75

Tabla 3.2: Proceso de deshidratacion de material fijado en FAA para su posterior
inclusion en parafina.

DIA SOLUCION TIEMPO (h) TEMPERATURA
1-3 Alcohol etilico 70% 72 ambiente
4 TBA 70% 24 ambiente
5 TBA 85% 1 ambiente
TBA 95% 134 ambiente
TBA 100% 1% ambiente
TBA puro I 1 ambiente
TBA puro 11 1 ambiente
TBA puro I 17 30°C
6 TBA + aceite parafinado 24 30°C
7 Material de la mezcla anterior 24 60°C
sobre parafina
8-10 Parafina I 6 60°C
Parafina I1 66 60°C
11 Parafina III >168 60°C
12 Inclusidén




Tabla 3.3: Proceso de deshidratacion de matenial fijado en glutaraldehido para su
posterior inclusién en resina sintética JB4

DIA SOLUCION TIEMPO (h) TEMPERATURA
1 Tampon fosfato 0,03 M 1 4°C
Tampén fosfato 0,03 M 1 4°C
2 Tampon fosfato 0,03 M 1 ambiente
Alcohol etilico 35% 1 ambiente
Alcohol etilico 50% 1 ambiente
Alcohol etilico 70% 1 ambiente
Alcohol etilico 95% 1 ambiente
Solucién A catalizada (100 ml =19 4°C
solucion A + 0,9 g catalizador)
3 25 ml de soluciéon A catalizada 1 ambiente
+ 1 ml de solucién B
Inclusién bafio de hielo

Tabla 3.4: Proceso de hidrataciéon de cortes de
parafina a temperatura ambiente

SOLUCION TIEMPO (min)

Histoclear 1
Histoclear II
Histoclear II1
Histoclear:etanol
Alcohol etilico 100%
Alcohol etilico 50%
Alcohol etilico 70%
Alcohol etilico 40%
Agua destilada

B R BB LA Lh LA Lh
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De polinizacion a fecundacion
33 RESULTADOS

Desde la polinizacién hasta el momento de la fecundacién, fos tubos
polinicos atraviesan una serie de diferentes estructuras a lo largo del pistilo (Fig
32) El estigma de albaricoquero es de tipo humedo y esta formado por papilas
(Fig 3.3a), que producen hacia el exterior una secrecidén en el momento de la antesis
(Fig 3.3b) El estilo es compacto (Fig 3 3c), presentando en el centro de su seccion
el tejido transmisor, que se encuentra rodeado de haces vasculares y tejido
patenquimatico {Fig. 3 3d). En la parte superior del ovario se encuentran dos
obturadores, situados encima de cada uno de los dos 6vulos (Fig. 3 3e) En el
interior del évulo, el saco embrionario se encuentra rodeado de la nucela, que a su

vez estd recubierta por los tegumentos (Fig 3 3f)

Los granos de polen llegan al estigma y entran en contacto con la secrecion
El grano de polen sin hidratar tiene forma eliptica Cuando comienza a hidratarse
se ponen de manifiesto los colpus (Fig. 3.4a) A continuacion, el grano de polen se
hidrata (Fig 3.4b) y germina (Fig 3 4c¢), dando lugar al tubo polinico, que se dirige
hacia el estilo (Fig 3 4d). A medida que los tubos polinicos avanzan a través del
tejido transmisor, dejan atras restos no funcionales, que son aislados del extremo
mediante tapones de callosa (Fig 3 4e y 3.4f),

Los tubos polinicos comienzan a llegar a la base del estilo entre el tercer y
cuarto dia después de la polinizacion, tanto en '"Moniqui' como en 'Bulida’ (Fig
3.5a) Cuatro dias después de la polinizacion todos los pistilos presentan tubos
polinicos en Ia base del estilo en los dos cultivares (Fig 3 5b) Sin embargo, el
numero de tubos polinicos que llegan a la base del estilo se va incrementando hasta
el dia 7, a partir del cual el numero de tubos en la base del estilo se estabiliza A
pesar de utilizar el mismo polen de 'Canino', el nimero final de tubos polinicos que
alcanza la base del estilo es mayor en 'Bulida’ que en ‘Moniqui' (Fig 3.5¢c).

En 'Moniqui', una vez en el ovario, los tubos polinicos alcanzan la parte
superior del obturador 5 dias después de la polinizacion (Fig, 3 6a), sobrepasandolo
un dia después (Fig 3.6b), e introduciéndose, a través del micropilo (Fig 3 6¢), en

la nucela (Fig 3 6d) A partir del sexto dia tiene lugar la fecundacién (Fig 3 6e y
3 6f).
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Figura 3.2: Esquema del pistilo (a) y del ovario (b) de una flor de albaricoquero mostrando

el camino recorrido por el tubo polinico



Figura 3.3: Anatomia de la flor de albaricoquero.

(a) Seccién longitudinal del estigma de una flor en antesis de
Bulida' TT, tejido transmisor Las flechas sefialan papilas
estigmaticas. Tincién: PAS + Azul de toulidina x 83.

Barra = 100 ym

{(b) Granos de polen en el estigma de una flor de ™Moniqui' 90
min después de la polinizacion * grano de polen; S,
secrecion  estigmatica Las  flechas sefialan  papilas
estigméticas Tincion: Naranja de acridina x 528

Barra = 20 um

(c) Seccién transversal del estilo de una flor de "Moniqui' 5 dias
después de antesis La flecha sefiala el tejido transmisor.

Tincién: Naranja de acridina x 83 Barra = 100 um

(d) Seccion transversal del tejido transmisor de una flor de
"Moniqui' 5 dias después de antesis La flecha sefiala el tejido
transmisor. Tincién: Naranja de acridina x 211

Barra = 50 pm.

(e) Seccién longitudinal del ovario de una fior de 'Moniqui' en
antesis OB, obturador; OV, &vulo. Tincion: Calcofluor. x 83
Barra = 100 pm

(f) Seccion longitudinal del 6vulo de una flor de 'Moniqui' en
antesis. SE, saco embrionario; NU, nucela, TE, tegumento.
Tincion: PAS x 528 Barra = 20 pm




Figura 3.4: Germinacion y crecimiento de los tubos polinicos

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

&)

en el estilo en albaricoquero

Grano de polen comenzando a hidratarse Las flechas __
sefialan los colpus Tincién: Auramina x 560 Barra = 20

pm

Granos de polen hidratados Tincién: Azul de anilina x
560 Barra = 20 um.

Grano de polen germinado, con el tubo polinico
emergiendo a través de uno de los colpus. Tincidén: Azul de

anilina x 560 Barra = 20 pm.

Granos de polen en el estigma, con los tubos polinicos
avanzando hacia el tejido transmisor Tincién: Azul de
anilina x 224 Barra = 50 pym

Extiemo de un tubo polinico avanzando por el tejido
transmisor Tincién: Azul de anilina x 560

Barra = 20 um

Tubos polinicos en el tejido transmisor en la parte central
del estilo, mostrando tapones de callosa Tincién: Azul de

anilina  x 224 Barra = 50 ym
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Figura 3.5: Crecimiento de los tubos polinicos en el estilo de 'Moniqui’ y ‘Bulida’
Porcentaje de la longitud del estilo recorrida por los tubos polinicos
(a), porcentaje de flores con tubos polinicos en la base del estilo L)y
numero medio de tubos polinicos que han alcanzado la base del estilo (¢),
en condiciones de campo desde la polinizacion hasta 9 dias después, en los
cultivares 'Moniqui' (00) y ‘Bulida' (®) polinizadas con polen de 'Canino’
en 1693




Figura 3.6: Crecimiento de los tubos polinicos en el ovario de
flores de Moniqui' Las flechas sefialan tubos

polinicos.

(a)  Tubos polinicos en la parte superior del obturador 5 dias
después de la polinizacién OB, obturador. Tincién: Azul de
anilina x 218 Barra = 50 pm

(b)  Tubo polinico sobrepasando el obturador 5 dias después de
la polinizacién OB, obturador. Tincién: Azul de anilina x
218 Barra = 50 um

(¢)  Tubo polinico entrando en el micropilo 5 dias después de la
polinizacién. *, micropilo. Tincién: Azul de anilina x 218

Barra = 50 um

(d)  Tubo polinico llegando a la nucela a través del micropilo
Dia 10 después de la polinizacién NU, nucela Tincién: Azul
de anilina x 218. Barra = 50 um.

(¢)  Tubo polinico entrando en la nucela. Dia 9 después de la
polinizacién Tincién: Azul de anilina x 544 Barra = 20 um-

¥ Tubo polinico entrando en el saco embrionario Dia 10
después de la polinizacién. *, saco embrionario Tincién:

Azul de anilina x 544 Barra = 20 um
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3 4 DISCUSION

En albaricoquero, la fase comprendida entre la polinizacion y la fecundacion
s¢ desarrolla de forma similar a otras especies proximas La secuencia de
- acontecimientos es semejante a la que tiene lugar en melocotonero (Herrero y
Arbeloa, 1989) Sin embargo, la cinética de los tubos polinicos en su camino hacia
el saco embrionario se desarrolla durante un periodo de tiempo considerablemente
mas corto: mientras que en melocotonero los tubos polinicos emplean 7 dias en
llegar a la base del estilo, en albaricoquero llegan en solo 3-4 dias Del mismo
modo, la fecundacién en albaricoquero tiene lugar 13 dias antes que en
melocotonero (dia 6 frente a dia 19 después de la polinizacién) Por lo tanto, ias
estructuras y los procesos parecen conservarse entre especies, aunque la escala de
tiempo parece ser diferente Estas diferencias en el desarrollo de los mismos
procesos pueden ser debidas a factores externos o internos Es conocido que el
crecimiento de los tubos polinicos se ve afectado por la temperatura (Williams,

1970a) Sin embargo, las diferencias encontradas entre albaricoquero vy

melocotonero, al desarrollarse la floracion en la misma época, dentro de unas
condiciones ambientales similares, parecen demasiado pronunciadas como para
deberse unicamente a la temperatura Alternativamente, estas diferencias podrian ser
explicadas por causas intrinsecas a la flor. Por otra parte, en algunas especies se ha
sugertdo que la longitud del estilo podria justificar diferencias en el tiempo
empleado por los tubos polinicos en recorrerlo (Mulcahy ef al, 1975) Sin embargo,
la mayor longitud de los estilos de 'Moniqui' frente a la mayoria de los

melocotoneros cultivados deberia favorecer un retraso en el crecimiento de los tubos,

cuando en realidad ocurre lo contrario Mientras que la morfologia de la flor por si
misma no parece justificar estas diferencias, en melocotonero se ha observado que
el estado de desarrollo de la estructuras pistilares tiene un claro efecto sobre la
cinética de los tubos polinicos (Herrero y Arbeloa, 1989) Un desarrollo maés
acelerado del pistilo en albaricoquero podria ocasionar las diferencias encontradas.

La fase de polinizacion a fecundacién es determinante del cuajado en los
fratales de hueso, ya que la fecundacion de al menos uno de los 6vulos es necesaria
para la formacidén del fruto Aunque el desarrollo de las estructuras de la flor y €l
proceso reproductivo estan altamente conservados entre especies, se ha visto aqui

que su duracidn es muy variable Esta situacion, ademas de poder verse afectada por
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condiciones externas, podria estar determinada por factores intrinsecos a la flor La
gran actividad metabdlica necesaria tanto para el desarrollo del pistilo como para el
crecimiento de los tubos polinicos requiere una gran cantidad de recursos, que no
pueden producirse directamente de la actividad fotosintética al tener lugar estos
procesos en ausencia de hojas El estudio de la procedencia de estos recursos, su
distribucién, disponibilidad y cantidad, podria aclarar su implicacién en el
desencadenamiento de los mecanismos que llevan a la fecundacion y el cuajado de
frutos Mientras que estos procesos se ven asegurados con una buena polinizacion,
seria necesario evaluar hasta qué punto esto ocurre en condiciones de cultivo y si
la polinizacion puede ser condicionante del cuajado de 'Moniqui' y responsable de

los cuajados erraticos observados en este cultivar,
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Polinizacion y cuajado

4 LA POLINIZACION COMO CONDICIONANTE DEL CUAJADQ EN
ALBARICOQUEROQ ¢cv MONIQUI

‘41 INTRODUCCION

El albaricoquero es un cultivo que sufre con frecuencia producciones erraticas
- (Mehlenbacher ef al , 1991) Uno de los factores que pueden provocar esta situacion
" es la marcada zonalidad de la especie, cuyos cultivares suelen adaptarse Gnicamente
| a areas geograficas con unas condiciones ecologicas muy determinadas (Bailey y
Hough, 1975), obteniéndose bajos rendimientos cuando se cultivan en otras regiones
Sin embargo, las causas de estas dificultades de adaptabilidad no estan bien
determinadas La polinizacién y las relaciones de compatibilidad polen-pistilo no se
han estudiado en profundidad, ya que esta especie es basicamente autocompatible
(Bailey y Hough, 1975) Sin embargo, la existencia de cultivares autoincompatibles
es conocida desde hace tiempo en Estados Unidos (Schultz, 1948) y, mas
recientemente, en Europa (Nyujto et al , 1985) y Nueva Zelanda (McLaren y Fraser,
1996). Del mismo modo, en Murcia se han conseguido mayores porcentajes de
cuajado tras polinizaciones controladas en cruzamientos intervarietales que en
autocruzamientos (Egea ef al 1991, Burgos et al. 1993), indicando que la
autoincompatibilidad puede ser un factor limitante de la produccion en varios de los
cultivares estudiados (Burgos et al. 1993). Sin embargo, es dificil determinar hasta
queé punto los bajos porcentajes de cuajado obtenidos en situaciones reales de cultivo
son provocados por problemas de polinizacion, ya que muchos otros factores
intervienen en la determinacién del cuajado

Los cultivares de albaricoquero cultivados tradicionalmente en Aragon son
'Paviot' y 'Moniqui' Especialmente esta Gltima presenta graves problemas de
cuajado, lo que ha originado una fuerte recesion de su cultivo pese a la demanda
existente por sus excelentes caracteristicas organolépticas. Diferentes condicionantes,
como las heladas primaverales y la susceptibilidad a Monilia (Escudero y Rodriguez
Navarro, 1990) han sido asociados tradicionalmente a los cuajados erraticos. Sin
embargo, no siempre ha sido posible establecer relaciones causa-efecto La
autoincompatibilidad mostrada por '‘Moniqui Fino', y la interincompatibilidad entre
'"Moniqui Fino' y '"Moniqui Borde' en Murcia (Egea et al, 1991; Burgos et af , 1993),

hacen interesante estudiar hasta qué punto los factores relacionados con la
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__po[inizacic')n podrian influir en los cuajados erraticos de 'Moniqui' en la zona de
7aragoza, donde tradicionalmente se cultiva junto a 'Paviot’ Con este objetivo, se
‘ha estudiado la cinética de los tubos polinicos, y con ella la compatibilidad o
incompatibilidad de los autocruzamientos y cruzamientos obtenidos de la
‘combinacion de estos dos cultivares con los dos mas cultivados en Espaiia: 'Balida’,
‘en Murcia, y 'Canino' en Valencia (MAPA, 1991) Finalmente, con el fin de evaluar
.la incidencia que puede tener la polinizacion en los cuajados erraticos registrados
‘en este cultivar, se ha realizado un ensayo de polinizacion suplementaria en una
plantacién comercial de 'Moniqui' en la localidad de Garrapinillos, que se encuentra
enclavada en la mas importante zona de cultivo del cultivar en la provincia de
Zaragoza, combinando el estudio en campo del cuajado obtenido tras la polinizaciéon
suplementaria con observaciones al microscopio del comportamiento de los tubos

polinicos en flores tratadas y en flores dejadas a polinizacion libre.
42 MATERIAL Y METODOS
4 2.1 Polinizaciones en laboratorio

El ensayo se realizd durante los afios 1993 y 1994, utilizando flores de
'Moniqui', 'Balida’, 'Canino' v "Paviot', procedentes de la coleccion de cultivares de
la EE Aula Dei en Montafiana (Zaragoza) (Apartado 2 2 1). El estudio se completd
en 1996 con el clon 'Royal' 2097 sobre '"Mirobolan B', de la misma coleccion

Se realizaron los 16 cruzamientos posibles entre las 4 primeros cultivares,
incluyendo los 4 autocruzamientos, para establecer las relaciones de auto e
intercompatibilidad. Para la obtencién de polen de cada uno de los 4 cultivares se

siguid el procedimiento descrito anteriormente (Apartado 3 2 2 2).

Por otro lado, se recogieron flores de los cuatro cultivares también en estado

D Se eliminaron manualmente anteras y pétalos dejando unicamente el pistilo y se

colocaron sobre espuma de florista a temperatura ambiente {Apartado 32 3) A las
24 h con cada uno de los 4 tipos de polen obtenidos se polinizaron 20 flores de
cada cultivar, que 72 h mas tarde se fijaron en FAA (formaldehido - acido acético -
etanol 70%) (1:1:18) (Johansen, 1940)
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422 Ensayo de polinizacion suplementaria

El ensayo de polinizacion suplementaria (Williams, 1970a) se llevo a cabo
_en 1995 en una plantacion comercial de 'Moniqui' En la plantacion se encontraban
ntercalados en pequefia cantidad algunos arboles de 'Paviot' que no coincidian en
el periodo de floracion con 'Moniqui' en €l momento de realizarse el ensayo. Se
~eligieron al azar cuatro arboles, marcando aleatoriamente en cada uno de ellos varias
amas, hasta obtener aproximadamente 1000 flores por arbol, después de eliminar
‘las yemas mas atrasadas y las flores mas adelantadas La mitad de las flores se
dejaron a polinizacién libre como control y el resto se polinizaron manualmente con
polen de 'Canino', compatible con 'Moniqui' segun resultados previos obtenidos en
laboratorio Se efectuaron conteos de flores el dia de la sobrepolinizacién y de frutos
7 semanas despues, una vez establecido el cuajado inicial Por otra parte, se
recogieron muestras de las 2 poblaciones de flores en estado de caida de pétalos una
semana después de la polinizacidén, cuando los tubos polinicos ya han llegado a la
base del estilo (Apartado 3 3), v se fijaron en FAA para su posterior observacion al

MmMICroscopio.
42 3 Preparacion del material para el microscopio

Con el fin de estudiar la germinacion del polen v el crecimiento de los tubos
polinicos, los pistilos previamente fijados se prepararon mediante aplastamiento
{squash) segiin el procedimiento descrito anteriormente (Apartado 3 2.3) con una
gota de Azul de anmilina al 0,1 % en PO,K; 0,1 N (Linskens y Esser, 1957),
permitiendo asi el seguimiento de los tubos polinicos a través de las estructuras
pistilares

Una vez montadas las preparaciones, se observaron con un microscopio de
fluorescencia de luz incidente para luz violeta Ortolux II con filtro D (filtro
excitador BP 355-425 y filtro bloqueador LP 460)
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3. RESULTADOS
3.1 Polinizaciones en laboratorio

Las observaciones sobre el crecimiento de los tubos polinicos mostraron
claras diferencias entre cruzamientos Mientras que en la mayoria de los
cruzamientos los tubos polinicos crecieron hasta la base del estilo (Fig. 4 1a), en el
hﬁtocruzamiento de 'Moniqui' los tubos polinicos detuvieron su crecimiento a lo
'..lé'rgo del estilo (Fig 4 1b) Considerando un namero de granos de polen en el
igma 1nferior a 15 como cantidad baja, entre 15 y 50 media, y mas de 50 alta, en
_lé mayor parte de los pistilos se observo una cantidad de granos de polen media o
alta en el estigma (Fig 42 y 4.3} Sin embargo, en los cruzamientos realizados en
el primer afio en los que intervino 'Paviot!, tanto como cultivar polinizador como
polinizado, se observaron con frecuencia pistilos sin granos de polen en la superficie
estigmatica (Fig 42). En el resto de pistilos, cuyos estigmas si tenian granos de
_polen, éstos se encontraban en una cantidad baja Sin embargo, en estos casos
“también se encontraron tubos polinicos en la base del estilo
De los 4 autocruzamientos posibles, el unico que no presentd tubos polinicos
“en la base del estilo en practicamente ninguna de las flores examinadas fue
'Moniqui': solamente uno de los pistilos examinados presentd un 4nico tubo polinico
en el segundo afio de ensayo En cuanto al resto de autocruzamientos, 'Bulida’
presentd tubos polinicos en la base del estilo en mas de un 90% de las flores,
mientras que 'Canino' y 'Paviot' mostraron porcentajes inferiores (Fig. 4 4) En todos
los cruzamientos intervarietales, fue muy alto el porcentaje de pistilos con tubos
polinicos en la base del estilo Sin embargo, el numero de tubos polinicos que
alcanzaron esta zona fue muy variable entre los cruzamientos, con un promedio de
4,6 y 4,7 en cada uno de los dos afios pero oscilando entre 1,3 y 12,7 Este numero
fue considerablemente mayor en las combinaciones en las que 'Bilida' actua como
cultivar receptor, con una media de 9 en un afio y 5,8 en otro, frente a 3,6 y 4,2 de
'Canino!, el siguiente cultivar con mayor numero de tubos en la base del estilo. En
los cruzamientos en los que 'Bulida' fue el cultivar polinizador también se
observaron mas tubos en la base del estilo, aunque las diferencias existentes fueron
menotes (4,9 y 3,4 de 'Bulida' frente a 4,6 y 3,4 de 'Moniqui' y 3,3 y 5,7 de
'‘Canino') (Fig. 4.5). Es destacable la gran cantidad de tubos polinicos en la base del
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Figura 4.1:

Crecimiento de los tubos polinicos en el estilo a) Crecimiento del tubo en
el cruzamiento compatible ™oniqui' x 'Canino' b) Detencién del tubo
polinico en el tercio inferior del estilo en el autocruzamiento incompatible
de ™Moniqui' La acumulacion de callosa en el extremo del tubo muestra la

interrupcién del crecimiento. x 544 Barra = 20 um



Polinizacion v cugjado

estilo en el autocruzamiento de 'Bulida’, alrededor de 10 en la practica totalidad de
las flores estudiadas. (Fig 4 5)

Por lo tanto, 'Moniqui' se comporta como un cultivar autoincompatible
mientras que los otros tres cultivares estudiados lo hacen como autocompatibles
Todos los cruzamientos intervarietales examinados son compatibles (Fig 4.6)

Con el fin de evaluar ofro posible polinizador de los cultivares estudiados, en
1996 se examinaron los posibles cruzamientos de los cultivares anteriores con

‘Royal', comportandose todos ellos como compatibles (Fig 4 7).
43 2. Ensayo de polinizacion suplementaria

En el ensayo de polinizacion suplementaria se observaron claras diferencias
entre el cuajado final de las flores dejadas a polinizacién libre y las polinizadas
manualmente. El porcentaje de cuajado obtenido en las ramas sobrepolinizadas
(30%) fue muy superior al que presentaron las ramas dejadas al azar (6%),
representativo del cuajado normal de 'Moniqui' en la zona (Fig 4 8a) Estos
resultados indican con claridad que la polinizacién es un factor determinante del
cuajado '

Con el fin de determinar si la falta de cuajado era debida a la falta de
polinizacién o a la presencia de polen incompatible, se observatron al microscopio
flores muestreadas al azar. Como era previsible, el 100% de las flores
sobrepolinizadas presentaron polen en el estigma, pero en las dejadas a polinizacién
libre, el 90% de las flores también presentaron granos de polen germinados en el
estigma.

Sin embargo, al estudiar el comportamiento de los tubos polinicos en las dos
situaciones se encontraron claras diferencias: en la mayoria de las flores dejadas a
polinizacion libre, los tubos polinicos detuvieron su crecimiento antes de llegar ala
base del estilo, lograndolo sélo en el 15% de los casos, mientras que en las flores
polinizadas con 'Canino' los tubos crecieron normalmente, llegando a la base del
estilo en el 91% de los casos estudiados (Fig 4 8b) Igualmente, estas diferencias
aparecieron en el numero de tubos polinicos en la base del estilo entre unas y otras
flores. En las sobrepolinizadas el promedio fue de 9, mientras que en las no

sobrepolinizadas fue sélo de uno (Fig 4 8c)
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4.4 DISCUSION
441 Compatibilidad polen-pistilo

Las observaciones al microscopio sobre el crecimiento de los tubos polinicos
en los cruzamientos examinados han puesto de manifiesto que unicamente "Moniqui'
se comporta como un cultivar autoincompatible Estos resultados concuerdan con los
ensayos en campo realizados en la EE Aula Dei en la década de los 60 (Cambra,
comunicacioén personal), en los que se obtuvieron muy bajos porcentajes de cuajado
en ramas embolsadas de 'Moniqui', frente a porcentajes normales en los
cruzamientos con 'Canino’, 'Bulida' y ‘Paviot' y también con los trabajos obtenidos
en Murcia con 'Bulida’ (Garcia ef al, 1988) '

La existencia de gran cantidad de pistilos donde el polen no llegé a germinar
en los cruzamientos en los que 'Paviot' actud como variedad receptor en el primer
afio, parecen indicar la poca o nula receptividad de los estigmas Esto no parece ser
debido a caracteristicas varietales, ya que el fenomeno no se observa al afio
siguiente en los mismos cruzamientos Analogamente, se observa la misma
circunstancia en los cruzamientos en los que "Paviot' actu6é como cultivar polinizador
en el mismo afio, y cuando nos encontramos con pistilos en los que hay polen
germinado, es en muy poca cantidad Estos hechos podrian ser debidos a problemas
de androesterilidad, de forma similar a los casos descritos en cultivares de
albaricoquero murcianos (Garcia ef al , 1988) Sin embargo, los resultados obtenidos
al afio siguiente, en los que los granos de polen germinaron con toda normalidad en
los mismos cruzamientos, desechan esta hipétesis, pudiendo deberse esta situacién
a una mala calidad de polen en ese afio, siendo incapaz de germinar sobre estigmas
receptivos Una baja calidad del polen se ha asociado a situaciones de estrés en la
planta productora del mismo durante el desarrollo de éste (Young y Stanton, 1990)

Todas las combinaciones entre distintos cultivares presentaron tubos polinicos
en la parte inferior del estilo, pudiéndose considerar todos los cruzamientos
intervarietales compatibles Destacan aquellos en los que participd 'Bulida’, tanto
como cultivar polinizador como polinizado, en los que el niimero de tubos polinicos
que llegaron al final del estilo fue mayor que en el resto de las combinaciones
Cuando se comparan los cultivares como donantes de polen, la diferencia en el

namero de tubos polinicos que llegan al ovario parece indicar un distinto
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comportamiento entre los tubos polinicos de los distintos cultivares. Esto coincide
con lo observado en Hibiscus por Snow y Spira (1991) sobre diferencias de calidad
entre tubos polinicos procedentes de distintos genotipos, ya que encontraron unos
mas rapidos en llegar a la base del estilo que otros, teniendo mas posibilidades de
éxito en fecundar a los 6vulos que el resto. También se han encontrado diferencias
en el nimero de semillas en funcion del cultivar polinizador en A4 ctfinidia (Gonzalez
et al , 1994).

Cuando 'Bulida' actué como cultivar polinizado, las diferencias observadas
con el resto de cultivares en la cantidad de tubos que llegaron a la base del estilo
fueron todavia mayores que cuando lo hizo como cultivar polinizador, lo que podria
guardar relacion con el papel regulador que el pistilo juega tanto en la cinética de
los tubos polinicos (Herrero y Arbeloa, 1989) como en el numero de gametofitos
masculinos presentes a lo largo del pistilo (Herrero, 1992a) En este contexto, parece
probable que las flores de 'Bulida’ faciliten el acceso de mas tubos polinicos que las
de los otros cultivares El hecho de que existan diferencias entre cultivares en el
comportamiento, tanto cuando actuan como donantes de polen como cuando lo
hacen como receptores, permite considerar la existencia de diferencias en las
distintas combinaciones pistilo-gametofito masculino, de forma que unos
emparejamientos tendrian mayores posibilidades de éxito en la fecundacién que
otros (Hormaza y Herrero, 1994) Como principal muestra de estas buenas
combinaciones, destaca el autocruzamiento de 'Bulida’, con unos 10 tubos de media

en el final del estilo
4 42 Efecto de la polinizacién en el cuajado de frutos

La correspondencia entre el comportamiento de los tubos polinicos y el
cuajado de fiutos en 'Moniqui' indica que la polinizacién ha podido ser la principal
causa de las bajas y erraticas producciones en las plantaciones monovarietales en
Aragon y haber provocado el descenso de su cultivo pese a la demanda existente por
su excelente calidad del fruto para consumo en fresco. La introduccion de cultivares
adecuados como polinizadores en las plantaciones de 'Moniqui' podria contribuir a
mejorar los porcentajes de cuajado, y con ello las producciones. Dependiendo de la
adaptacion al medio, cualquiera de los otros 4 cultivares estudiados se podria utilizar

como polinizador de 'Moniqui', ya que las épocas de floracion son coincidentes, con
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ligero retraso en 'Bilida' (Herrero y Tabuenca, 1966, Apartado 23), los
cruzamientos son compatibles, y se podria aprovechar la producciéon de los 2
cultivares, debiéndose intercalar ambos en las nuevas plantaciones y afiadiendo el
nuevo cultivar polinizador en las mas antiguas, mediante injertos o sustitucion de
arboles Una posible opcion seria 'Paviot!, cultivar del que habia algunos arboles en
la plantacidn en la que se realizo el ensayo y que es también tradicional en la zona
Sin embargo, se pueden presentar problemas de produccién en afios con inviernos
no demasiado frios, como el del afio en que se realizo el ensayo, pues, mientras que
'"Moniqui' requiere entre 779 hy 926 h con una temperatura inferior a 7° C, 'Paviot’
es un cultivar mas exigente, necesitando entre 995 y 1075 h, pudiéndose retrasar la
floracién o incluso no producirse, con lo que no coincidiria con la de 'Moniqui'
Como posibles alternativas, 'Canino', con unas necesidades que oscilan entre 711 y
779 h frio, 'Royal', con 779 y 950 h frio y 'Bulida, entre 950 y 583 h frio
(Tabuenca, 1967), presentan unas necesidades de frio invernal similares a 'Moniqui'

Los problemas de falta de cuajado aqui encontrados debidos a
autocompatibihdad v diferencias de requerimientos de frio podrian ser comunes a
otras zonas productoras de albaricoques y a otros cultivares, ya que el numero de
cultivares autoincompatibles descritos aumenta constantemente (Egea ef al. 1991,
Burgos ef al 1993; McLaren y Fraser, 1996) El uso de polinizadores adecuados
podria contribuir a la solucidon de la problematica de cuajados erraticos que presenta
la especie De igual forma, ensayoé de sobrepolinizacion como el aqui descrito
pueden ser de utilidad en otras situaciones y especies, ya que permiten identificar

con claridad si la polinizacion es la causa fundamental de la falta de cuajado.
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5 FRUCTIFICACION: CAIDA Y CRECIMIENTO DE FRUTOS

5.1. INTRODUCCION

Desde la antesis hasta la maduracion del fruto, se producen una serie de
caidas prematuras de flores y frutos. Tanto en frutales de pepita como de hueso, al
igual que en otras especies, los principales picos de caida se producen
inmediatamente antes de fases intensas de desarrollo (Stephenson, 1981). Harrold
(1935) describio tres caidas importantes en melocotonero: la primera dentro de las
dos semanas siguientes a antesis, de flores no fecundadas; la segunda, tras el
cuajado inicial, cayéndose pequefios frutos ya fecundados, y finalmente, la tercera,
inmediatamente antes de la maduracién, de frutos de tamafio definitivo pero
inmaduros El mismo patrén de caida se ha observado en otros Prunus, como
almendro (Kester y Griggs, 1959) y cerezo (Bradbury, 1929, citado en Kester y
Griggs, 1959)

En la mayor parte de los frutales de hueso, el crecimiento del ovario desde
antesis hasta la maduracién del fruto sigue una curva doble sigmoidal (Coombe,
1976) Conners en 1920 (citado en Jackson y Coombe, 1966) distinguié tres fases
en el crecimiento del fruto en melocotonero En la fase 1 tiene lugar un rapido
crecimiento del pericarpio y la nucela En Ia fase II, el crecimiento se ralentiza
mientras el endocarpio se lignifica, quedando el crecimiento restringido al embrion
y al endospermo, alcanzando el embridn su tamaiio definitivo Finalmente, en la fase
III el mesocarpio se expande rapidamente hasta el tamafio final . Sin embargo, cada
especie presenta distintas caracteristicas dentro del patron general Mientras que en
albaricoquero tiene lugar el mismo patron de crecimiento que en melocotonero pero
empleando 30-40 dias en la fase I, 40 dias en la I y 20 dias en la III (Jackson y
Coombe, 1966), en almendro la inflexién de la curva correspondiente a la fase III
no existe (Brooks, 1939)

En los dias posteriores a la antesis se desarrollan en el interior de la flor los
procesos que determinaran la transformacion en fruto, pues no solo tiene lugar la
fase progamica, que desemboca en la formacién del embrion y en el cuajado del
fruto, sino que también se establece el niimero final de células que condicionara su
tamafio final. Con el fin de estudiar el proceso de fructificacion y caida de frutos en

albaricoquero y poder relacionar los resultados obtenidos al microscopio con el
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comportamiento de los arboles en campo, se ha seguido, por una parte, el inicio de
la fructificacion, y por otra, se ha caracterizado la caida de flores y frutos desde la
polinizacidn hasta la recoleccion Tanto el crecimiento como la caida se han
estudiado en dos cultivares: uno, 'Balida’, altamente productivo y otro, 'Moniqui',
que teniendo una excelente calidad de fruto, presenta producciones erraticas Para
valorar la incidencia de la polinizacion, se han estudiado dos poblaciones de flores,
unas polinizadas manualmente y otras dejadas sin polinizar. El proceso de caida se

ha comparado ademas con otra poblacién de flores dejadas a polinizacién libre
52 MATERIAL Y METODOS
52 1. Material vegetal

Este estudio se realizé en paralelo en dos cultivares de albaricoquero,
'‘Moniqui' y 'Balida’, durante los afios 1993 y 1994 Los ensayos han sido realizados
en tres arboles de cada cultivar de la coleccion de variedades de la EE Aula Dei en
Montafiana (Zaragoza) (Apartado 22 1)

52 2 Preparacion del material

522 1. Establecimiento de poblaciones de flores

Durante 1993 y 1994, en los dos cultivares, se sigui6 el crecimiento y la
caida de flores y frutos tanto de flores polinizadas manualmente con polen
compatible de 'Canino' (Apartado 4 3 1) como de flores sin polinizar. Para el ensayo
de caida se tuvo en cuenta ademas otra poblacion de flores dejadas a polinizacion
libre. La identificacion de las distintas poblaciones se realizd mediante la
sefializacton de las ramas elegidas para cada una con cintas adhesivas de colores
(Capitulo 322 1)

En el seguimiento de la caida se trabajo con una media de 1000 flores/aiio
en ambos cultivares en cada una de las tres poblaciones de flores: polinizadas, sin
polinizar y dejadas a polinizacion libre, mientras que en el establecimiento de las

curvas de crecimiento se empleé una media de 600 flores/afio.
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Para la obtencién de polen, emasculaciéon y polinizacidn de las flores, se
siguio el procedimiento descrito anteriormente (Apartados 3222y 322 3). El dia
posterior a la emasculacion de las flores fue considerado dia 0 para el control de la

poblaciones, dia en el que se realizd la polinizacién manualmente

5222 Conteo de flores v frutos para el control de la caida

Con el fin de caracterizar la caida de frutos, se realizaron conteos semanales,
a partir del dia O en las poblaciones polinizadas y sin polinizar, y a partir de la plena
floracién hasta la recoleccion en la poblacion dejada a polinizacién libre Los
conteos se realizaron dos veces en cada rama, tomando la media de los dos valores
como valida cuando la diferencia entre los dos conteos no fuera superior al 10%
(Williams, 1970a). Para la determinacién del momento en el que se produce el
mayor porcentaje de frutos caidos, se calculd también la caida relativa, expresada
como el porcentaje de frutos caidos cada semana hasta la madurez respecto al

numero inicial de flores en antesis.

5223 Recogida de flores v frutos para el control del crecimiento

A partir del dia O se recogieron diariamente entre 10 y 15 flores de cada
poblacion durante 20 dias En el campo, las flores se introdujeron en botes
herméticos con papel de filtro humedo en su interior, para evitar su desecacion en
el traslado al laboratorio, donde, después de eliminar peétalos, sépalos, estambres y
escamas, se peso de forma individual cada pistilo junto a su pedanculo en una

balanza de precision
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53 RESULTADOS
5.3.1 Caida de flores y frutos

En 1993 se obtuvieron curvas de caida y de caida relativa de tres
poblaciones: una de flores polinizadas, una de flores sin polinizar y otra de flores
dejadas a polinizacion libre La comparacién de las curvas de caida de flores
polinizadas y no polinizadas muestra que, mientras que en las dos poblaciones se
produce una caida similar en las dos primeras semanas, ambas se despegan a partir
de ese momento, produciéndose una caida mas pronunciada en las flores sin
polinizar, que finaliza 5 semanas después de antesis, cuando han caido todas las
flores. L.a misma situacion se produce en los dos afios estudiados, tanto en '‘Moniqui'
(Fig 5 1) como en 'Bulida’ (Fig 52) La polinizacién manual ptovoco un aumento
considerable del cuajado en 'Moniqui', pero no en 'Bulida’, registrandose diferencias
entre los dos afios estudiados: mientras que en 1993 los porcentajes de cuajado en
flores polinizadas fueron 37% en 'Moniqui' y 26% en 'Bulida’, en 1994 las
diferencias fueron aun mayores: 60% en 'Moniqui' y 35% en 'Bulida'. En las flores
de polinizacidn libre, no se encontraron diferencias entre cultivares, aunque si entre
afios (20% en ambos cultivares en 1993 y 30% en 'Moniqui' v 33% en 'Bulida' en
1994) (Fig 51y 52)

Los mayores picos de caida en los dos cultivares en 1993 se produjeron
dentro de las dos primeras semanas en flores polinizadas, mientras que en flores no
polinizadas se originaron posteriormente (Fig 53a y 5.4a) Los dos cultivares
también presentaron un patrdn similar entre ellos en el afio siguiente, aunque en este
caso los mayores picos de caida se produjeron en la cuarta semana en todas las
poblaciones (Fig 5 3by 5 4b)

Al finalizar la caida masiva de frutos en la cuarta semana, se produce un

rapido incremento en la velocidad de crecimiento del fruto (Fig 5.5).
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Figura 5.1: Caida de flores y fiutos en el cultivar Moniqui de flores sin polinizar ([1),
flores polinizadas artificialmente (M) y flores de polinizacién libre (A ), en
los afios 1993 (a) y 1994 (b)
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Figura 5.2: Caida de frutos en el cultivar Bulida de flores sin polinizar (O), flores
polinizadas artificialmente (M) y flores de polinizacidn libre (4 ), en
los afios 1993 (a) y 1994 (b)
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Figura 5.3: Caida relativa de frutos (% de frutos caidos cada semana) en el cultivar
Moniqui de flores sin polinizar ([1), flores polinizadas artificialmente (M)
y flores de polinizacién libie (A ), en los afios 1993 (a) y 1994 (b)




50
a
45 :
'Bulida' 1993
g
=
™
=
X
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Semanas después de antesis
50
b
'‘Bulida' 1994

]

S

]

-

=

X

=2

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Semanas después de antesis

Figura 5.4: Caida relativa de frutos (% de frutos caidos cada semana) en el cultivar
Bilida de flores sin polinizar (1), flores polinizadas artificialmente (W)

y flores de polinizacion libre ( A ), en los afios 1993 (a) y 1994 (b).




% Frutos

% Frutos

100 T 8
90 - Moniqui' 1993
Flores polinizadas
80 -
70 -
.
N
- \\-\
50
40 G- s 500 &
6 2 4 6 8 10 I2 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Dias después de antesis
100 #— T8
““““ -~ b >
-\\"\ //f: 7
90 -

‘Bulida' 1993
Flores polinizadas

- 0

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36

Dias después de antesis

Figura 5.5: Peso de frutos y porcentaje de cuajado en 'Monigui'y 'Bulida’

Peso del fiuto (g, media £ error estandar) {Q) y porcentaje de
cuajado de frutos (M), desde antesis hasta el establecimiento del
cuajado final en flores polinizadas del cultivar Moniqui (a) y
Bulida (b) en 1993

sowre.In)

sowe.In)



Caida y crecimiento de frutps

5.3 2 Crecimiento del ovario

Con el fin de valorar si en las primeras 4 semanas después de antesis ocurren
cambios en el crecimiento del ovario y de detectar los primeros indicios de
fructificacion, se obtuvieron las graficas de crecimiento con los datos de los pesos
individuales de las flores y los pequefios frutos en los dos cultivares durante los
afios 1993 y 1994

La dinamica del crecimiento de frutos en la poblacion de flores polinizadas
presenté una separacion en 2 poblaciones de flores: unas que contintan creciendo
y otras que no aumentan de tamafio, acentuindose las diferencias entre ambas
poblaciones con el tiempo Este comportamiento se registré en los 2 cultivares
estudiados, 'Moniqui' (Fig 5.6) y 'Bulida’ (Fig. 57) El analisis del proceso, v su
comparacion con flores no polinizadas dentro de las 2 primeras semanas, mostro el
mismo comportamiento, aunque menos acentuado, existiendo un amplio rango de
pesos dentro de cada dia ('Moniqui', Fig 5 8; ‘Bualida', Fig. 59) En estas fases
iniciales de la fructificacion, los pesos evolucionan de forma muy similar en ambos
cultivares, tanto en las flores polinizadas (Fig 58a y 59a) como en las no
polinizadas (Fig 58by 59)
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54 DISCUSION

La mayor parte de la caida de flores y frutos en albaricoquero, al igual que
en otros muchos frutales (Sedgley y Griffin, 1989), tiene lugar dentro de los dos
meses siguientes a antesis En los dos cultivares estudiados, 'Moniqui' y '‘Bulida), la
mayoria de las flores y frutos que se caen lo hacen en las primeras 4 semanas
después de la polinizacion La curva de caida se ajusta a las obtenidas en otras
especies de Prunus (Harrold, 1935; Kester y Criggs, 1959), presentando los mismos
picos de caida en los afios y los cultivares estudiados. El primer pico de caida se
produce durante las dos primeras semanas después de antesis En esta fase, la caida
se suele atribuir a flores sin fecundar y frutos mal cuajados (Harrold, 1935). Esto
se veria apoyado por el hecho de que en estas 2 primeras semanas también se
produce una caida importante de flores sin polinizar. Sin embargo, en los dos
cultivares y en los tres afios estudiados, la caida de las flores sin polinizar no fue
total durante estas 2 primeras semanas ya que un numero considerable de flores
continuaron su crecimiento En el segundo pico de caida, entre la tercera y la cuarta
semana después de antesis, ya se desprenden todas las flores no polinizadas junto
a gran parte de las polinizadas Los picos de caida mas pronunciados en flores no
polinizadas se producen con posterioridad a los de flores polinizadas Resultados
similares han sido observados en olivo y se han atribuido a una mayor competencia
en la poblacion de flores polinizadas (Rapoport y Ratlo, 1991a) Los dos cultivares,
'‘Bulida' y 'Moniqui', siguen un comportamiento semejante excepto en la respuesta
a la polinizacion manual: mientras que 'Bulida’ responde con un poicentaje de
cuajado similar tras la polinizacion manual que el obtenido con polinizacion libre,
'Moniqui' presenta un cuajado considerablemente mayor Esto viene a avalar los
resultados obtenidos en el capitulo 4, confirmando la necesidad de polinizacion
cruzada de este cultivar y sefialando a problemas de polinizaciéon como el principal
responsable de los cuajado erraticos

La practica totalidad de la caida en los dos cultivares estudiados tiene lugar
en las primeras cuatro semanas después de antesis, produciéndose con anterioridad
al momento en que el crecimiento del fruto sufre un aumento considerable de
tamafio Por lo tanto, los frutos se caen inmediatamente antes de una fase intensa de
desarrollo (Stephenson, 1981)
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En las curvas de crecimiento de frutos se observa la evolucion de dos
poblaciones, una de flores que continuan creciendo y otra de flores que no aumentan
de tamaifio. Estas poblaciones podrian corresponderse con el grupo de flores que van
a permanecer en el arbol y con el de las que se van a caer. En melocotonero
(Harrold, 1935), aguacate (Sedgley, 1980) y pacanero (Yates y Sparks, 1994), no
se han encontrado diferencias morfolégicas externas entre las flores y frutos que se
caen y los que permanecen en el arbol Sin embargo, las flores y frutos antes de
caer detienen su crecimiento, tanto a nivel de desarrollo del ovario como de tejidos
ovulares (Rapoport y Rallo, 1991b; Yates y Sparks, 1994). La separacion en dos
poblaciones de las flores polinizadas se aprecia a partir de la tercera semana Sin
embargo, durante los primeros 15 dias después de antesis, ya se observan diferencias
de pesos dentro de cada dia, existiendo flores que crecen rapidamente y otras que
no aumentan de tamafioc Al producirse tanto en flores polinizadas como en no
polinizadas, estas diferencias entre flores no parecen deberse a la polinizacion

La caida prematura de frutos se ha asociado a competencia entre brotes y
frutos (Quinlan y Preston, 1971) y entre frutos (Stephenson, 1981), distintos tipos
de estrés (Sedgley y Griffin, 1989), efectos hormonales (Luckill, 1953), interrupcion
del suministro de metabolitos (Sanz et al, 1987) y efectos de dominancia apical y
de las flores ya fecundadas (Sedgley y Griffin, 1989) Sin embargo, todavia se
desconoce el motivo por el cual unas flores o frutos se desprenden mientras otros
se mantienen en el arbol (Charlesworth, 1989a) Los resultados de este trabajo
muestran que para el desairollo del fruto es indispensable que se haya completado
con éxito la fecundacion, pero el hecho de que durante las primeras semanas la
caida de flores no polinizadas se distribuya de forma similar a la caida de las flores
polinizadas, parece indicar que en las fases iniciales del desarrollo del fruto el patron
de caida es independiente de la fecundacion, y que por tanto debe estar
condicionado por factores intrinsecos a la flor. Esto coincide con lo observado en
otras especies, en las que el nivel de cuajado no parece depender unicamente de
condiciones externas (Lloyd, 1980; Stephenson, 1992; Guitian ef a/, 1996) Factores
inherentes a la flor podrian explicar las diferencias de peso, cuajado, proporcién de
ovulos viables v duracion del periodo efectivo de polinizacion encontradas entre
flores pertenecientes a ramas de distinta orientacion en manzano (Robbie ef al,
1993) v el engrosamiento del ovario en flores no polinizadas de varias especies
frutales (Badr y Crane, 1965; Sedgley, 1980; Rapopert y Rallo, 1991a) La
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distribucion de recursos se ha apuntado como determinante en el establecimiento del
cuajado (Marshall y Watson, 1992; Guitian et al., 1996), mientras que la falta de
reservas de almidén se ha relacionado con la degeneraciéon de dvulos (Arbeola y
Herrero, 1991), lo que lleva a pensar que las reservas presentes en el interior de la
flor pueden jugar un papel importante en el cuajado. La transformacion de una flor
en fruto requeriria, por un lado, la fecundacion y, por otro, un adecuado estado
nutritivo, siendo ambos factores necesarios para el éxito del proceso reproductivo
La diferencia en el estado nutritivo de las flores podria ser la causa de la caida o
permanencia de flores y frutos De esta manera, las flores con menos recursos no
aumentarian de tamafio, siendo incapaces de continuar su desarrollo y, finalmente,
se desprenderian. La evaluacion del contenido de almidon dentro de las distintas
estructuras florales podria esclarecer la implicacion de los factores nutritivos en el

cuajado de frutos
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6. EVALUACION DEL CONTENIDO DE ALMIDON MEDIANTE ANALISIS DE
IMAGEN

61 INTRODUCCION

El almidén es el principal componente de las reservas de las plantas lefiosas
(Chapin et al, 1990). En muchas especies se han caracterizado cambios en el
- contenido de almidon en distintas escalas temporales, desde intervalos de pocas
horas en hojas hasta variaciones estacionales (Chaumont er al, 1994) Estas
variaciones juegan un importante papel como indicadores de las relaciones de
intercambio entre fuentes y sumideros (Ho, 1988), estando por tanto muy
relacionados con los cambios en la actividad fisiologica de organos y tejidos (Smith
et al., 1992),

El gran numero de funciones del almidén dentro del ciclo de vida de las
plantas ha provocado el desarrollo de diversas técnicas cuyo objetivo comun es la
medida del contenido de almidén Los métodos extractivos permiten su expresion
como el porcentaje sobre el peso seco de diferentes tejidos Sin embargo, los
carbohidratos no estructurales como el almidén a menudo se encuentran en tejidos
que representan una pequefia proporcion del conjunto de la planta (Kozlowski,
1992), por lo que el porcentaje sobre el peso seco puede no reflejar el contenido de
almidon de determinadas zonas pequefias de la planta También se han empleado
otras técnicas analiticas que detectan claras diferencias cuantitativas asociadas a
procesos fisiologicos Con ese fin se emplean métodos enzimaticos (Vikman y
Vessey, 1993) v colorimétricos (Buysse y Merckx, 1993), pero Qrequiexen grandes
cantidades de tejido, lo que provoca que no siempre sean utilizables, ya que las
reservas de carbohidratos a menudo se encuentran compartimentalizadas en la planta
(Watson y Casper, 1984), de tal forma que el crecimiento puede tener lugar en
estructuras individuales (Sprugel et al, 1991), siendo la distribucién de
fotoasimilados sustancialmente diferente de un drgano receptor a otro (Ho, 1988).
En las estructuras reproductivas, esta compartimentalizacion puede estar altamente
especializada, tanto a nivel inflorescencia (Guitian, 1994), como en el interior del
pistilo, donde se han observado grandes diferencias en el nivel de almidon entre
grupos de células cercanos, desarrollando cada uno de ellos una funcién y utilizando

su almidon en un determinado momento de su desarrollo (Herrero y Dickinson,
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1979; Arbeloa y Herrero, 1991) El uso en estas zonas concretas de la planta de los
métodos de deteccion de almidon mencionados anteriormente puede no ser
adecuado, al mezclar unas zonas con otras. Sin embargo, estas diferencias pueden
ser observadas con facilidad en el microscopio con técnicas histoquimicas, como el
uso de PA S (Periodic acid Schiff's reagent), que tifie carbohidratos insolubles (Feder
y O'Brien, 1968) o, de manera mas especifica, con la tincion del almidon con LKI
(Johansen, 1940). No obstante, esta deteccion del almidon tiene la desventaja de
que, mientras la determinacién de su presencia o ausencia es sencilla, resulta
imposible cuantificar diferencias entre distintos niveles de contenido de almidon,
pudiéndose realizar Unicamente comparaciones groseras

Como alternativa a esta situacion, se podria utilizar un analizador de imagen
en combinacion con las técnicas histoquimicas mencionadas El uso del analisis de
imagen ha resultado util en el estudio cuantitativo de variaciones de distintos
compuestos (Kelly ef al, 1991, Renaudin et al, 1991, Zhong et al, 1995), en la
cuantificacion de ia radiacion recibida en células foliares (Myers et al., 1994}, en la
evaluacion de reacciones de hibridacion in situ (Ray et al , 1994) o en la deteccion
de la actividad de un microelemento determinado (Malho ef al, 1995)

El principal objetivo de este ensayo es el desarrollo de una técnica capaz de
comparar de forma reproducible y objetiva distintos contenidos de almidon en
distintas estructuras de la flor, como los 6vulos, donde la distribucion del almidon
se encuentra muy compartimentalizada (Arbeloa y Herrero, 1991) Paralelamente se
han comparado dos tinciones, PAS e LKI, y dos medios de inclusién, parafina y una

resina sintética (JB4), con el fin de determinar el método mas adecuado
6 2. MATERIALES Y METODOS
6.2.1 Preparacién del material para el microscopio

Se usaron flores del cultivar Moniqui (Capitulo 2) en todos los tratamientos
Para la inclusion en parafina, los pistilos se fijaron en FAA, se deshidrataron en una
serie de alcohol butilico terciario y, finalmente, se incluyeron en parafina (Jensen,
1962) Para la inclusion en resina sintética, los pistilos se fijaron en una solucioén al
2,5% de glutaraldehido en tampoén fosfato 0,03 M, se deshidrataron en una serie de

alcohol etilico y se incluyeron en resina sintética JB4 (Polysciences Inc,
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Warrington, Pensilvania,” Estados Unidos) En ambos casos se siguieron los
procedimientos descritos en el capitulo 2

Una vez incluido el material, se realizaron los cortes para su observacion al
microscopio. Los bloques de parafina se cortaron en un microtomo de rotacidn, se
desparafinaron e hidrataron, mientras que los bloques de resina sintética se cortaron
en un ultramicrotomo y se montaron sobre portaobjetos recubiertos de gelatina
(Capitulo 2)

Los dos tipos de preparaciones se tifieron para almidon durante 5 min con
LKI (Johansen, 1940) y con PAS para carbohidratos insolubles (Feder y O'Brien,
1968) (Capitulo 2)

6 2 2. Anilisis de imagen

Una vez tefiidas, las preparaciones se observaron en un microscopio Leitz
Ortholux 2 Las imagenes fueron captadas mediante una camara en color Cohu 8310
RGB conectada al microscopio y procesadas usando un analizador de imagen
Quantiment 570 Image Analysis System (Leica Cambridge, Cambridge, Reino
Unido).

Se desarrollaron tres subprogramas (Apartado 12 1) con el objetivo final de
evaluar el contenido de almidon de las imagenes elegidas: uno para calibrar el
sistema, otro para calibrar la densidad optica y otro para la evaluacion de la
densidad optica de la imagen correspondiente al almidon tefiido. Estos tres
subprogramas se ensamblaron en una unica rutina (Fig 6 1a).

Para calibrar el sistema hay que considerar que los niveles de deteccion en
un analizador de imagen dependen de tres factores: las condiciones de luz, la
intensidad de la tincion y los aumentos del objetivo utilizado Por lo tanto, para
poder obtener comparaciones validas entre diferentes preparaciones, estas tres
condiciones han de permanecer iguales en todas las secciones evaluadas Para
conseguirlo, al principio de cada sesion de medida se fijaron la intensidad de la luz,
el brillo y el contraste, de forma que el color negro se correspondiera con el nivel
de gris minimo (NG) = 0 y que un campo sin tejido de una preparacion tefiida lo
hiciera con el mivel de gris maximo (NG = 255) Una vez fijadas las condiciones de
luz, el sistema fue calibrado para obtener valores de densidad optica (DQ) validos.

En primer lugar se midid la densidad oOptica de la imagen en blanco y negro
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correspondiente al campo sin tejido y ese valor se estim6 como el correspondiente
a una transmitancia (T) = 100%. Como DO =2 -log T, para T = 100, DO = 0
Posteriormente se midid el nivel de gris de la misma preparacion pero con un filtro
4N, que reduce la cantidad de luz a una cuarta parte (DO = 2 - log T/4 = 0,6)
obteniendo con estos dos valores la recta de calibrado (Fig 6 1b) Para el calibrado
de la densidad optica se desarrolld el segundo subprograma, capaz de transformar
los valores de nivel de giis obtenidos en el primero en valores de densidad Optica
(Fig. 6 1c¢).

Finalmente, se elabord un tercer subprograma para evaluar el contenido de
almidén de las imagenes mediante la medida de la densidad éptica de la imagen en
blanco y negro correspondiente al almidén Para medir exclusivamente la zona de
la imagen correspondiente a los granulos de almidén, fue necesario crear una imagen
binarta que cubriera unicamente al tejido tefiido Para ello, el analizador tiene que
poder detectar mequivocamente el almidon del resto de tejido. La manera mas fiable
de conseguirlo es trabajando sobre la imagen en color original, ya que en estas
condiciones los granulos de almidon contrastan suficientemente con el resto de la
preparacion y permiten ser reconocidos por el analizador El sistema identifica cada
color como la combinacion de tres colores: rojo, verde y azul, cada uno de ellos con
255 niveles de intensidad La combinacién correspondiente al almidon se determind
aumentando manualmente €l nivel de cada uno de los colores hasta que la imagen
binaria obtenida (mdscara) reflejaba Unica y totalmente el almidéon observado al
microscopio y en la imagen digitalizada Se realizaron multiples comparaciones en
distintas secciones hasta fijar unos niveles validos para todas ellas, que fueron
almacenados para su utilizacion en todas las medidas. La mascara obtenida a partir
de estos niveles se superpuso sobre la imagen original en blanco y negro, de forma
que el sistema mide exclusivamente la densidad Optica de los pixels de la imagen
que quedan cubiertos por la mascara (Fig 6.1d) La suma de la DO de cada pixel
se considerd como el valor correspondiente al contenido de almiddn del campo
medido. Todas las medidas se realizaron en campos de igual superficie (1337 pm?)

El ensayo se realizé sobre 3 zonas del 6vulo proximas entre si pero con
diferente contenido de almidén: los tegumentos, el extremo micropilar de la nucela
y la zona de la nucela proxima al saco embrionario. Se tomaron medidas en 3
secciones consecutivas para obtener 3 repeticiones de cada medida, tras lo cual las

muestras se lavaron y el sistema se desconecto. Se volvieron a medir las mismas
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secciones en 2 nuevas sesiones, tifiendo las preparaciones y calibrando de nuevo el
sistema en cada una de ellas hasta obtener tres medidas diferentes de cada campo

Con los datos obtenidos se realiz6 un analisis de varianza (4 NOVA) con dos
factores de variacion: la zona del évulo examinada y la sesién de medida. Cuando
el ANOV A genero diferencias significativas (p<0,001), las medias se compararon

segun el test de Duncan
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aunque el almidén es detectado por las dos tinciones, se observan claras
diferencias entre ellas Con PAS, ademas del almidon, se tifien el resto de
carbohidratos insolubles (Feder y O'Brien, 1968), incluyendo la celulosa de las
paredes celulares (Fig 6 2ay 6 2b), lo que dificulta en gran manera la deteccion
del almiddn por el analizador de imagen Por el contrario, cuando las secciones
se tifien con L,KI, unicamente el almidon es detectado, con un claro contraste
sobre el resto del tejido (Fig 6 2c y 6 2d), lo que permite mediciones fiables con
el analizador de imagen. Sin embargo, €l uso de LKI, aun siendo muy especifico,
presenta el inconveniente de no ser una tincién estequiométrica, ya que la
reaccton de tincidn se produce al acumularse iodo en el centro de la molécula
helicoidal de almidon, cuya longitud es muy variable (Jensen, 1962). Por lo tanto
no es posible cuantificar el contenido exacto de almidon en el tejido No obstante,
las distintas intensidades de la tincion reflejan con claridad el contenido de
almidon presente en el tejido, por lo que si se pueden cuantificar los cambios
entre los campos examinados (Herrero y Dickinson, 1979) De la misma forma
se pueden cuantificar las diferencias entre las medidas obtenidas entre grupos de
celulas proximos (Fig 6 2e, 6.2f y 6 3). Estas diferencias son reproducibles por
el sistema en sesiones independientes de medida Mientras se obtienen diferencias
significativas (p<0,01) entre las distintas regiones evaluadas, no se observan
diferencias entre las distintas sesiones de medida (Fig 6 3; Tabla 6 1)

Los dos medios de inclusion empleados, parafina y resina sintética JB4,
resultaron validos. Aunque los cortes obtenidos en JB4 producen una imagen mas
definida (Berlyn y Miksche, 1976), se pudieron obtener imagenes de suficiente
calidad a partir de los cortes parafinados Ya que es necesario realizar miltiples
cortes, la inclusién en parafina resulta mucho mas rapida y econdémica que la
inclusion en JB4, permitiendo la obtencién de los cortes de forma consecutiva
(Berlyn y Miksche, 1976), lo que posibilita la medida de la misma estructura en
cortes distintos,

El método descrito no es destructivo para las muestras, por lo que se
pueden realizar medidas morfométricas de las muestras en los mismos cortes y
posteriormente se pueden emplear otras tinciones al lavarse el LKI Todos los

pasos del proceso estan programados (Apartado 12 1), con instrucciones y
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aclaraciones en pantalla, lo que permite su utilizacion por cualquier usuario que
unicamente deberia fijar las condiciones de [uz al principio de cada sesion
Ademas, los resultados son facilmente analizables al obtenerse en formato ASCII,
pudiendo ser exportados a cualquier hoja de calculo

Por dltimo, el método podria aplicarse al estudio de las diferencias
cuantitativas en el contenido de almidon en otros tejidos vegetales con un previo
ajuste de los niveles de color en funcién del fondo de las preparaciones Podria
ser de utilidad a la hora de examinar la relacion entre las reservas de
carbohidratos de 6rganos concretos o tejidos y su actividad fisiologica. Se han
registrado cambios en el contenido de almidén dentro de importantes procesos
fisiologicos, como en germinacion de semillas (Dennis y Miernyk, 1982),
actividad fotosintética (Roper et al., 1988), funciones de almacenamiento (Smith
et al, 1995), proceso 1eproductivo (Herrero y Dickinson, 1979, Arbeloa y
Herrero, 1991), y control de apertura de estomas (Outlaw y Manchester, 1979;
Pemadasa, 1981). Por lo tanto, la cuantificacion de diferencias en el contenido de
almidon por medio de analisis de imagen puede ser una herramienta eficaz en el
estudio del desarrollo de procesos en los que intervengan cambios en estructuras

mas o menos compartimentalizadas
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Figura 6.2: Vistas de un évulo a través del analizador de

(@)

(b)

(d)

(e)

()

imagen. Las flechas sefialan granulos de almidén

Vista del extremo micropilar de la nucela Corte de
material incluido en JB4 (2 um) y tefiido con PAS. x
560 Barra = 10 um

Mascara obtenida por el analizador de imagen
correspondiente a la reaccion PAS de la imagen
anterior, incluyendo el almidon y las paredes

celulares x 560 Barra = 10 um

Vista de la region superior de Ia nucela Corte de
material incluido en parafina (10 pum) y tefiido con
LLKI x 560 Barra = 10 um.

Mascara obtenida por el analizador de imagen
correspondiente a la porcion de la imagen anterior
tefiida con LKI, incluyendo unicamente almidén x
560 Barra =10 um

Vista al mictoscopio de un corte de dvulo tefiido con
LKI Los recuadros indican la regién estudiada con el

analizador de imagen x 224 Barra = 50 um

Detalle del corte anterior x 560 Barra = 20 um




Tabla 6.1 Analisis de varianza, con dos factores de variacion, de evaluaciones
cuantitativas del contenido de almidon de tres regiones de un 6vulo de
albaricoquero. Se realizaron tres repeticiones de cada region en cada una de
las tres sesiones de medida ***, significativo (p<0,001); ns, no significativo,
SC, suma de cuadrados; GL, grados de libertad; CM, cuadrados medios.

Fuente de variacién SC GL CM F
Regién 4,94 x 10° 2 2,47 x 10° 107,56%%*
Sesion de medida 8,84 x 10° 2 442 x 10° 0,19 ns
Error 5,06 x 107 22 2,3 x 10°
TOTAL 546 x 10° 26
16
~ 14
= 12 ///
S’ % //
ol |
& g-
B
2 67
&
R 4 <
2 I
0 //ﬁ {
Tegumentos Extremo Nucela central
nucelar
Sesion de medida 1 [ Sesion de medida 2 M Sesion de medida 3
Figura 6.3: Evaluacion cuantitativa del contenido de almiddn expresado como densidad

Optica y medido en tres sesiones independientes Cada valor representa la
media de tres repeticiones. Los valores con letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0,01) Las barras verticales indican ia desviacién estandar
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7 INFLUENCIA DE LAS RESERVAS DEL OVULO EN EL PROCESO
: REPRODUCTIVO

71 INTRODUCCION

Las flores del género Prunus presentan un unico carpelo con dos ovulos

Normalmente uno de ellos, el évulo secundario, degenera, mientras que el otro, el
ovulo primario, es fecundado y prosigue su desarrollo, transformandose en semilla
(Bradbury, 1929, citado en Harrold, 1935). Sin embargo, en algunos casos ambos
ovulos pueden ser viables, produciéndose dos semillas (Roy y Kochba, 1974),
mientras que en otras ocasiones los 2 6vulos degeneran (Socias 1 Company ef al,

1976). Este hecho no es exclusivo de Prunus, y en gran numero de especies con

ovarios multiovulares, los évulos van degenerando hasta que solo uno de ellos
contintia su desarrollo (Uma Shaanker ef al, 1988; Charlesworth, 1989a) Lo
generalizado de este hecho contrasta con el desconocimiento de las causas que lo
provocan Esta reduccién en el nimero de ovulos puede deberse a factores
extrinsecos, como una inadecuada polinizacién (Burd, 1994) o la faita de recursos
para el desarrollo de todos los 6vulos fecundados (Marshall y Ellstrand, 1988) Sin
embargo, atin en el caso de que haya disponibilidad de polen y de otros recursos
externos, existen factores intrinsecos que provocan la reduccion de vulos (Herrero,
1992a; Seavey y Carter, 1996) La degeneracién de los ovulos puede ocurrir antes
o después de la fecundacion (Dahl y Fredrikson, 1996) Los procesos precigoticos
que pueden afectar al desarrollo de los évulos incluyen malformaciones (Eaton y
Jamont, 1965; Palser et al, 1990) y deficiencias en la atraccion de los tubos
polinicos (Herrero, 1992b; Seavey y Carter, 1996) Por otra parte, los primeros
6vulos en ser fecundados pueden inhibir la entrada de los tubos polinicos en los
otros ovulos (Mogensen, 1975, Mohan Raju et al, 1996) o bien impedir el
crecimiento de sus megagametofitos (Sedgley, 1981), provocando en ambos casos
que no se produzca la fecundacion Después de la fecundacion, el nimero de ovulos
puede regularse mediante el aborto de embriones Aunque se desconoce el
funcionamiento del proceso (Seavey y Carter, 1996), se han apuntado como posibles
causas el momento de la fecundacion (Mogensen, 1975), la posiciéon del ovulo
dentro del ovario (Augspuiger, 1986, Wiens et al, 1987), abortos selectivos segun

el genotipo (Casper y Wiens, 1981) y la produccién de inhibidores de crecimiento
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por parte de los embriones dominantes (Ganeshaiah y Uma Shaanker, 1988)

En cerezo (Stosser y Anvari, 1982), almendro (Pimienta y Polito, 1982) y
melocotonero (Arbeloa y Herrero, 1985), la degeneracion del ovulo se ha asociado
con la aparicion de callosa La acumulacion de callosa comienza en la zona de la
calaza, expandiéndose luego por el tegumento interno hasta ocupar la totalidad de
la nucela Esta deposicion comienza antes de que los sintomas morfologicos de
degeneracion sean apreciables v parece actuar como una barrera que impide la
traslocacion de metabolitos hacia la nucela, provocando asi la interrupcion del
procese de crecimiento y posteriormente la degeneracion (Pimienta y Polito, 1982).
Esta falta de traslocacion parece ser el primer eslabdn de la cadena en el proceso de
degeneracion de los ovulos (Arbeloa v Herrero, 1985) La acumulacion de callosa
se produce en el 6vulo secundario antes de la fecundacién del 6vulo primario
(Pimienta y Polito, 1982), por lo que la reducciéon de 6vulos en este género es
precigotica

El almidon presente en las estructuras ovulares también se ha relacionado con
la degeneracion del o6vulo secundario, ya que desaparece paralelamente a la
deposicién de callosa (Pimienta y Polito, 1982; Arbeloa y Herrero, 1985) Por otro
lado, las reservas de almidén presentes en el ovulo primario parecen jugar un
importante papel en la nutricion del saco embrionario, disminuyendo su contenido
una vez que se produce la fecundacion (Arbeloa y Herrero, 1991)

Por lo tanto, la degeneracion de los 6vulos en Prunus viene acompaiiada por
una interrupcién de la traslocacion en forma de taponamiento de callosa, por una
desaparicién de las reservas de almidén y por una interrupcion del crecimiento Sin
embargo, se desconoce si alguno de estos factores es la causa de la degeneraciéon o
si son consecuencia de ella

Con el objetivo de determinar las implicaciones de las 1eservas de almidon
de los ovulos en el proceso reproductivo asi como las causas que provocan la
degeneracion de ovulos en albaricoquero, se ha seguido la evolucién del contenido
de almidén, la acumulacién de callosa y el crecimiento de cada uno de los dos

6vulos desde la antesis hasta después de la fecundacion.
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72 MATERIAL Y METODOS

7.2 1 Preparacién del material

Las observaciones se realizaron sobre flores del cultivar Moniqui procedentes

de la coleccion de variedades de la EE Aula Dei en Montaiiana (Zaragoza) en el afio

1993 (Apartado 2 2 1). Para el establecimiento de poblaciones, obtencién de polen,

emasculacion y polinizacion de las flores, se siguid el procedimiento descrito
- anteriormente (Apartado 3 2.2)

Se recogieron 30 flores en antesis, y entre 10 y 15 flores por tratamiento y
dia a partir de entonces durante 9 dias y se fijaron los ovarios para su posterior
inclusion en parafina Los pistilos se fijaron en FAA. Una vez incluido el material,
se realizaron los cortes para su observacidon al microscopio, siguiendo los
procedimientos descritos anteriormente (Apartado 3241y 3242)

Las preparaciones se tifieron para almidon con LKI (Johansen, 1940), con
Calcofluor para celulosa (Hughes y McCully, 1975) y con Azul de anilina para
callosa (Linskens y Esser, 1957) (Apartado 32 43) Todas las preparaciones se

observaron en un microscopio Leitz Ortholux IL
722 Determinacion del tamafio de los dvulos

Para la determinacién del tamafio de los o6vulos se observaron las
preparaciones sin tefiir en una lupa binocular Wild Heerbrugg M8, (Wild Heerbrugg,
Heerbrugg, Suiza) Las imagenes fueron captadas mediante una camara en color
Cohu 8310 RGB conectada al microscopio y procesadas usando un analizador de
imagen Quantiment 570 Image Analysis System (Leica Cambridge, Cambridge,
Reino Unido). El tamaiio de cada ovulo se determind midiendo la superficie en su
maxima seccion, considerando, dentro de cada flor, 6vulo primario al de mayor
tamaiio y ovulo secundario al mas pequefic Para ello se elabord un programa
(Apartado 12 2) mediante el cual, a partir de la imagen de la preparacion obtenida,
se crea una imagen binaria correspondiente inicamente a la seccion del évulo (Fig
7 1). Los resultados se obtienen en formato ASCII por lo que se pueden exportar

facilmente a cualquier hoja de calculo
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7 2.3 Cuantificacion del contenido de almidon del dvulo

Una vez teilidas con LKI para almidoén, las preparaciones se observaron en
el microscopio. Las imagenes fueron captadas y procesadas usando el mismo
analizador de imagen La cuantificacion de las variaciones del contenido de almidon
del pericarpio se realizé mediante la medida de la densidad optica de las imagenes
obtenidas como se ha descrito en el capitulo 6, considerando la suma de la densidad
optica de cada pixel de la imagen correspondiente al contenido de almidén del
campo medido (Apartado 6 2 2) Las medidas se realizaron en las secciones en las
que uno de los 2 sacos embrionarios era apreciable y en el corte consecutivo, de
forma que se obtuvieron medidas en 2 secciones de cada dvulo. Dentro de cada
seccion, se midi6 el contenido de almidon en el extremo micropilar de la nucelay
en 2 zonas de los tegumentos (Fig 7.2.) de 1337 um?® cada una, considerando el
promedio de las dos medidas de los tegumentos como la estimacién del contenido
de almidon de los mismos Posteriormente se hallaron los valores medios de las dos

secciones, usando estos valores como los representativos de cada zona del 6vulo
7 2.4 Observacion de la callosa en los ovulos

Para la observacion de la callosa en los 6vulos, se tifieron los cortes con Azul
de anilina al 0,1 % en POK, 0,1 N (Currter, 1957), mostrandose de un color
amarillo verdoso brillante Las preparaciones se observaron en un microscopio
Ortholux II con fluorescencia de luz incidente para luz violeta con un filtro D (filiro
excitador BP 355-425 y filtro bloqueador LP 460) (Apartado 3)
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Inicio

Adgquirir imagen

Delimitar
6vulos, usando
CUT,KEEP Y

COVER
y

Figura 7.1. Diagrama de flujo del programa utilizado para la medida del tamafio
de los ovulos A, area

Figura 7.2. FEsquema de un ovulo de una flor de albaricoquere Los recuadros
indican las zonas de medida del contenido de almidén
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73 RESULTADOS

En antesis, los 2 6vulos de cada flor presentan un tamafio similar Mientras
que uno de ellos, ef dvulo primario, continta creciendo, el otro, el dvulo secundario,
detiene su crecimiento (Fig 73a y 73b) En antesis, se detecta la presencia de
almidén en ambos (Fig. 7 3c). En el 6vulo primario en primer lugar disminuye el
almidén de la parte interior de la nucela hasta su desaparicién, después el del
extremo micropilar de la nucela, sin llegar a agotarse, y posteriormente comienza
a consumirse el de los tegumentos, coincidiendo con un pronunciado aumento de
tamafio Sin embargo, en el ovulo secundario, todo el almidén desaparece
simultaneamente (Fig 7 3d). Esta pérdida de almidén esta asociada a la aparicién
de callosa en al calaza de este 6vulo (Fig 7.3e), que posteriormente se extiende a
toda la nucela, que degenera (Fig. 7.3f).

La evolucion del crecimiento del évulo primario muestra un ligero aumento
de tamafio durante los 5 dias posteriores a antesis, experimentando a partir de
entonces un importante incremento, mientras que el ovulo secundaric mantiene el
tamafio inicial a lo largo de los 9 dias estudiados (Fig 7.4). La misma dindmica de
crecimiento en los 2 6vulos se produce en flores polinizadas (Fig 74ay 74b)y en
flores no polinizadas (Fig 7 4c y 7 4d)

En antesis, se detecta la presencia de almidén en los 2 6vulos, que esta
distribuido desigualmente por la nucela y por los tegumentos (Fig 7 3c), vy
evoluciona de distinta forma segun la zona en que se encuentre. El almidon situado
en la parte interior de la nucela se va consumiendo durante los primeros 5 dias
después de antesis en ambos dvulos (Fig 73d) El contenido de almidon del
extremo micropilar de la nucela (Fig 7 5) no experimenta variaciones significativas
durante los 3 primeros dias, disminuyendo a continuacion apreciablemente en los 2
ovulos, quedando en el secundario unicamente restos en el dia 5, que desaparecen
totalmente en el dia 7. La evolucidn de las variaciones de almidén en el extremo
micropilar de la nucela sigue el mismo patrén, con unos contenidos semejantes, en
flores polinizadas (Fig 7 Say 7.5b) y en flores no polinizadas (Fig. 7 5cy 7 5d)
En los tegumentos, se acumula almiddn en ambos évulos desde antesis hasta 3 dias
después (Fig 7.6) A partir del tercer dia, en el évulo secundario disminuye
rapidamente, primero en el tegumento interno y después en el externo (Fig 7 3d),

hasta su desaparicion en el dia 7, mientras que en el évulo primario, tras
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estabilizarse unos dias, disminuye a partir del dia 5 (Fig 7 6). El contenido de
almidoén de los tegumentos también evoluciona de la misma manera en flores
polinizadas (Fig. 7 6a 'y 7 6b) y en flores no polinizadas (Fig. 7.6¢c y 7.6d).

El estudio de la relaciéon entre el crecimiento del Ovulo primario y la
disminucion de su contenido de almidon (Fig 7 7) indica que estos 2 procesos son
inversos y que el rapido crecimiento del ovulo es concomitante con un rapido
descenso del contenido de almidon, sin que se aprecie acumulacion de callosa. En
el 6vulo secundario, que mantiene el mismo tamafio desde antesis hasta su
degeneracién, comienza a acumularse callosa en la calaza a partir del quinto dia
después de antesis. El almidon desaparece de todas sus estructuras, coincidiendo con
la acumulacion de callosa (Fig 7 8). La acumulacion de callosa, al 1gual que la
evolucion del contenido de almidén, se produce de la misma manera en flores
polinizadas y en flores sin polinizar Por el contrario, en el évulo primario no se

observa callosa salvo excepcionalmente.
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Figura 7.3:  Desarrollo y degeneracion del évulo

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

®)

Seccién longitudinal del ovario de una flor 5 dias después de
antesis. El 6vulo primario (izquierda) ha aumentado su
tamafio mientras que el secundario (derecha) no ha crecido
desde antesis. Tincién: Calcofliior x 53 Barra = 200 um.

Secci6n longitudinal del ovario de una flor 7 dias después de
antesis. El 6vulo primario (izquierda) ha experimentado un
considerable aumento de tamafio mientras que el secundario
(derecha) ha degenerado sin experimentar crecimiento desde
antesis. Tincién: Calcoflaor x 53 Barra = 200 pm

Seccion longitudinal de un 6vulo de una flor en antesis, con
gran cantidad de almidén distribuido desigualmente por sus
estructuras. NU, nucela; SE, saco embrionario; TE,
tegumento Tincién: LKI x 560 Barra = 20 um.

Seccién longitudinal del évulo secundario de una flor 5 dias
después de antesis. El almidén ha desaparecido de la nucela
y del tegumento interno. NU, nucela; *, micropilo; TE,
tegumento. Tincion: LKI x 224 Barra = 50 um

Seccion longitudinal del 6vulo secundario de una flor 7 dias
después de antesis, presentando acumulacion de callosa en la
calaza CA, calaza, * nucela Tincién: Azul de anilina

X 224 Barra = 20 um.

Seccidn longitudinal del 6vulo secundario de una flor 7 dias
después de antesis, presentando acumulacién de callosa en
todas sus estructuras, con la nucela degenerada CA, calaza;

NU, nucela Tincién: Azul de anilina x 224 Baira = 50 pm
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- Figura 7.7 : Contenido de almidon en los tegumentos y crecimiento del ovulo primario en

flores polinizadas y no polinizadas de albaricoquero cv Moniqui

Contenido de almidon (Z Densidad éptica) de los tegumentos del 6vulo primatio
(O) (media + error estandar) y area (mm?) de la seccion maxima del évulo
primario (M) en flores y frutos del cultivar Moniqui durante los primeros 9 dias
después de antesis a) Flores polinizadas b) Flores no polinizadas.
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Figura 7.8 : Contenido de almidon y acumulacion de callosa en el évulo secundario
en flores polinizadas y no polinizadas de albaricoguero cv Moniqu,
Contenido de almidon (Z Densidad optica) de los tegumentos del 6vulo
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callosa en la calaza del dvulo secundario (B) en flores y frutos del
cultivar Moniqui durante los primeros 9 dias después de antesis
a) Flores polinizadas b) Flores no polinizadas.
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7 4. DISCUSION
7.4.1. El almidén como sustento del crecimiento del évulo primario

El almidén acumulado en el évulo influye en su desarrollo sustentando el
crecimiento en los dias posteriores a antesis, como indica la clara relacién
encontrada entre el crecimiento del évulo y el consumo de almidén. Este sustento
no ocurre de un modo pasive, sino realizando determinadas funciones en
determinados momentos

Estos resultados indican que el almidén se encuentra compartimentalizado,
no solo a nivel general en la estructura de la planta (Watson y Casper, 1984), en las
ramas (Sprugel ef al. 1991) o a nivel inflorescencia (Guitian, 1994), sino también
en las distintas estructuras del pistilo El consumo de almidén no ocurre de manera
uniforme en las distintas estructuras ovulares, sino que parece seguir un orden
establecido, que indica un posible desarrollo de distintas funciones segun el lugar
donde esté ubicado En melocotonero, la disminucion del contenido de almidén del
ovulo primario se ha relacionado con el desarrollo y elongacion del saco
embrionario (Arbeloa y Herrero, 1991). Respecto al almidén observado en el interior
de los 6vulos en antesis, en primer lugar comienza a consumirse el que se encuentra
distribuido por la parte central de la nucela, proximo al saco embrionario En
albaricoquero, se ha observado un desarrollo incompleto del saco embrionario en
antesis (Eaton y Jamont, 1965; Egea y Burgos, 1994) El almidén de la zona interior
de la nucela podria nutrir al saco hasta su maduracién Pocos dias mas tarde,
comienza a disminuir el contenido de almidén del extremo micrépilar de la nucela
Al 1gual que en melocotonero (Arbeloa y Herrero, 1991), estas reservas podrian
sustentar la elongacién del saco embrionario Finalmente, el almidon de los
tegumentos, cuyo contenido comienza a descender concomitante con la fecundacién,
podria mantener el desarrollo inicial del embrién y del endospermo, consumiéndose

el del tegumento interno con anteriotidad al del externo
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7 4.2 El almidén en el proceso de degeneracion del Gvulo secundario

A finales del siglo pasado (Ward, 1892, citado en Mogensen, 1975), se
especuld con la posibilidad de que un 6vulo "provocara la muerte por inanicién” del
resto, acaparando todos los recursos disponibles. Los resultados aqui obtenidos
apoyarian esta hipotesis. En el ovulo secundario, que acaba degenerando, se ha
observado una evolucion de su contenido de almidon similar al del évulo primario
en los 3 primeros dias después de antesis. A partir de entonces, cuando las
diferencias de tamafio comienzan a ser apreciables entre los 6vulos, el almidon de
todas las estructuras ovulares va desapareciendo simultdneamente, a diferencia del
ovulo primario, donde disminuye progresivamente y de distinta manera segun las
zonas

El inicio de la disminucion del contenido de almidon en los évulos que
degeneran se produce con anterioridad a la acumulacion de callosa, que provoca una
falta de traslocacion de metabolitos hacia la nucela, interrumpiendo asi el proceso
de crecimiento del 6vulo (Pimienta y Polito, 1982), en lo que parece ser el primer
eslabon de la cadena en el proceso de degeneracion de los dvulos (Arbeloa y
Herrero, 1985). La falta de traslocacion podria verse influenciada por la variacion
en la presion osmética producida tras la disminucion del contenido de almidén La
callosa apareceria asi como un efecto provocado por la pérdida del almidén Aunque
se desconoce cual es el estimulo que provoca la degeneracion de uno de los dvulos,
el contenido de almidon, la acumulacién de callosa y la ausencia de crecimiento son
factores que estan ligados en el proceso. Todo ello se produce con anterioridad a la
fecundacién del otro 6vulo, al igual que ocurre en almendro (Pimienta y Polito,
1982) Mientras que el 6vulo primario mantiene y regula sus reservas de almidon
sin acumular callosa y aumenta de tamafio, el dvulo secundario pierde su almidon,
acumula callosa y detiene su crecimiento La produccion de varias semillas por fruto
en especies que normalmente presentan una sola (Mogensen, 1975; Roy y Kochba,
1974) podria tener lugar cuando ambos évulos presentan un estado nutritivo
adecuado y en los que no se produce el estimulo que desencadena el proceso de

degeneracion.
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743 Teorias sobre la reduccién de! nimero de évulos

Los resultados obtenidos han clarificado la secuencia de hechos que se
producen tanto en el évulo primario como en el secundario Sin embargo, queda por
elucidar el desencadenante que provoca estos procesos. Recientemente, se ha
sugerido que la degeneracion de los dvulos de menor calidad libera unos recursos
que pueden ser usados en el desarrollo de los otros (Rigney, 1995) Este
aprovechamiento de los recursos se ha interpretado en otras especies como el
resultado de una lucha fratricida entre 6vulos Se ha propuesto que, en plantas con
ovarios multiovulares en los que se desarrolla una sola semilla, la produccién de
distintas sustancias quimicas por parte del primer évulo fecundado provocatia la
degeneracion del resto Asi, en Quercus (Mogensen, 1975) y Macadamia (Sedgley,
1981) se ha sugerido la existencia de un regulador del crecimiento, producido por
el primer évulo fecundado, que impediria la entrada de los tubos polinicos en la
nucela y con ello el desarrollo de otros évulos También se han propuesto
inhibidores del crecimiento producidos por los embriones dominantes como
responsables de la reduccion de 6vulos en Dalbergia (Ganeshaiah y Uma Shaanker,
1988) y Kleinhovia, donde la produccién de J4A (4cido 3-indolacético) por parte
del primer 6vulo fecundado impide el desarrolio de los tubos polinicos en el estilo
y con ello la fecundacién del resto (Uma Shaanker y Ganeshaiah, 1989; Mohan Raju
etal., 1996) La utilizacion por parte del 6vulo primario de las reservas liberadas por
el secundario, podria ser también entendida como una optimizacion de los recursos
disponibles, de la misma forma que existen unas estructuras especializadas en la
nutricion de otras, como el endospermo, cuya funcidn es sustentag el crecimiento del
embrion, y que parece ser resultado de la evolucion de un segundo embridn, cuya
degeneracion contribuiria al desarrollo del otro, considerandose asi como "embrion
altruista" (Friedman, 1992, 1994 y 1995)

En albaricoquero, la degeneracion del évulo secundario se produce dias antes
de la fecundacidn del ovulo primario, por lo que de existir un factor quimico
responsable de esa degeneracion, no tendria origen embrionario Este hecho, unido
a que el mismo proceso ocurre igualmente en flores no polinizadas, indica que se
trata de un fenémeno independiente de la fecundacién y de la polinizacién, y viene
determinado por causas intrinsecas a la flor El estado nutritivo, expresado como el

contenido de reservas del 6vulo, podria motivar el que éste degenere o continte su
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desarrollo.

Mientras que la polinizacion induce la secrecion estigmatica en melocotonero
(Herrero y Arbeloa, 1989, Herrero, 1992a) y afecta al desarrollo del saco
embrionario en peral (Herrero y Gascon, 1987), melocotonero (Arbeloa y Herrero,
1991) y albaricoquero (Burgos y Egea, 1993), la dindmica de crecimiento de los 2
ovulos de cada flor, la degeneracion del évulo secundario y la evolucion del
almidon en las distintas estructuras ovulares, se producen con independencia de la
polinizactéon y de la fecundacién, y parecen estar predeterminadas por factores
intrinsecos a la flor El almidoén del 6vulo se presenta como determinante en la
nutricién y desarrollo del saco embrionario y del propio évulo, por lo que jugaria
un importante papel en el proceso de desarrollo del évulo, la fecundacién v el
desarrollo inicial del embrion

Una vez determinada la influencia del estado nutritivo del évulo en la
fecundacion, el siguiente paso va a ser estudiar las posibles implicaciones del estado
nutritivo de la flor en el desarrollo de ésta, en los estados iniciales del fruto y en el

cuajado
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8 LAS RESERVAS DE LA FLOR COMO SUSTENTO DEL DESARROLLO
INICTIAL DEL FRUTO

8 1 INTRODUCCION

En muchas plantas lefiosas, la floracion se produce antes que la emision de
hojas (Loescher et al , 1990). En albaricoquero (Prunus armeniaca L), como en otras
especies del género Prunus, la antesis y el inicio del desarrollo del fruto tienen lugar
en ausencia de hojas o con una minima superficie foliar (Keller y Loescher, 1989)
Por ello, la flor sélo se nutre de las reservas acumuladas por el arbol antes del
reposo (Loescher ef al, 1990). Cuando las hojas comienzan a producir nuevos
fotoasimtilados, las flores ya estan desarrolladas e incluso se ha establecido el
cuajado inicial. La fase de desarrollo comprendida entre el desborre y el cuajado
inicial es por lo tanto dependiente de las reservas acumuladas antes del reposo.

Estos estados del proceso reproductivo parecen estar asociados no solo al
rendimiento de la cosecha, sino también a la calidad del fruto (Keller y Loescher,
1989) La division celular del ovario tiene lugar durante el desarrollo de la flor,
completandose en 10 dias a partir de antesis en guindo (Prunus cerasus, L) (Tukey
y Young, 1939) y en 15 dias en albaricoquero, guardando relacion ademas con el
volumen del mesocarpio (Jackson y Coombe, 1966) Por otro lado, en cerezo
(Prunus avium L)), se ha encontrado relacién entre el color del fruto, la
concentracion de solidos solubles y el peso del fruto maduro con el tamaiio del
ovarto en los dias siguientes a la antesis (Patten et al, 1986)

La importancia de las reservas es por lo tanto determinante en la vida de las
plantas lefiosas en general y en el crecimiento de las flores en particular (Oliveira
y Priestley, 1988) De la misma forma, la disponibilidad de carbohidratos
almacenados es el factor mas importante en el proceso de division celular (Jackson
y Coombe, 1966), y estas teservas podrian condicionar el proceso reproductivo
(Charlesworth, 1989b), asi como la calidad y rendimiento de la cosecha (Keller y
Loescher, 1989) A pesar de toda esta informacién indirecta, las implicaciones de
las reservas en la iniciacion floral, el desarrollo de la flor y el fruto todavia no estan
bien establecidas (Loescher ef af., 1990)
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Igualmente, todavia no esta claro si los carbohidratos necesarios para el
desarrollo de estos procesos son movilizados de otras partes de la planta o si se
encuentran presentes en la flor cuando ésta se abre Las yemas florales de los
frutales de hoja caduca de zona templada se forman durante la estacion vegetativa,
produciéndose parte de la diferenciacién floral con anterioridad a la caida de hojas
En cerezo, el periodo en el que el arbol cubre sus necesidades de frio coincide con
la acumulacidén de almidon en las yemas: no se detecta almidon antes del reposo,
pero si antes del desborre (Felker et al, 1983) Por otro lado, en las yemas de
Rhododendron, el almidon se acumula antes del reposo, permaneciendo intacto hasta
su conversion en azucares previa a la antesis (Shneider, 1972) Estas reservas
podrian jugar un papel clave en el desarrollo de la flor, de la misma forma que los
carbohidratos acumulados en el estilo sustentan el crecimiento de los tubos polinicos
a lo largo del estilo (Herrero y Dickinson, 1979) y el almidon presente en el ovario
influye en el desarrollo de las estructuras ovulares (Arbeloa y Herrero, 1991). Sin
embargo, todavia no se conocen todas las implicaciones de las reservas de la flor
en el desencadenamiento de la fructificacion

Con el objetivo de conocer las implicaciones del estado nutritivo de la flor
en el desarrollo de esta, en los estados iniciales del fruto v en el cuajado, se ha
seguido la evolucion del contenido de almidon del pericarpio, desde la antesis a la
fecundacion, y se ha relacionado con el crecimiento del ovario y de los 6vulos, asi
como con el proceso de division celular en el pericarpio Con el fin de dilucidar
cuales de estos procesos son una respuesta a la fecundacion o forman parte de un
programa intrinseco de desarrollo, las observaciones se han realizado tanto en floies

polinizadas como en flores sin polinizar
82 MATERIAL Y METODOS
821 Preparacion del material

Las observaciones se realizaron sobre las mismas flores del cultivar Moniqui
utilizadas en el capitulo 7, procedentes de la coleccion de variedades de la EE Aula
Dei en Montafiana (Zaragoza) (Apartado 22 1) Para el establecimiento de
poblaciones, obtencidon de polen, emasculacion y polimizacion de las flores, se siguid

el procedimiento descrito anteriormente (Apartado 3 2 2)
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Se recogieron 30 flores en antesis, y entre 10 y 15 flores por cada tratamiento
y dia durante los siguientes 9 dias y se fijaron los ovarios para su posterior inclusion
en parafina Para la inclusion en parafina, los pistilos se fijaron en FAA Una vez
incluido el material, se realizaron los cortes para su observacion al microscopio,

siguiendo los procedimientos descritos anteriormente (Apartados 324 1y 3.242)
8 2 2. Determinacion del tamaio del ovario

La cuantificaciéon del tamafio del ovario se realizo pesando de forma
individual cada ovario junto a su pedunculo en una balanza de precision antes de
fijar los ovarios (Apartado 52 23)

Para poder relacionar el tamafio de cada ovario con la informacion obtenida
de cada flor, también se estimé el tamafio de cada ovario a partir de las secciones
del material incluido en parafina Para ello se observaron las preparaciones sin tefiir
en una lupa binocular Wild Heerbrugg M8 (Wild Heerbrugg, Heerbrugg, Suiza) Las
imagenes fueron captadas y procesadas usando el mismo analizador de imagen La
cuantificacion del tamafio del ovario se realizé midiendo el grosor del pericarpio en
las mismas secciones en las que se midio el area de los ovulos (Apartado 7 2 3) Se
desarrollé un programa (Apartado 12 3) mediante el cual, sobre la imagen captada,
se midio la longitud de una linea trazada a lo ancho del pericarpio, estimandose ese
valor como el grosor del pericarpio (F ig 8.1) Los resultados se obtienen en formato

ASCII, por fo que se pueden exportar facilmente a cualquier hoja de calculo
8.2 3 Cuantificacion del contenido de almidén del pericarpio

Las preparaciones se tifieron para almidén durante 5 min con I,KI (Johansen,
1940), v se observaron en un microscopio Leitz Ortholux IT Las imagenes fueron
captadas mediante una camara en color Cohu 8310 RGB conectada al microscopio
y procesadas usando un analizador de imagen Quantiment 570 Image Analysis
System (Leica Cambridge, Cambridge, Reino Unido) La cuantificacion de las
variaciones en el contenido de almidon del pericarpio se realizé mediante la medida
de la densidad oOptica de las imagenes obtenidas como se ha descrito en el capitulo
6, considerando la suma de la densidad oOptica de cada pixel de la imagen

correspondiente como la estimacién del contenido de almidon del campo medido
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(Apartado 6.2 2) Las medidas se realizaron en las secciones en las que uno de los
2 sacos embrionarios era apreciable y en el corte consecutivo, de forma que se
obtuvieron medidas en 4 secciones de cada flor. Dentro de cada seccidn, se midid
el contenido de almidén en 4 zonas distintas del pericarpio (Fig 8 2 ) de 1337 um®
cada una, considerando el promedio de los 16 valores obtenidos para cada flor como

la estimacion de su contenido de almidon
8 2.4 Determinacion del nimero de células y del tamaiio celular

El nimero de células del pericarpio y el tamafio medio de las mismas se
midieron a lo largo de la anchura del pericarpio. Una vez obtenidos los valores de
contenido de almiddn, grosor del pericarpio y area de los ovulos, las mismas
preparaciones, tras lavarse y secarse, se tifieron con Calcofluor para celulosa
(Hughes y McCully, 1975) (Apartado 3 2.4 3) Las preparaciones se observaron en
un microscopio Ortholux II con fluorescencia de luz incidente para luz violeta con
un filtro D (filtro excitador BP 355-425 y filtro bloqueador LP 460) y se cont6 el
nimero de células a lo largo de la anchura del pericarpio El tamafio medio de las

células se obtuvo dividiendo el grosor del pericarpio entre el numero de células
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Figura 8.1. Diagrama de flujo del programa utilizado para la medida del tamafio

del pericarpio. L, longitud

Figura 8.2. Esquema del ovario de una flor de albaricoquero. Los recuadros
indican las zonas de medida del contenido de almidén
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83 RESULTADOS

En el momento de abrirse la flor, el pistilo aparece como un 6rgano de
reserva, con células llenas de almidon en todas sus estructuras. Durante los 9 dias
estudiados a partir de entonces, la distribucion del almidon cambia
considerablemente El contenido de almidon presente en el pericarpio desciende
desde su maximo valor en antesis hasta practicamente su desaparicion 9 dias mas
tarde (Fig 8 3). A medida que se consume el almidon, se produce el engrosamiento
del ovario (Fig 8 4, datos del capitulo 5), existiendo una correlacion negativa entre

el contenido de almidon y el grosor del pericarpio {coeficiente de corielacion (R)

i

-0,59***) Este engrosamiento se produce paralelamente al aumento del tamafio
del 6vulo mayor (Fig 8 5, datos del capitulo 7), con una correlacidén positiva entie
ellos (R = 0,85***) Mientras que el tamafio de las células experimenta un ligero
aumento durante los 9 dias estudiados (de 11,65 um de diametro en antesis hasta
12,7 um en flores polinizadas y 12 um en no polinizadas), el nimero de células en
el pericarpio aumenta gradualmente desde antesis, siguiendo el mismo patrén que
el tamafio del ovario y del 6vulo mayor (Fig 86) (R = 0,82%** y R = 0,80***
respectivamente).

En todos estos procesos se ha registrado una amplia variabilidad entre flores
Con el fin de detectar la causa de esta variabilidad, se ha evaluado el contenido de
almidén en el pericarpio en flores aparentemente iguales vy sincionizadas de partida
En antesis, los valores siguen una distribucion normal, con un valor minimo de 840
y un maximo de 9154 (Fig. 8.7), con un coeficiente de variacion (CV) de 55%,
frente al 21% del peso 5

La evolucion del contenido de almidon (Fig 8.3), crecimiento del ovario (Fig
8 4, Apartado 5.3), crecimiento del 6vulo mayor (Fig. 8 5) y numero de células (Fig

8 6) siguen un mismo patron en flores polinizadas y en flores sin polinizar.
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Reservas de la flor y fructificacion

8 4 DISCUSION

El crecimiento y desarrollo de la flor y los estados iniciales del fruto
dependen de las reservas acumuladas en la yema floral, ya que el aumento de
tamafio sigue un patrén inverso al del consumo del almidon presente en el pericarpio
en antesis. Este crecimiento del ovario se debe principalmente a las divisiones
celulares, ya que, mientras se registran pocas diferencias en el tamafio de las células,
se produce un considerable aumento en su nimero, por lo que la disminucion en el
contenido de almidon es también inversa al proceso de division celular: mientras se
consumen las reservas en el pericarpio, el numero de células aumenta segln el
mismo patrén que el crecimiento del ovario y del évulo mayor. Informacion
indirecta obtenida en otras especies sugiere que variaciones en ¢l contenido de
carbohidratos en yemas y flores podrian estar implicadas en el desarrollo de las
flores: en Malus, se ha sugerido una posible relacion entre los carbohidratos de la
flor y el cuajado (Vemmos, 1995), en Lilium se ha asociado el crecimiento de las
anteras y el desarrollo del polen con las variaciones en su contenido de almidon
(Clement et al, 1994, Clement ef al, 1996) y en Oryza se ha relacionado la
viabilidad del polen con su contenido de carbohidratos (Sheoran y Saini, 1996) Sin
embargo, los resultados aqui obtenidos indican de forma directa que en
albaricoquero, la division celular y el crecimiento de ovario y 6vulos, y por tanto
el desarrollo de la flor y las fases iniciales de la fructificacion dependen de las
reservas de almidon acumuladas en la flor antes de la antesis.

A partir de trabajos morfométricos en manzano, se ha sugerido una cierta
autonomia en el crecimiento de las inflorescencias con un numero suficiente de
hojas durante los estados iniciales de desarrollo de los frutos (Laur ef al. 1996) La
utilizacién por parte de las flores de albaricoquero de sus propias reservas para su
desarrollo implica un crecimiento autéonomo de los frutos en los estados de
desarrollo coincidentes con la ausencia de hojas De este modo, las flores y los
frutos en sus estados iniciales se desarrollarian autotroficamente Cuando el almidon
del pericarpio comienza a agotarse, las hojas han alcanzado tamafio suficiente como
para ser fotosintéticamente activas, pudiéndose emplear los nuevos fotoasimilados
producidos por ellas para el posterior desarrolle del fruto. Durante la fase de
crecimiento autotrofo, tiene lugar la fecundacion y el inicio del desarrollo del

embrion (Capitulo 3) Por otra parte, durante este periodo, y a expensas del almidén
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acumulado en la flor, tiene lugar la mayor parte del proceso de division celular, que
en albaricoquero se produce durante 15 dias (Jackson y Coombe, 1966) Esto
implica que el almidén presente en la flor podria afectar no solo al cuajado sino
también a la calidad y al tamario del fruto Posteriormente, en la fase de crecimiento
sustentada por las nuevas hojas, se completaria el desarrollo de la semilla y las
células del ovario alcanzarian su tamafio definitivo El nimero de células del ovario
en los dias siguientes a la antesis ha sido relacionado con el tamafio final del fruto
(Jackson y Coombe, 1966) De esta forma, las reservas de la flor que sustentan la
division celular podrian tener una influencia decisiva en el tamafio final del fruto.

El analisis de los diferentes factores que determinan el cuajado de frutos ha
puesto de manifiesto que la principal fuente de variaciéon se debe a algo inherente
a la flor (Jackson y Hamer, 1980), que se denomind “calidad de flor", y ha sido
definida como la capacidad de una flor o de una yema floral de convertirse en un
fruto cuajado (Williams, 1965; Goldwin, 1981). Esta transformacion de flor en fruto
es la consecuencia de un complicado conjunto de factores relacionados entre si
(Lauri et al, 1996) y la probabilidad de llegar a fruto difiere entre flores (Guitian,
1994) En este sentido se han estudiado como posibles factores relacionados con la
calidad de flor tanto caracteres morfologicos de flores e inflorescencias (Lauri et al.,
1996) como la posicién de la flor en el arbol (Robbie ef al, 1993) o en la
inflorescencia (Guitian, 1994) De la misma manera, se ha relacionado con
diferencias en la capacidad de las flores en cuajar, incluyendo el estado nutritivo
(Lloyd, 1980). Sin embargo, las causas fisiologicas que provocan estas diferencias
no estan determinadas Los resultados obtenidos muestran que el contenido de
almidon del pericarpio en antesis presenta claras diferencias entre flores, y podiia
estar asociado al sfafus nutritivo y a la calidad de flor La variacidén encontrada en
el peso de las flores en antesis no explica la variacidon en su contenido de almidon,
por lo que flores aparentemente iguales por sus caracteristicas externas e incluso por
su peso presentan marcadas diferencias en su interior. Sin embargo, la gran
variabilidad en el contenido de almidén en antesis si se corresponde con la
variabilidad entre pesos en dias posteriores (Capitulo 5) Esta idea se complementa
con el hecho, también observado en olivo (Cuevas ef af , 1995), de que existe una
correlacion positiva entre el tamafio del ovario y del dvulo primario Las flores con
mejor estado nutritivo podrian ser aquellas que siguen creciendo y completan su

desarrollo, mientras que las otras detienen su crecimiento y se desprenden del arbol
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(Capitulo 5).

Por otro lado, las flores polinizadas y las no polinizadas siguen el mismo
patron de crecimiento de ovario y ovulos, division celular y contenido de almidon
del pericarpio Por lo tanto, mi el crecimiento inicial ni el sfatus nutricional parecen
depender de la polinizacion ni, por lo tanto, de la fecundacién, aunque ésta si es
requisito fundamental para el desarrollo posterior del fruto Este hecho podria
explicar la caida de flores fecundadas y la presencia en el arbol de flores sin
polinizar durante un considerable periodo de tiempo (Badr y Crane, 1965; Sedgley,
1980) El cuajado de frutos requeriria la coincidencia de dos factores, los dos
necesarios pero no suficientes por separado: la fecundacion y un adecuado estado
nutritivo de la flor.

Por lo tanto, las flores no usan sus reservas solamente para nutrir el
crecimiento de los tubos polinicos a lo largo del estilo (Herrero y Dickinson, 1979)
y para el desarrollo de las distintas estructuras ovulares (Arbeloa y Herrero, 1991)
y de las anteras (Clement ef al., 1996), sino también para su propio desarrollo, asi
como el del fruto en sus estados iniciales La importancia de estos estados es
decistva para el éxito del proceso reproductivo, por lo que el papel de las reservas
presentes en la flor antes de la emision de hojas podria ser determinante en el

destino final de la flor, con implicaciones en el cuajado vy la calidad final del fruto.
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9. DISCUSION GENERAL

9 1 INFLUENCIA DE LOS DIAS POSTERIORES A ANTESIS EN EL CUAJADO

Los dias que siguen a la apertura de la flor juegan un papel decisivo en el
establecimiento del cuajado Por una parte, se desarrolla el proceso reproductivo, vy
por otra, se desencadena la fructificacion. Durante este tiempo intervienen una serie
de factores, unos dependientes de la polinizacion y otros independientes, que forman
parte de un programa de desarrollo del pistilo.

Dentro de los factores que guardan relacion con la polinizacion se encuentra
la llegada al estigma de polen, el crecimiento de los tubos polinicos a lo largo de
las distintas estructuras del pistilo y, finalmente, la fecundacion (Capitulo 3) Estos
factores afectan especialmente a algunos cultivares de albaricoquero. Aunque esta
especie se ha considerado tradicionalmente autocompatible (Bailey y Hough, 1975),
en los Gltimos afios se han encontrado numerosos cultivares autoincompatibles
(Nyujto ef al , 1985; Egea et al. 1991; Burgos et al 1993; McLaren y Fraser, 1996)
De los 5 cultivares estudiados, 'Moniqui' se comporta como autoincompatible,
mientras que 'Bulida’, 'Canino’, 'Paviot' y 'Royal' lo hacen como autocompatibles
Igualmente, todos los cruzamientos entre cultivares son compatibles El estudio, en
una plantacion comercial de 'Moniqui' en la zona productiva mas importante de la
provincia de Zaragoza, tanto del cuajado como del comportamiento de los tubos
polinicos en flores elegidas al azar y flores sobrepolinizadas, muestra que el cuajado
en estas condiciones esta limitado por la ausencia de polen cZ)mpatible. 'Bulida’,
'‘Canino' y 'Royal' se podrian utilizar como polinizadoras de 'Moniqui', ya que las
épocas de floracidn son coincidentes, los cruzamientos son compatibles y presentan
unas exigencias de frio invernal similares (Capitulo 4)

A pesar de que se realice una buena polinizacion, se producen una serie de
caidas prematuras de flores y frutos, dentro de las cuatro primeras semanas después
de antesis, que reducen considerablemente su nimero inicial El desencadenamiento
de esta caida va precedido de un crecimiento de las flores-frutos, en el que se
separan claramente dos poblaciones, unas flores que continlian creciendo y otras que
no aumentan de tamafio Estas dos poblaciones podrian corresponderse con las flores

que van a permanecer en el arbol y las que se van a caer, y son ya apaientes a las
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dos semanas de la polinizacion En estas fases iniciales de desarrollo, tanto los
patrones de caida como los de crecimiento ocurren del mismo modo en flores
polinizadas y no polinizadas, por lo que son independientes de la fecundacion,
estando condicionados por factores intrinsecos a la flor (Capitulo 5). El desarrollo
aqui observado en flores no polinizadas esta relacionado con el engrosamiento del
ovario que se ha encontrado en flores no polinizadas de varias especies frutales
(Badr y Crane, 1965; Sedgley, 1980; Rapoport y Rallo, 1991a) EIl analisis del
patron de crecimiento, junto con el desarrollo de la interaccién polen-pistilo, que
desemboca en la fecundacion a partir de 6 dias después de la polinizacion (Capitulo
3), indica que no todas las flores llegan en iguales condiciones a este momento La
fecundacion de las flores que han experimentado mayor desarrollo y la caida del
resto explicarian la dinamica observada de caida y crecimiento Las causas que
provocan estas diferencias de desarrollo son independientes de la polinizacion y por
lo tanto inherentes a la flor, y explican las diferencias de desarrollo y cuajado
encontradas entre flores en manzano (Robbie et al , 1993) Esto se ve refrendado por
las observaciones en otras especies, en las que el nivel de cuajado no parece
depender unicamente de condiciones externas (Lloyd, 1980; Stephenson, 1992,
Guitian et al, 1996), aunque se desconoce cuales son los factores intrinsecos que
lo determinan

La caida y el cuajado de flores y frutos vienen determinados, por un lado, por
la fecundacion y, por otro, por factores intrinsecos de la flor, independientes de la
polinizacion. Sin embargo, se desconoce la naturaleza de estos factores intrinsecos.
La distribucion de recursos se ha apuntado como determinante en el establecimiento
del cuajado (Marshall v Watson, 1992; Guitian er al, 1996} Sin embargo, en
albaricoquero, al igual que en otros Prunus, tanto el desborre (Capitulo 2) como el
proceso reproductivo (Capitulo 3) v el inicio de la fructificaciéon {Capitulo 5) se
producen en ausencia de hojas (Capitulo 2), por lo que deben de estar sustentados
por las reservas acumuladas en el arbol, ya sea en la parte vegetativa o en la misma
flor Este hecho, unido a que la falta de reservas de almidon se ha relacionado con
Ia degeneracion de ovulos (Arbeloa y Herrero, 1991), ha llevado a evaluar el papel
que las reservas presentes en el interior de la flor pueden jugar en la determinacién

del cuajado
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9 2. RESERVAS DE LA FLOR, FECUNDACION Y FRUCTIFICACION

La evaluacion del papel que desempefia el almidon acumulado en el pistilo
tanto en la fecundacion como en la fructificacion ha sido posible gracias al
desarrollo de un nuevo método, mediante la combinacidn de técnicas histoquimicas
con analisis de imagen (Capitulo 6), que ha permitido evaluar el contenido de
almidén al microscopio a lo largo de los dias posteriores a antesis (Capitulos 7 y 8)
El seguimiento del contenido de almiddn en distintas estructuras del interior del
ovulo ha puesto de manifiesto que el almidon se encuentra compartimentalizado, no
solo a nivel general en la estructura de la planta (Watson y Casper, 1984), en las
ramas (Sprugel ef al 1991) o a nivel inflorescencia (Guitian, 1994), sino también
en el interior de la flor El consumo de almidon no ocurre de manera uniforme en
las distintas estructuras ovulares, sino que parece seguir un orden establecido
realizando distintas funciones segun el lugar donde estd ubicado vy sustentando el
crecimiento del ovulo primario (Arbeloa y Herrero, 1991), por lo que juega un
importante papel en la fecundacion y en el desarrollo inicial del embrion (Capitulo
7

El almidén también parece desempefiar un papel decisivo en la degeneracion
del ovulo secundario Esta degeneracion, al igual que en almendro (Pimienta y
Polrto, 1982), se produce con anterioridad a la fecundacion del dvulo primario, por
lo que la existencia de un sustancia quimica desencadenante del “ proceso de
degeneracion no seria producida por el embrién del otro dévulo, como se ha sugerido
en otras especies (Mogensen, 1975, Mohan Raju ef @/, 1996). Este hecho, unido a
que el mismo proceso ocurre de forma similar en flores no polinizadas, indica que
se trata de un fenomeno independiente de la fecundacién e incluso de la
polinizacién, y viene determinado por causas intrinsecas a la flor Trabajos
realizados en melocotonero (Arbeloa y Herrero, 1991) han mostrado que la falta de
almidon, la acumulacion de callosa y la ausencia de crecimiento son factores que
estan ligados en el proceso. Mientras que el dvulo primario mantiene y regula sus
reservas de almidon sin acumular callosa y aumenta de tamafio, el ovulo secundario
pierde su almidon, acumula callosa y detiene su crecimiento (Capitulo 7). Los
resultados aqui presentados esclarecen la secuencia de acontecimientos que ocurren

en los dos ovulos, y sefialan que el primer eslabén es la desaparicion de almidén
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Este descenso brusco del contenido de almidén coincide con la acumulacidon de
callosa en la calaza, provocando la detencion del crecimiento. Aunque se desconoce
cual es el estimulo que desencadena este rapida desaparicion de almidon, parece
ocurrir de un modo regulado y siguiendo un patron diferente de el del 6vulo
primario, donde disminuye progresivamente y de distinta manera segiin las zonas.
En el ovulo secundario, que acaba degenerando, se ha observado una evolucién de
su contenido de almidon similar al del 6vulo primario en los 3 primeros dias
después de antesis, en los que practicamente no hay crecimiento del évulo ni
consumo de almidéon A partir de entonces, cuando las diferencias de tamafio
comienzan a apreciarse entre 1os dvulos, el almidon de todas las estructuras ovulares
va desapareciendo masiva y simultaneamente. Asi pues, el estado nutritivo,
expresado como el contenido de almidon del évulo, desempefia un papel decisivo,
determinando que degenere o continte su desarrollo y pueda ser fecundado

Por otro lado, el seguimiento del contenido de almidon del pericarpio ha
permitido determinar que el crecimiento y desarrollo de la flor y los estados iniciales
del fruto dependen de las reservas acumuladas en la yema floral, ya que, durante los
dias siguientes a la antesis, el aumento de tamafio del ovario sigue un patron inverso
al del consumo del almidén presente en el pericarpio El proceso de divisién celular
es también inverso a la disminucion del contenido de almiddn, y aumenta segun el
mismo patron que el crecimiento del ovario y del 6vulo primario Esto implica que,
en las fases iniciales de la fructificacion, la divisién celular y el crecimiento de
ovario y Ovulos, y por tanto el desarrollo de la flor, dependen de las reservas de
almidén acumuladas en la flor Por o tanto, el crecimiento de las flores y los frutos
de albaricoquero, en los estados de desarrollo coincidentes con la ausencia de hojas,
se puede considerar autonomo Puesto que el nimero de células del mesocarpio en
los dias siguientes a la antesis ha sido relacionado con el tamafio final del fruto
(Jackson y Coombe, 1966), las reservas de la flor que sustentan la divisién celular
podrian tener una influencia decisiva en el tamafio final del fruto (Capitulo 8)

Parece pues claro que el almidon acumulado en el pistilo juega un papel
clave, determinando por una parte la fecundacion, ya que de los dos 6vulos se
fecunda el que consigue mantener su almidén, y por otra la fructificacion, puesto
que el desarrollo inicial del fruto se hace a expensas del almidon acumulado en el

pericarpio
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9.3 CALIDAD DE FLOR Y CUAJADO

La calidad de flor se ha definido como la capacidad de una flor de
convertirse en fruto cuajado (Williams, 1965; Goldwin, 1981) Es consecuencia de
un complicado conjunto de factores (Lauri ef al,, 1996), y la probabilidad de liegar
a fruto difiere entre flores (Guitian, 1994). A pesar de ser un parametro al que se
recurre cuando se producen cuajados erraticos sin una aparente causa climética u
otros factores externos que lo expliquen, se desconocen las causas fisiologicas que
provocan que entre flores aparentemente iguales unas cuajen y otras no La sospecha
de que, aunque existe una aparente homogeneidad entre flores, deberia haber algo
inherente a ellas que las distinguiera, se ha confirmado en este trabajo Los
resultados obtenidos muestran que el contenido de almidon de la flor en antesis es
drasticamente distinto entre flores (Capitulo 8) Este contenido de almidén marca su
status nutritivo y determnaria la calidad de flor. La variabilidad encontrada en el
contenido de almidoén en antesis si se corresponde con la existente en los pesos en
dias posteriores (Capitulo 5). Esta idea se complementa con el hecho de que existe
una correlacion entre el tamatfio del ovario y del dvulo primario, pudiendo hablarse
de flores con mejor estado nutritivo, que podrian ser aquellas que siguen creciendo
y completan su desarrollo, mientras que las otras detienen su crecimiento y se
desprenden del arbol (Capitulo 5)

Por otro lado, las flores polinizadas y las no polinizadas siguen el mismo
patrén de crecimiento de ovario y 6vulos, division celular y contenido de almidon
del pericarpio durante los dias siguientes a antesis Por lo tanto, ni el crecimiento
inicial nmi el status nutricional parecen depender de la polinizacién ni, por lo tanto,
de la fecundacion, aunque ésta si es requisito fundamental para el desarrollo
posterior del fruto. Este hecho podria explicar la caida de flores fecundadas y la
presencia en el arbol de flores sin polinizar durante un considerable periodo de
tiempo (Badr y Crane, 1965; Sedgley, 1980; Capitulo 5) Por lo tanto, el cuajado de
frutos requeriria la coincidencia de dos factores, los dos necesarios pero no
suficientes por separado: la fecundacidon v un adecuado estado nutritivo de la flor

El contenido de reservas de la flor como condicionante del cuajado explicaria
las diferencias de calidad encontradas entre flores en manzanos con un aporte

nitrogenado suplementario a finales de verano frente a los que unicamente lo
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recibieron en primavera Las denominadas flores "fuertes" presentaron un mayor
periodo efectivo de polinizacion, motivado por el alargamiento de la receptividad
de los estigmas y de la viabilidad de los sacos embrionarios (Williams, 1965)
Igualmente, explicaria las variaciones observadas en el cuajado no atribuibles a las
temperaturas después de la floracion, asi como el hecho de que témperaturas
elevadas antes de floracion redundan en una disminucion del cuajado (Jackson y
Hamer, 1980), al aumentar la respiracion y el consumo del almidon acumulado en
la flor antes de que ésta se abra Por otra parte, explicaria el porqué caracteres
posicionales (Robbie ef al, 1993) estan asociados a la calidad de flor, ya que las
mejores flores serian las mejor nutridas.

Las reservas con las que las flores se nutren provienen de las que el arbol
acumula antes del reposo (Loescher ez al, 1990), ya que, al 1gual que en muchas
otras plantas lefiosas, la floracion se produce antes que la emisién de hojas
(Loescher et al., 1990). En Prunus cerasus, durante el reposo, coincidiendo con el
periodo en que se cubren los requerimientos de frio, se sintetiza el almidon que se
encuentra presente en las yemas en el momento del desborre (Felker ef al , 1983)
Por lo tanto, la fase comprendida entre la recoleccion del fruto y la caida de hojas,
en la que el arbol acumula las reservas para la primavera, y el periodo en el que ¢l
arbol cubre sus necesidades de frio (Capitulo 2), influyen en el estado nutritivo de
la flor

Un estudio de los cambios que ocurren desde la diferenciacion a la floracion
permitiria esclarecer los factores que intervienen en el proceso y asi determinar las
causas por las que las flores en el momento de abrirse presentan distinto contenido
de almidon Sin embargo, los resultados presentados clarifican la secuencia de
acontecimientos que desembocan en el cuajado, y el hecho de que la calidad de flor
viene determinada por el estado nutritivo de la flor al abrirse, enfatiza la repercusion

que tiene en la cosecha el estado nutritive del arbol el afio anterior
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10. CONCLUSIONES

1. La flor de albaricoquero entra en reposo preformada, pero el desarrollo del
pistilo y, sobre todo, la mayor parte del crecimiento de los 6vulos tiene lugar

tras el desborre.
2 Los granos de polen germinan a las pocas horas de llegar al estigma, los tubos
polinicos comienzan a llegar a la base del estilo tres dias después y la

fecundacién ocutre 6 dias después de la polinizacion

3 'Moniqui' se comporta como cultivar autoincompatible Este hecho parece el

principal responsable de los cuajados erraticos observados en este cultivar,
stendo necesario el uso de cultivares polinizadores En las condiciones
estudiadas, 'Bulida’, 'Canino' y 'Royal', serian unas buenos polinizadores, ya
que coinciden sus épocas de floracion, los cruzamientos son compatibles y

presentan unas exigencias de frio invernal similares,

4. A pesar de que se realice una buena polinizacién, se produce una caida
fisiolégica de flores y frutos El mayor pico de esta caida se produce dentro
de las cuatro primeras semanas después de antesis El hecho de que esta caida
ocurra igual en flores polinizadas y en no polinizadas indica que esta
determinada por factores intrinsecos a la flor, indépendientes de la

polinizacion.

5.~ La caida de flores y frutos va precedida de un periodo de crecimiento de los
ovarios, durante el que se establecen claras diferencias de pesos entre ellos. La
evolucion inicial de los pesos de las flores pone de manifiesto que estas
diferencias son ya patentes dos semanas después de antesis, y se observan
igualmente en flores polinizadas y en flores sin polinizar, lo que indica que

estas diferencias estan provocadas por factores inherentes a la flor
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Conclusiones

El método desarrollado mediante la combinacién de técnicas histoquimicas y
analisis de imagen es un instrumento valido para la evaluacion del contenido
de almiddén al microscopio y permite el seguimiento de los cambios que

ocurren en pequeilas estructuras del pistilo

De los dos 6vulos presentes en la flor, normalmente solo uno de ellos, €l 6vulo
primario, se transforma en semilla El otro ovulo, el 6vulo secundario,
degenera en los dias siguientes a antesis, antes de que ocurra la fecundacion
Esta degeneracion va precedida de la pérdida masiva y simultanea de sus
reservas de almidon, posteriormente acumula callosa y detiene su crecimiento
La pérdida de almidén es el primer eslabon de esta cadena vy es determinante

en el proceso de degeneracion

El 6vulo que logra transformarse en semilla, el ovulo primario, se desarrolla
en sus fases iniciales a partir de sus propias reservas, siguiendo un proceso de
desarrollo independiente de la polinizacion El almidén se encuentra
compartimentalizado en los distintos tejidos v sigue un patrén de consumo
independiente en cada uno de ellos, siendo utilizado en distintas funciones
Este almidén es determinante para que el ovulo llegue en condiciones

adecuadas al momento de la fecundacidon

El ovario se desarrolla a partir de las reservas acumuladas en su interior antes
de antesis, por lo que su crecimiento en los dias posteriores, hasta la salida de
hojas, se puede considerar autonomo El almidon se va consumiendo a medida
que el ovario crece, y este crecimiento se debe a una intensa division celular

del pericarpio

El hecho de que las reservas que presenta el pistilo en antesis jueguen un papel
decisivo tanto en la fecundacidén como en la fructificacion, unido a que existen
claras diferencias entre flores en cuanto a su contenido de almidén, explica el
diferente éxito reproductivo que se produce entre las flores y desvela que el

principal determinante de la calidad de flor es su contenido de almidén.
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12. ANEJO: PROGRAMAS INFORMATICOS ELABORADOS PARA EL

ANALIZADOR DE IMAGEN

Los programas empleados en el analizador de imagen "Quantiment 570" se
han elaborado utilizando el lenguaje "QBASIC" desarrollado por Leica (Leica

Cambridge, Cambridge, Reino Unido)

12.1. EVALUACION DEL CONTENIDO DE ALMIDON

10 rem
20 rem
30 rem
40 rem
50 rem
60 rem
70 rem
80 rem
90 rem
100 rem
110 rem
120 rem
130 rem
140 rem
150 rem
160 rem

FOEOE X K K E 4 oy ox % % H % %

"MEDIDA DE LA DENSIDAD OPTICA"
"Almid04 gba"

PROGRAMA PARA MEDIDA DE DENSIDAD OPTICA DE ALMIDON
EN IMAGENES DE DISTINTAS ESTRUCTURAS FLORALES

Para cuantificar diferencias en ¢l contenido de almidén en cortes de flores
de albaricoquero incluidas en parafina v teiiidos con LK1

GL: Grey level (nivel de gris)
DO: Densidad éptica

******************************************#****************************

oK OE K K F K K X K X OF X K ¥

170 rem ***********************************************************************

180 panel 0 0 80 25 1 14 2 "** MEDIDA DE DENSIDAD OPTICA DE ALMIDON **
190 panel 527020301 "

200 coltext 37:coltext 44
210 postext 3 14:print
220 postext 4 10:print
230 postext 5 10:print
240 postext 6 [0:print
250 postext 7 10:print
260 postext 8 10:print
270 postext 9 10:print
280 postext 10 14:print
290 postext 11 10:print
300 postext 12 10:print
310 postext 13 10:print
320 postext 14 10:print
330 postext 15 14:print
340 postext 16 10:print
350 postext 17 10:print

"En primer lugar hay que comprobar las condiciones de
"iluminacién para que sean las mismas de una sesién a
"otra: Filtro (n°2), luz centrada (con x16), objetivo
“(x40), diafragma abierto a tope (se contrasta mejor

"el almidén) Las muestras han de tefiirse durante el mismo
"intervalo de tiempo (cuando se comienza a medir una
"se tifie la siguiente)

"Posteriormente hay que calibrar para poder comparar
"valores de distintas sesiones

"Una vez calibrado, hay que introducir los valores
"obtenidos en ¢l programa calibra

“para calibrar la densidad éptica frente al GL

"Los valores obtenidos mediante calibraDQ no seran
“exactamente iguales a los de measure-grey, pero si
"mas correctos

360 postext 18 10:print "HAY QUE SAL VAR CADA VEZ QUE SE SALE DEL PROGRAMA
370 postext 18 10:print "SI SE HA REALIZADO ALGUNA MODIFICACION

380 postext 19 16:print
390 postext 20 16:print

"Seleccionar : 'C' para calibrar
" ‘M’ para medir
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400 postext 21 16:print
410 key$ = mkey$ :

Anejo

" 'Q’' para salir

if key$ = "" goto 410

420 if key$ = "C" then goto 460
430 if key$ = "M" then goto 980
440 if key$ = "Q" then goto 1480

450 goto 410

12 1.1. Calibrado del analizador de imagen

460 rem

SUBPROGRAMA 1

4635 panel 0 0 80 25 1 14 2 "** CALIBRADO DEL ANALIZADOR DE IMAGEN **

470 GOSUB 1510
480 pausetext 1
490 pausetext 2
500 pausetext 3
510 gmenu "image_setup"
520 pausetext 1

330 pausetext 2

540 pausetext 3

550 gmenu "shading"

560 postext 7 24: print
570 postext 8 24: print
580 postext 9 24: print
590 postext 10 24: print
600 coltext 46:coktext 31
610 gosub 1570
620 key$ = inkey$

"Sitnar preparaciéon y ajustar WL=100 en Green camera
“Situar 'blanco’;ajustar blancos (Gain +-10) y
“negros (Offset +-9,5) sin que se pierdan del histograma

"Distribucion de luz: hacer shading sobre una zona de la
"preparacion sin material: sdlo tincion(ya estara)
"Comprobar histograma de negros y blancos tras shading

'C' para continuar
V' para volver a graduar el
histograma
'Q’ para salir

"Seleccionar :

H

:if key$ = "" goto 620

630 if key$ = "C" then goto 670
640 if key$ = "V" then goto 470
650 if key$ = "Q" then goto 1480

660 goto 620

670 pausetext 1

700 gmenu "calibrate"
710 gosub 1510

720 pausetext 1

730 pausetext 2

740 gmenu 'image_sctup'
750 pausetext 1

760 colmultiacquire 5 0 8
770 pausetext 1

780 pausetexi 2

790 gmenu 'measure_grey
800 pausetext 1

820 gmenu 'image_setup’
830 pausetext 1

840 colmultiacquire 5 G 8
850 pausetext 1

860 gmenu 'measure_grey'

Calibrado: elegir objetivo(x40)

"Situar la imagen 'blanca'(si no se ha movido estara)
"Seleccionar Colour video

"Adquirir la imagen 'blanca’ en image 0

"Situar masking plane en OFF _
"Medir Grey Level de 0 ¢ introducir en OD=0. 0 (+-250)'_ 

"Situar filtro nd (DO=0.6)

"Adquirir la imagen 'N4' en image 0

"Medir Grey Level de 0 ¢ introducir en OD=06(+'90) - ': "
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870 panel 10 56010301 "™

880 postext 9 28 :coltext 46:coltext 31: print "Calibrado finalizado
:coltext 46:coltext 31: print "Introducir valores en ‘calibra’
:coltext 46:coltext 31: print "SALIMOS DEL PROGRAMA almid04 "

890 postext 15 28
900 postext 17 28

910 postext 18 28 :
920 postext 19 28 :

930 delay = 1000

"

coltext 46:coltext 31: print "SALVANDOLO Y NOS VAMOS A calibraDQ
coltext 46:coltext 31: print "TAMBIEN LO SALVAMOS "

940 delay = delay - 1
950 if delay > 1 then goto 940

960 goto 180

970 em **********************PIN DEL CALIBRADO******#******************

1212 Medida de la densidad 6ptica

980 rem

SUBPROGRAMA 2

990 panel 0 0 80 25 1 14 2 "** MEDIDA DE DENSIDAD OPTICA **"
1000 panel 527020301 "
1010 coltext 37:coltext 44

1020 rem

1030 data "Ovario WN","Ovario WS","Ovario EN" "Ovario ES","Tip"
1040 data "Teg W" "Teg E"
1050 rem DIM es para dimensionar la lista o vector: en este caso, 7

1060 dim t$(7)

1070 rem chr$ es funcion para intercalar un caracter; el 9 es "'

1080 ta$=chr$(9)
1090 for i=1 to 7
1100 read t$(1)
1110 next 1

1120 dim gdata(264),lut(256)
1130 open #2 "calibraDO dat"

1140 for i=1 to 256

1150 input #2: Iut(i)

1160 next i
1170 close #2
1180 cls

1190 input "nombre del fichero? (max. § letras. Sin ext ):", nf$
1200 open #1 "a:" + nf$ + " xIs"
1210 input "Nombre preparacién”, n$

1220 for k=1 to 7

1230 pausetext 1 "Bloque: " +n$ + " Imagen: " + t$(k)

1240 gmenu 'image_setup'

1250 mframe 148 145 220 220

1260 iframe 148 145 220 220

1270 colmultiacquire 5 0 8

1280 coldetect 0 62 244 19 158 0 88 4 -
1290 rem gmenu 'coldetect’

1300 loadrad lut(1)

1310 measrad 0,4,gdata(1)
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1320 print #1: n$;ta$;t$(k);ta$;gdata(1)*calvalue”2 ta$;gdata(2);ta$;gdata(3)

1330 print n$,t$(K),gdata(1)*calvalue”2, gdata(2),gdata(3)
1340 next k
1350 coltext 37:coltext 35

1360 print “Selecctonar:

1370 print " ‘M’ para medir otro corte

1380 print " 'F' para material de otro dia
1390 print " (sera necesario otro archivo)
1400 print " 'Q' para salir

1410 key$ = inkey$ : if key$ = "" goto 1410

1420 if key$ = "M" then goto 1210

1430 if key§ = "F" then goto 1450

1440 if key$ = "Q" then goto 1470

1450 close #1

1460 goto 1180

1470 close #1

1480 cls: quic

1490 stop

1500 rem ==
1510 rem ESPERA

1520 panel 0 0 80 25 1 142 ™"

1530 panel 10 560 103 01" TRABAJANDO "
1540 postext 20 20 :PRINT "ESPERE POR FAVOR"
1550 coltext 46: coltext 31

1560 return

1570 REM SELECCION

1580 panel 10 19603301 "

1590 postext 20 20 :print "Presionar la tecla APROPIADA para continuar "

1600 return
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12 1.3 Calibrado de la densidad optica

10 rem % 3k ok 3 3k gk ok ok ok ok % sk sk o ok 3 ok ok 3 3k 3k 3 3 3 3 ok ok ok 3k 3 ok ok ok 3k ok ok ok ok ok ok oje 3 3k 3 3k ok ol e ak ok sk ok ok sk o o ok sl ok ok sk ol ke o ol ok ok ok
20rem * *
30 rem * "CALIBRADO DE LA DENSIDAD OPTICA" *
40 rem * "Almid04 gba" *
50 rem * *
60 rem * PROGRAMA PARA EL CALIBRADO DE LA DENSIDAD OPTICA *
70 rem * DE LOS VALORES DE GL OBTENIDOS EN EL SUBPROGRAMA | *
80 rem * *
90 rem * Para obtener la recta de calibrado de la densidad optica, *
100 rem * ajustando los valores extremos *
110 rem * *
120 rem * GL: Grey level (nivel de gris) ¥
130 rem * DO: Densidad optica *
140 rem * *
150 rem * *
160 rem * *
1‘70 rem e ke ok e s ok e ok sk ol ke ok ke Sk ok ke ke ke sk dk k dkok sk ok ki ckck ok kck kb ok kk sk k ok kk ko kb kok kdk ok ko ke sk sk ok sk ok bk ok sk sk ok sk ok k
175 rem SUBPROGRAMA 3

180 panel 0 0 80 25 1 14 2 "#¥* CALIBRADO DE LA DENSIDAD OPTICA **
190 panel 527020301 "

210 rem programa para ci¢ar fichero con calibrado de densidad opti ca
220 dim ¢(256)

230 input "Introducir nivel de gris para DO=0 :"n0
240 input "Introducir nivel de gris para DO=0.6 :";n6
250 1em m es la densidad 0 6 convertida en transmitancia
260 m=107(2-0.6)

270 open #1 "cahbraDO dat"

280 f = (100 - m) / (n0 - n6)

300 for i=n0 to 1 step-1

310 ¢(1)=100 - f*(n0-i)

320 if c(i)<5 then c(i)=3

321 next i

330 for i=n0+1 to 256

340 c(1)=100

350 next i

360 for i=1 to 256

390 cfi) = 2 -log10(c(i))

400 print #1:c(1)

410 next i

420 close #1

430 end
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122 MEDIDA DEL TAMANO DE OVULOS

10 rem
20 rem
30 rem
40 rem
50 rem
60 rem
76 rem
80 rem
90 rem
100 rem
110 rem
120 rem

8 e o 5 o o e i 3k s s ok o ke ok ok 30 8 ok ok o o o o e o ook o ok ok o ke ok o ok o o o ok o ook ok ok o ok ok ok o e e ke ok ook o o ok ok ok koK

"MEDIDA DE SUPERFICIE (A)"
"Medir2D3 gba"

PROGRAMA PARA MEDIR MAGNITUDES EN EL PLANO:
AREA, LONGITUD, ANCHURA Y ASPECT RATIO (L/A)

APLICACION: MEDIDA DE LAS DIMENSIONES DE OVULOS
DE FLORES DE ALBARICOQUERO INCLUIDAS EN
PARAFINA Y CORTADAS A 10 pm

ook ok ofe sk ok sk ke ok ok S ok ok ok Sk ok ok ok ok s ok ak o ook 0 o o ok kR ok sk ok koK e st s sk e ok ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok 3k ok 3k o ok oK ok ok e ok oK K K ok

L I A A N
o . S T T T T

130 panel 0 0 80 25 1 14 2 "**MEDIDA DE OVULOS: Area,longitud, anchura **"
140 panel 5107015301 "™

150 ta$=chr$(9)

160 rem gdata 26 y lut 256

170 dim

gdata (26),lut(256)

180 postext 15 10

190 mput "nombre del fichero?(sin ext):",nf$

200 open #1 "A:" + nf$ + ° xis"

210 postext 16 10

220 input "Fecha actual?:" f$

230 postext 17 10

240 input "Material?:" m$

230 pausetext 1 "Como los ovulos son demasiado grandes para el microscopio,”
260 pausetext 2 "es necesario usar la lupa: cuidado que los aumentos elegidos”

270 pausetext 3 "correspondan a "Macroviewer'

280 gmenu ‘calibrate’

285 mframe 0 8 512 494

286 iframe 0 0 512 512

290 print #1: "Fecha:" + f$:ta$;"Material:" + m$

300 print #1: "Bloque”;ta$;"Area";ta$;"Longitud";ta$;" Anchura”;ta$;"(L/A): 1000"
310 postext 18 10

320 print "nombie preparacion?:”;

330 input n$

340 pausetext 1 "Bloque: " +n$

350 pausetext 2 "Situar preparacién”

360 pausetext 3 ""

370 gmenu 'image_sctup’

380 multiacquire 5 0 8

390 rem St por la luz o el material no s¢ detecta bien, cambiar el threshold
400 thresh (0 1 0 200

410 pausetext 2 "La secuencia normal ¢s:CUT (separar lo que nos interesa)
420 pausetext 3 "KEEP (mantener sélo lo bueno) y COVER (rellenar huecos)

430 gmenu 'bin_edit’'
440 rem Los n° son las variables a medir;la tabla estd en el manual (voi 2,
450 rem pag 211) 2 v 3 (Xfcp e Yicp) parece qgue hay que elegirlas siempre:
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460 rem las necesitard el programa Ojo,anchura=breath,no width
470 setftrpar "1,2,3,8.33,9"

480 rem 3 ceros: n° de variable y limites de discriminacién.

490 ftrgrey 0 : measfeat 1 0 0 0 : clraccept

500 rfeatres 0,1,gdata(l)

510 rfeatres 0,2,gdata(2)

520 rfeatres 0,3, gdata(3)

530 rfeatres 0,8,gdata(4)

540 rfeatres 0,9,gdata(5)

550 rfeatres 0,33,gdata(6)

560 rem los valores de rfeatres no estan calibrados; hay que multiplicarlos

570 rem por ‘'calvalue': equivalencia que introducimos en Calibrate

580 print

#1:n$;ta$;gdata(1)*calvalue”2;ta$;gdata(4)*calvalue;ta$;gdata(5 Y* calvalue;ta$;gdata(6)/1000
590 postext 24 10

600 print n$,gdata(l)*calvalue”2,gdata(4)*calvalue,gdata(5)*calvalue,gdata(6)/1000

610 panel 527020301 "

620 coltext 37:coltext 44

630 postext 7 24: print "Seleccionar:

640 postext 8 24: print " 'M' para medir otra preparacién "
650 postext 9 24: print " 'F' para finalizar la sesion "
660 postext 10 24; print " (sera necesario otro archivo) "

670 key$ = inkey$ : if key$ = "" goto 670
680 if key$ = "M" then goto 320

690 if key$ = "F" then goto 710

700 goto 670

710 close #1

720 cls:quic

730 stop

740 end
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123 MEDIDA DEL TAMANO DE OVARIOS

10 rem **********************************#***********************************
20 rem * *
30rem * "MEDIDA DE LONGITUD (L)" *
40 rem * "Medir1DI gba" *
50 rem * *
60 rem * PROGRAMA PARA MEDIR LONGITUDES *
70 rem * *
80 rem *  APLICACION: MEDIDA DEL GROSOR DEL PERICARPIO *
90 rem * DE FLORES DE ALBARICOQUERO INCLUIDAS EN *
100 rem * PARAFINA Y CORTADAS A 10 um *
#

110 rem *
120 rem ***********************************************************************
130 panel 0 0 80 25 1 14 2 "**MEDIDA DEL GROSOR DEL PERICARPO**"
140 postext 15 10

150 PRINT "Anchura entre 6vulo y exterior del pericarpo”

160 panel 5107015301 "

170 ta$=chr$(9)

180 rem gdata 26 v lut 256

190 dim gdata (26),lut(256)

200 postext 15 10

210 nput "nombre del fichero?(sin ext):" .nf$

220 open #1 "a:" + nf$ + " xls"

230 postext 16 10

240 input "Fecha actual?;" $

250 postext 17 10

260 input "Material?.",m$

270 pausetext 1 "Como los ovarios son demasiado grandes para el microscopio,
280 pausetext 2 "es necesario usar la lupa: atencién que los aumentos elegidos
290 pausetext 3 "correspondan a '"Macroviewer'

300 gmenn ‘calibrate’

310 mfiame 0 8 512 494

320 iframe 0 0 512 512

330 print #1: "Fecha:" + f$;ta$;"Material:" + m$

340 print #1: "Bloque";ta$;"Longitud"

350 postext 18 10

360 print "nombre preparacion?:";

370 input n$

380 pausetext 1 "Bloque: " + n$

390 pausetext 2 "Situar preparacién”

400 pausetext 3 "

410 gmenu 'tmage_setup’

420 multiacquire 5 0 8

430 pausetext 2 "Con COVER trazar una linea lo mas recta posible,

440 pausetext 3 "pero no indispesable recta (el analizador unira los 2 puntos))
450 gmenu 'bin_edit'

460 rem Los nimeros son las variables a medir;la tabla esta en ¢l manual (vol 2,
470 rem pag 7-8) Las 2y 3 (Xfcp e Yfcp) hay que elegirlas siempre:

160



A nejo

480 setftrpar "2,3,8"

490 rem 3 ceros: n° de variable y limites de discriminacion.
500 ftrgrey 0 : measfeat 1 ¢ 0 0 : clraccept

510 rfeatres 0,2,gdata(2)

520 rfeatres 0,3,gdata(3)

530 rfeatres 0.8,gdata(4)

540 rem los valores de rfeatres no estan calibrados; hay que multiplicarlos
550 rem por ‘calvalue”. equivalencia que introducimos en Calibrate
560 print #1:n$;ta$;gdata(4)*calvalue

570 postext 24 10

580 print n$,gdata(4)*calvalue

590 panel 527020301 "™

600 coltext 37:coltext 44

610 postext 7 24: print "Seleccionar:

620 postext 8 24 print " 'M" para medir otra preparacién "
630 postext 9 24: print " 'F' para finalizar la sesion "
640 postext 10 24: print " (sera necesario otro archivo) "

650 key$ = inkey$ : if key$ = "" goto 650
660 if key$ = "M" then goto 360

670 if key$ = "E" then goto 690

630 goto 650

690 close #1

700 cls:quic

710 stop

720 end
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