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Abstract

ALLELIC PECULIARITIES OF THE S LOCUS OF THE ALMOND CULTIVARS FROM MAJORCA.— The examination of the allelic
diversity of the locus S in ten almond cultivars from Majorca has shown the presence of the S, allele in four of them,
as well as the presence of five new alleles non identified so far. Although the S, allele has been described as respon-
sible for the expression of self-compatibility in almond, it has been recently shown that this allele has two different
phenotypic expressions. As a consequence, this allele cannot be always considered an index for self-compatibility of
the genotypes harbouring it. The study of the four Majorcan cultivars possessing this allele has confirmed their self-
incompatibility, showing that this allele is in its phenotypically active form, as it has been also observed in a group
of cultivars from southern Italy, a fact possibly suggesting a connexion between these two Mediterranean almond
populations.
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Resumen

PECULIARIDADES ALELICAS DEL LOCUS S DE LOS CULTIVARES MALLORQUINES DE ALMENDRO.— El examen de la diversidad
alélica del locus S en diez cultivares mallorquines de almendro ha mostrado la presencia del alelo S, en cuatro de ellos,
asi como la presencia de cinco nuevos alelos no identificados hasta ahora. Aunque el alelo S, se ha descrito como
responsable de la expresion de la autocompatibilidad del almendro, recientemente se ha descubierto que tiene dos
expresiones fenotipicas diferentes, por lo que no siempre se puede considerar un indice de la autocompatibilidad de
los genotipos que lo presentan. El estudio de los cuatro cultivares mallorquines que presentan este alelo ha confirmado
su autoincompatibilidad, de manera que este alelo se expresa en estos cultivares en su forma fenotipicamente activa,
como también se ha comprobado en un grupo de cultivares del sur de Italia, lo que podria indicar una conexion entre
estas dos poblaciones mediterraneas de almendro.

Palabras clave: alelos; almendro; autocompatibilidad; locus S; Prunus amygdalus.

Resum

PECULIARITATS AL°LELIQUES DEL LOCUS S DE LES CULTIVARS MALLORQUINES D’AMETLLER.— L’examen de la diversitat
al-lélica del locus S en deu cultivars mallorquines d’ametller ha mostrat la preséncia de 1’al-lel S, en quatre, aixi
com la presencia de cinc al-lels nous fins ara no identificats. Encara que 1’al-lel S, s’ha descrit com a responsable
de I’expressié de 1’autocompatibilitat de 1’ametller, fa poc que s’ha descobert que té dues expressions fenotipiques
diferents, pel que no sempre es pot considerar un index de 1’autocompatibilitat dels genotips que el tenen. L’estudi
de les quatre cultivars mallorquines que presenten aquest al-lel ha confirmat la seva autoincompatibilitat, de manera
que aquest al-lel s’hi expressa en la seva forma fenotipicament activa, com també s’ha comprovat en un grup de
cultivars del sud d’Italia, fet que podria indicar una connexié entre aquestes dues poblacions mediterranies d’ametller.

Paraules clau: al-lels; ametller; autocompatibilitat; locus S; Prunus amygdalus.
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INTRODUCCIO

La majoria de les cultivars d’ametller (Prunus amyg-
dalus Batsch), amb unes poques excepcions, son
autoincompatibles (Socias i Company, 1977), fet que
comporta que la seva pol-linitzacié encreuada sigui
essencial per a la produccié d’un fruit, ja que la part
comercial de ’ametller és una llavor que exigeix la
fecundaci6 de I’6vul pel pol-len. ’autocompatibilitat
s’ha considerat un caracter desitjable per als cultivars
d’ametller (Socias i Company et al., 1998), pel qual
s’ha convertit en un objectiu prioritari dels programes
de millora genetica (Socias i Company, 1978). La
introduccio de 1’autocompatibilitat es va intentar per
primera vegada a I’ametller per mitja de la introgres-
si6 d’aquest caracter des del presseguer [P persica
(L.) Batsch] mitjangant la hibridacié del presseguer
‘Lukens Honey’ amb I’ametller ‘Texas’i els successius
retro-entrecreuaments amb ‘Nonpareil i altres culti-
vars d’ametller (Socias i Company et al., 1976). El
redescobriment de 1’autocompatibilitat a la poblacio
d’ametllers de la regio italiana de la Pulla (Grasselly
& Olivier, 1976) i la confirmacié de la transmissio
de I’autocompatibilitat a la descendéncia (Socias i
Company & Felipe, 1977) permeté d’incorporar aquest
caracter als programes de millora genética de I’ametller
(Felipe & Socias i Company, 1985; Socias i Company,
1990). La font exclusiva de 1’autocompatibilitat a la
majoria dels programes de millora ha estat ‘“Tuono’ i
qualque altre cultivar proxima procedent de la mateixa
regi6 de la Pulla (Socias i Company, 2002). Com a
conseqiiencia d’aquest reduit cercle de diversificacio
de I"autocompatibilitat, s’han observat qualsque sig-
nes de depressio, produits per la consanguinitat dels
individus de diverses descendencies de millora, pro-
bablement deguts a I’efecte de gens letals o deleteris
presents a la poblacio de la Pulla i que poden afectar
diferents caracters agronomics, com son el creixement
dels tubs pol-linics, el vigor de la planta i la seva gros-
saria (Alonso & Socias i Company, 2005; Grasselly &
Olivier, 1988). Aquesta situacio redueix 1’eficacia dels
programes de millora i es podria evitar per mitja de la
diversificacio de les fonts de ’autocompatibilitat, fins
ara limitades a aquesta poblacio de la Pulla. Aquesta
possibilitat podria donar-se si es confirmas la preséncia
de I’autocompatibilitat en d’altres poblacions locals
d’ametller, tal com va passar originariament amb la
poblacio de la Pulla (Grasselly & Olivier, 1976). Per
tant, es va considerar d’interés estudiar les cultivars
mallorquines d’ametller presents a la col-leccid na-

cional de germoplasma ubicada al CITA (Centro de
Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria) d’Aragod
a Saragossa (Espiau et al., 2002).

L’autocompatibilitat de 1’ametller s’atribueix a
la preséncia de I’al-lel S, (Socias i Company &
Felipe, 1988), de manera que el producte que aquest
al-lel codifica a I’estil no presenta 1’activitat RNasa
propia dels altres al-lels S (Boskovi¢ et al., 2003).
L’al-lel S, s’ha seqiienciat i s’han dissenyat ence-
badors especifics per a la seva deteccio a partir del
segon intr6 (Channuntapipat et al., 2001). Aquests
encebadors s’han utilitzat ampliament en la identi-
ficacio de plangons autocompatibles als programes
de millora genética de I’ametller (Alonso & Socias
i Company, 2005; Lopez et al., 2005).

Aquesta aproximaci6 també s’ha aplicat a un grup
de cultivars mallorquines d’ametller amb el fi d’establir
la seva identitat al-l¢lica. El conreu de ’ametller a
Mallorca s’ha basat en un gran nombre de cultivars
autoctones (Estelrich, 1907), encara que darrerament
s’han introduit d’altres cultivars de diversos programes
de millora genética. Si bé hi ha noticies de la introduc-
ci6 de cultivars d’altres procedéncies, probablement a
principis del segle XIX, amb ’activitat de la Societat
Economica d’Amics del Pais, com possiblement va
ocorrer amb cultivars com ‘Sicilia’, la majoria de cul-
tivars mallorquines presenta una tipologia relativament
homogeénia, fet que pot indicar un origen molt antic,
relacionat amb la introduccié d’ametlles fins i tot
abans de la nostra era, com mostra la semblanca de
les ametlles del naufragi de Magaluf (cap al 400 aC)
amb una cultivar actual com ‘Menut’ (Cerda, 1973).

L’examen de la identitat al-lélica d’un grup de
cultivars mallorquines ha permes d’identificar 1’al-lel
S/,.a quatre de les cultivars examinades, ‘Alzina’, ‘Ga-
rondes’, ‘Pong’ 1 “Vivot’ (Kodad et al., 2008; 20095).
Aquestes cultivars no s’havien assenyalat mai abans
com a autocompatibles (Rubi, 1980), pel que es va
plantejar la necessitat de profunditzar en ’estudi de
la seva compatibilitat floral per mitja d’una analisi
multi-dimensional, que inclogués la identificacio
molecular del seu genotip S, aixi com I’expressid
de la seva auto-(in)compatibilitat pel creixement
dels tubs pol-linics i el quallat en camp després de
pol-linitzacions controlades. El coneixement de cada
genotip i de la seva expressio fenotipica podra permetre
de recomanar els parentals adequats als programes
de millora genética amb el fi de diversificar les fonts
de I’autocompatibilitat i aixi disminuir els problemes
produits per la depressio de consanguinitat.
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MATERIALS I METODES

Material vegetal

S’estudiaren 10 cultivars (Taula 1) d’origen mallorqui
presents a la col-leccidé nacional de germoplasma de
I’ametller. Aquestes cultivars es mantenen com a arbres
empeltats sobre el patr6 clonal hibrid ametller X pres-
seguer INRA GF-677, seguint un manteniment comer-
cial de les plantacions (Espiau et al., 2002). Les cultivars
utilitzades com a testimonis en els diferents assaigs de
compatibilitat i d’identitat dels al-lels es troben a la
mateixa col-leccié de germoplasma.

Creixement dels tubs pol-linics i quallats de camp

L’auto-(in)compatibilitat fisiologica es va determinar
per mitja de tres metodes diferents: creixement dels
tubs pol-linics, quallats després d’autopol - linitzacions
artificials 1 quallats estimats a branques embossades.
Es recolliren flors al camp a I’estat fenologic D (Fe-
lipe, 1977) 1 es dugueren al laboratori per a la seva
preparacio d’acord amb el procediment descrit per
Kodad & Socias i Company (2006). Les relacions de
compatibilitat es determinaren per 1’observacio del
creixement dels tubs pol-linics a un microscopi Leitz
Ortholux II (Leitz, Wetzlar, Alemanya) amb una font
de llum ultraviolada d’una lampada de mercuri Osram
HBO 200 W/4 (Osram GmbH, Munic, Alemanya),
mitjangant la fluorescencia dels diposits de callosa
dels tubs pol-linics per tinci6 amb blau d’anilina
després del seu aixafament.

Al camp, diverses branques tot al voltant dels
arbres se seleccionaren per tal de fer les emascula-
cions 1 pol-linitzacions artificials, aixi com d’altres
branques s’embossaren abans de 1’obertura de les
flors tal com han descrit Socias i Company et al.
(2004). Els quallats es determinaren al mes de juny
per a tots els tractaments, quan ja no hi ha caiguda
fisiologica de fruits.

Determinacio de les RNases

Les RNases estilars es determinaren en gels de polia-
crilamida. De cada cultivar es recolliren 20 estils de
flors en I’estat fenologic D (Felipe, 1977) i es con-
servaren a —80°C fins a llur analisi. S’extragueren
les proteines estilars i se separaren per mitja de la
técnica de 1’electroenfocament de gradient de pH en
desequilibri (NEpHGE). L’activitat de les RNases es

Taula 1. Llista de les cultivars mallorquines d’ametller
estudiades i genotip S determinat.

Cultivar Nombre Genotip S" Técnica?
de clon
‘Alzina’ 238 S/S“ P,S T
‘Garondes’ 235 AS}S“ PS, T
‘Menut’ 247 1S5 S, T
‘Pau’ 234 12553 C,P S
‘Pong’ 246 S}SN P, S
‘Pou de Felanitx’ 237 S5, S
‘Taiatona’ 242 S.,S, S
‘Totsol’ 240 S, P, S
‘Verdereta’ 239 85,555 C,PS
“Vivot’ 241 Sf S, P S

! Els nous al-lels s’han remarcat en negreta.

2 Métode aplicat en la determinacié dels allels: C,
pol-linitzacié encreuada amb cultivars dels mateixos
al-lels; P, analisi PCR amb encebadors especifics per
als al-lels S; S, seqiienciaci6é de nucleotids; T, digestio
enzimatica.

va detectar per tincio segons el procediment descrit
per Boskovic et al. (1997). La determinacio es va
repetir almenys dues vegades per tal d’assegurar la
seva confirmacio.

Aillament del DNA i condicions de l]a PCR

El DNA genomic es va extreure de les fulles joves
de les cultivars segons el metode d’extraccio CTAB
basat en Doyle & Doyle (1987). Per a I’amplificacio
per la PCR, la soluci6 de DNA es va diluir a
20 ng pL! en aigua.

La identificacio dels al-lels S de cada cultivar per
la PCR es va dur a terme per mitja d’encebadors
universals o especifics (Taula 2). Totes les reaccions
de la PCR es realitzaren amb 20 pL de la solucio
que contenia 20 mM Tris-HCI pH 8,4, 50 mM KCI,
2 mM MgCl,, 0,1 mM de cada dNTP, 0,2 uM de
cada encebador, 1 unitat de 7ag DNA polimerasa
(Invitrogen, Madrid, Espanya), i 90 ng de DNA
genomic d’ametller. El programa de PCR incloia una
desnaturaci6 inicial a 95°C durant 3 min, seguida per
34 cicles de 30 s 2 95°C, 45 s 0 1 min a la temperatura
d’anellament (Taula 2),1 1 0 2 min a 72°C, amb un
pas final d’extensio de 10 min a 72°C.

Els productes de la PCR se separaren a gels a
1,5% (p/v) d’agar en 150 mL del tamp6 1X TBE,
es tenyiren amb una solucio de 0,4 ug mL™' de
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Taula 2. Encebadors de PCR utilitzats per a la determinacio6 dels al-lels S.

Encebador Al-lel Seqiiéncia Grossaria Temperatura
objectiu de nucleotids (5°-3°) del producte (bp) d’anellament (°C)

Encebadors al-lel-especifics dissenyats a partir del segon intrd

SIF s CTCTTTAGCATTTTAGTTTTTAG 488 55

SR 1 CTGAGACATCCAAGCAATATAG

S¢F s CAAATGGTCCTTCAGGTTTTC 648 65

S¢R 8 CCCAAATCGCAGACTCACTCT

S,,F s ATTGTCATCTGAAGACCATATAC 437 60

S,;R 23 TGAGACATCCAAGCAATATATAC

SF S GTGCCCTATCTAATTTGTTGAC 459 60

SR Y GACATTTTTTTAGAAAGAGTG

Encebadors conservats per al segon intrd

SeRT S ACCAACTGCAGAGTTCGAACG 1175 57

Suniv 3 TACCACTTCTGTAACAACTGAG

ConF ) GTGCAACAATGGCCACCGAC 4 55

ConR TACCACTTCATGTAACAACTGAG

ASIII (F) ) TATTTTCAATTTGTGCAACAATGG 4 53

AmyC5(R) CAAAATACCACTTCATGTAACAAC

#: Variable, depenent de la cultivar.

bromur d’etidi, i es visualitzaren davall una llum
UV. La determinacié de les bandes es va dur a
terme amb una escala normalitzada d’1 kbp de
DNA (Invitrogen).

Clonacid i seqiienciaci del gDNA de les S-Rnases

Per a I’amplificacid de les regions entre el péptid
de senyal i la regid conservada C5 dels al-lels
s’utilitzaren I’encebador directe PaConsl-F (Sonne-
veld et al., 2003) i I’encebador invers EM_PC5con-
sRD (Sutherland et al., 2004), d’acord amb el pro-
cediment d’Ortega et al. (2006). A més, s’utilitzaren
encebadors especifics per a la identificacio de I’al-lel
Sf (Channuntapipat et al., 2001). Abans de la clonacid,
la grossaria de banda corresponent a 1’al-lel analitzat
es va purificar mitjancant el Wizard Plus Miniprep
DNA Purification System (Promega, Madrid, Espan-
ya) i es va quantificar a un gel d’1,5% d’agar usant
I’escala normalitzada d’1 kbp de DNA (Invitrogen).
Els productes de la PCR purificats es clonaren al vec-
tor pCR2.1 mitjangant el TA Cloning Kit (Invitrogen).
La presencia de la inserci6 en el DNA plasmid es va
confirmar por digestio amb enzims de restriccié amb
EcoRlI. Els plasmids s’aillaren amb el QIA prep Spin
Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Alemanya). Almenys
tres plasmids de diferents PCRs se seqiienciaren des
d’ambdos extrems.

Digestio restrictiva dels fragments de la PCR

Els enzims de restriccié per a un al-lel especific
s’elegiren d’acord amb la informacio6 obtinguda dels
diferents bancs de gens. Dos L d’una reaccio de la
PCR es digeriren durant la nit amb un enzim deter-
minat en el tampd apropiat a 37°C. Els fragments
de la PCR digerits s’analitzaren a gels d’1 o 2%
(p/v) d’agar com ja s’ha descrit. La determinacio
de les bandes es dugué a terme amb una escala
normalitzada d’1 kbp de DNA (Invitrogen).

RESULTATS
Identificacio dels al-lels S

L’amplificacio per la PCR del DNA genomic amb els
encebadors de consens AS1II (directe) i AmyC5R
(invers), dissenyats des de les regions codificadores
conservades que flanquegen el segon intré de les
S-RNases de I’ametller, produi dos fragments de
diferent longitud, excepte en els casos de ‘Pou de
Felanitx’, ‘Taiatona’ i “Totsol’, en les quals només
s’observa un fragment. El genotip de les cultivars
estudiades es compara amb els patrons de bandes
de genotip S conegut per tal d’establir llur possible
identitat (Fig. 1).
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Figura 1. Identificacié dels al-lels S de les cultivars mallorquines d’ametller amplificades amb els encebadors AS1II i
AmyCS5R en comparacié amb sis cultivars de referéncia. Linees 1: ‘Pau’; 2: ‘Verdereta’; 3: “Vivot’; 4: ‘Garondés’; 5: ‘Pong’;
6: ‘Menut’; 7: “Totsol’; 8: ‘Pou de Felanitx’; 9: ‘Ferragnés’; 10: ‘Primorskij’; 11: ‘Desmai Llargueta’; 12: ‘Ramillete’; 13:

‘Marcona’; 14: ‘Tuono’. M: escala d’1 kbp (Invitrogen).

Les cultivars que mostraren la preséncia dels
al'lels S, S,, S, S,; i Sf s’analitzaren per mitja
d’encebadors especifics perqué aquests al-lels
presenten bandes de grossaria similar a la d’altres
al-lels (S, S, §,,15,,). Els encebadors especifics de
I’al-lel S, resultaren totalment efectius en la identi-
ficaci6 d’aquest al-lel a ‘Garondeés’, ‘Pong’ i Vivot’
(Fig. 1), encara que amb aquest encebador no es
va obtenir cap amplificacié a ‘Alzina’. Quan amb
aquestes quatre cultivars s’utilitzaren encebadors
no especifics, com a PaConsI-F i EM_PC5consRD,
tots els genotips produiren dos fragments després
de I’amplificacié per la PCR del gDNA (Fig. 2).
La seqiiéncia parcial dels al-lels S va mostrar la
caracteristica tipica de les RNases del tipus T2
dels Prunus, amb cinc dominis conservats (C1, C2,
C3, RC4 i C5) i una regio6 hiper-variable (Fig. 3).
L’analisi de les seqiiéncies va revelar que la banda
d’una grossaria de 1600 bp amplificada a ‘Alzina’,
‘Garondes’, ‘Pong’ i ‘Vivot’ era idéntica a la de
I’al-lel Sf (Fig. 4).

A les cultivars ‘Menut’, ‘Pau’, ‘Pong’, ‘Pou
de Felanitx’, ‘Taiatona’, ‘Verdereta’ i ‘Totsol’,
I’amplificacié per PCR va produir fragments de
grossaria diferent als trobats a les cultivars testi-
moni. Por tal d’assolir llur identificacio, els al-lels
desconeguts d’aquestes cultivars es clonaren i
seqiienciaren per tal d’assignar els al-lels corres-
ponents a cada una (Taula 1). Aixi, en un primer
moment s’identificaren dos putatius nous al-lels S
a aquestes cultivars, una banda d’aproximadament

800 bp a ‘Pou de Felanitx’ i “Totsol’ (S, EF690373)
i un altra d’aproximadament 820 bp a ‘Taiatona’
(S;,, EF690374).

Va ésser especialment significativa la identificacio
del’al-lel Sf a quatre de les cultivars examinades, ‘Al-
zina’, ‘Garondes’, ‘Pong’1 “Vivot’. Amb tot, aquestes
cultivars han estat considerades autoincompatibles
(Rubi, 1980; Socias i Company & Rallo i Garcia,
1996), aixi que aquest al-lel es va seqiienciar i es va
comprovar la seva identitat amb 1’al-lel S (Kodad et
al., 2009b; Fernandez i Marti et al., 2009).

zina  Pong Garondes
e —

2000
1500
1200

1031
200

00
300

Figura 2. Identificaci6 dels al-lels S de les cultivars
mallorquines que presenten 1’al-lel S, per mitja de
I’amplificacio amb el parell d’encebadors PaConsI-F i
EM_PCconsRD. M: escala d’1 kbp (Invitrogen).
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S21 VQOWEET NCEVEIEKRPCSKFRFLQY| FTIHGLWES| NYSHFRIPSNCTGS | QFEEQNIVYPYLQ| SVIKKSWELDVESGNDTKFWEG EWVKHGICSE |ETLNIMQYFQRSYAMWESH
S32 VQOUWEET NCEVREIEKRPCSKFRFLQY| FTIHGLWES| NYSHNFRIPSNCTGS | QFEEQ-NLYEYLQ| SVLEKSWEDVESGNDTKFWEG EWVEHGICSE |QITLNQFQYFERSHOMRMSE
S31 VQOWEFT NCEVENERPCSNERFLQY| FTIHGLWES | NYSHETKFSNCNGS | QYDDE-EVYFDLR | SDLERSWEDVESGNDTKEWEG QILHQFQYFERSHDMWMSE
S22 HCEVRIKRFCSKFRPLQY| FITHGLWES | NESNETKPSHCAGS | QFDAR-NLAPOME | TKLEI SWELVESGHDTEFWEG) ET { | IRLNQMOY FERSHDMWMSH
S23 VQOWEET NCEVEIEKRPCENFRFLQY| FTIHGLWES| NYSHETKFPSKCTGE | KFDAR-EVSPEME | IKLEISWEDVESGNDTREWEG EW ERLHQMOYFERSHDMWLSY
S33 VQOWEET NCEVENK-PCSKFRFLQI| FTIHGLWES| NYSHPIMESNCNGS | QFEAK-EVYFRLQ| SKLEI SWEDVESGNDTNEWER BILNQMOYFERSYEMWRSY
S8 VQOWEET TCRLSSK-PSNQHRFLQR| FTIHGLWES | NYSHEREFSNCHNGS | QFNFM-EVYEQLR | TKLERSWEDVEGGNDTKEFWEG EW BTLHQMOYFEVSHAMWRSY
S27 VQOWEFT TCIRSRE-PCSEHLFLFI| FTIHGLWES| NYSHPIMPSNCIGS | LENES-ELYPKLR | SKLEI SWEDVESGNDTQEWEG { |EMLHOMOYFERSHAMWNSH
S10 VQOWEFT TCAVENN--ECYQNEPSI| FTIHGLWES| NYSEYSWVVNCEGT | LESNS--LSFRIE | TKIKVSWENVE SGNDTDEWAR HILEQEQYFRESHDIWERY
C1 c2 RHV C4

S21 HITEILQMRSIVE |HETQTWEYSDIESEIKTATERTFVIRCKFDEPAQNESGPK-——————

S32

S31

S22

S23

S33

S8

S27

S10

RC4

Figura 3. Alineacié multiple de les seqiiéncies deduides d’aminoacids per als al-lels S identificats a les cultivars mallorqui-
nes d’ametller. S’han enquadrat les regions conservades (C1-CS5) i la regié hipervariable (RHV) tipiques de les Rosaceae

(Ujishima et al., 1998).

En el cas d’‘Alzina’ i ‘Garondés’, I’amplificacid
per la PCR per mitja dels encebadors ASIII i
AmyC5R va produir dos fragments, un correspo-
nent a §,, previament caracteritzat per Kodad et
al. (2009b), i I’altre d’una grossaria similar al dels
al‘lels S; 1 §,, (Fig. 1). Aquest parell d’encebadors
no sempre distingeix al-lels amb un nombre similar
de nucleotids, com succeeix amb S; 1.5, (Lopez et
al., 2004; Kodad et al., 2008), amb S i Sf (Sanchez-
Pérez et al., 2004; Kodad et al., 2008),1amb S, 1.5,
(Kodad et al., 2008), ja que en aquests casos les ban-
des dels dos al-lels apareixen molt properes després
de I’electroforesi en gels normals d’agar. Amb tot,
I’aplicacié de la digestio de restriccid dels fragments
obtinguts per PCR mitjangant diferents enzims va
permetre de distingir entre S 1 S,,, assignant aixi
I’al-lel §,, a ‘Garondes’ (Kodad et al., 2008). Quan
es va aplicar el mateix procediment amb ‘Alzina’,

tambe se li va assignar I’al‘lel §,,. Empero, quan la
seqiiencia genomica del DNA de les regions C1-C5
del suposat al‘lel §,, d’*Alzina’ i ‘Garondés’ (Fig.
3) es va comparar amb la seqiiencia de I’al'lel S,
de ‘Desmai Llargueta’ (AM231659) (Ortega et al.,
2006), aixi com amb la de I’al-lel S de ‘Bulbuente’
(R. Socias i Company, dades ined.), es va comprovar
que era diferent, aixi com de tots els altres al-lels
dipositats al EMBL Nucleotide Sequences Database,
encara que conserva I’estructura similar de tots els
al-lels S. Per tot aixo, 1’al-lel identificat a ‘Alzina’i a
‘Garondés’ (Kodad et al., 2008) es va considerar un
nou al-lel i s’ha identificat com a S, (Kodad et al.,
2010), i com a tal s’ha dipositat al EMBL Genebank
(FJ876154 per al S, d’*Alzina’ 1 FJ876155 per al
S, de ‘Garondes’). Aquests resultats confirmen que
I’analisi de seqiiéncies es un métode eficag i fiable
per a la identificacio del genotip S a ’ametller.

Sfa-Alzina VQOWE| PTTCRFSGHESNNRRELET [FTIHGIWES| NYSNERMRSNCTGS [QFEEILSERLR |SKLERAWPOVESGNDTKFWED EWNKHGKCS EQTLNQMOYFERSHQMW
Sfa-Garondes VQEWE| PTTCRFSGKPSNNRRELPI |FTIHGIWES| NYSNERMRSNCTGS | QFKKILSERLR |SKLERAWPDVESGNDTKFWED EWNKHGKCS EQTLNQMGYFERSHOMW
Sfa-Vivot VQUWE| PTTCRFSGKESNNRRELET |FTIHGIWES| NYSHPEMRSNCTGS | QFKKILSPRLR |SKLERAWEDVESGNDTKFWED EWNKHGKCS EQTLNQMOYFERSHQMW
Sfa-Pong VQEWE| PTTCRFSGKPSNNRRELPI |FTIHGIWES| NYSNERMRSNCTGS | QFKKILSPRLR |SKLERAWPDVESGNDTKFWED EWNKHGKCS EQTLNQMGYFERSHOMW
Sf-Lauranne VQUWE| PTTCRFSGKESNNRRELET |FTIHGIWES| NYSNEEMRSNCTGS | QFKKILSERLR |SKLERAWEDVESGNDTKEWED EWNKHGKCS EQTLNMOYFERSHQMW
Cl1 C2 RHV C3
Sfa-Alzina S5F [NITNILEKRASIVE| NATQTRTYSDILSEIKAATQRT PLLRCKGNEQRAKSPKNRGES QPKSOLT| TQLLEEVY
Sfa-Garondes S5F | NITHILEKASIVE| NATQTWTYSDILSEIKRATQRT PLLRCKGNEQRLKSPKNRGES QPKSQLT| TQLLHEVY
Sfa-Vivot SSF | NITHNILEKASIVE| NATQTWT YSDILSEIKAATORT PLLRCKGNEQRGLKSPKNRGES GPKSQLT| TQLLEEVY
Stfa-Pong SS5F | NITHILEKASIVE| NATQTRTYSDILSEIKAATQRT PLLRCKGNEQROAKSPKNRGES QPKSQLT| TQLLEEVY
Sf-Lauranne SS5F | NITNILEKASIVE| NATQTWTYSDILSEIKRATQRT PLLRCKGNEQRLKSPKNRGESQPKSOLT| TQLLEEVV

RC4

C5

Figura 4. Alineaci6 multiple de les seqiiéncies deduides d’aminoacids per als al-lels S, i S identificats a les cultivars mallorquines
d’ametller en comparaci6 amb les dipositades a les bases de dades. S’han enquadrat les regions conservades (C1-C5) i la regio
hipervariable (RHV) tipiques de les Rosaceae (Ujishima ez al., 1998). Els nombres d’accessio del EMBL/GenBank son els
segiients: S/.de ‘Lauranne’ (AM690356; Boskovi¢ et al., 2007, idéntic al de ‘Cambra’, EU684318; Kodad et al., 2009b); S, de
Vivot (FJ 887785); S, de ‘Garondés’ (FJ 887784); S, d’*Alzina’ (FJ 887783) 1.5, de ‘Pong’ (EU293146; Kodad et al., 206%).
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Taula 3. Percentatge de pistils amb tubs pol-linics a llur
base després dels diferents tractaments de pol-linitzacio.

Taula 4. Quallat (%) després de pol-linitzacions artificials
als tractaments de camp.

. Auto- Pol-linitzacié Pol linitzacio
Cultivar .. e per sobre
pol'linitzacié «nparcona’  ‘Marcona’
() (%)
‘Alzina’ 0 67 68
‘Garondes’ 0 100 89
‘Pong’ 0 98 92
“Vivot’ 0 69 87

Assaigs de pol-linitzaci6

La germinaci6 de totes les mostres de pol-len
utilitzades per a les pol-linitzacions artificials va
ésser molt bona, indicant la seva elevada viabi-
litat (R. Socias i Company et al., dades inéd.).
Els pistils de totes les cultivars varen mostrar
una bona germinacio del pol-len després de llur
autopol-linitzacié. El nombre de tubs pol-linics
en el ter¢ superior del pistil va ésser similar tant
en el cas de les autopol-linitzacions com en el de
les pol-linitzacions encreuades, amb una mitjana
de 47 tubs pol-linics. Amb tot, el nombre de tubs
pol-linics a la base de I’estil va ésser nul en el cas
de les autopol-linitzacions, quan en el cas de les
pol-linitzacions encreuades si que s’observaren tubs
pol-linics (Taula 3).

En el cas de les pol-linitzacions artificials
al camp, no es va obtenir cap fruit després de
I’autopol-linitzacid, mentre que en el cas de la
pol-linitzaci6é amb el pol-len de ‘Marcona’, el quallat
va ésser superior al 25% (Taula 4). En cap cas no
s’obtingueren fruits a les branques embossades.

Els genotips que comparteixen els mateixos
allels S, tal com ‘Verdereta’ i ‘Pau’ (S,,S,,),
aixi com ‘Alzina’ i ‘Garondés’ (S3éSf, es varen
interpol-linitzar i mostraren llur interincompati-
bilitat, confirmant aixi els resultats obtinguts per
I’analisi de PCR i per digestio enzimatica. Crida
I’atencié que les cultivars ‘Alzina’ i ‘Garondés’,
que presenten 1’al-lel S/, siguin interincompatibles,
fet que confirma ’activitat d’aquest al-lel en el re-
coneixement del propi pol-len i d’un altre pol-len
que posseesqui ’al-lel Sf. Tant a ‘Pong’ (Kodad et
al., 2009b) com a ‘Vivot’ (Fernandez i Marti et
al., 2009) ja s’ha comprovat que aquestes cultivars
mostren activitat de la RNasa, malgrat la preséncia

. Auto- Pol-linitzacié Pol-linitzacio
Cultivar A .z per sobre
pol'linitzacié «nparoona®  Marcona’
() ()
‘Alzina’ 0 25,9 21,4
‘Garondes’ 0 33,2 31,2
‘Pong’ 0 25,7 28,2
“Vivot’ 0 348 32,0

de I’al-lel Sf, amb una activitat completa d’aquest
al-lel, fins 1 tot en el reconeixement del pol-len
que posseesqui la forma inactiva d’aquest al-lel,
Sﬁ (Fernandez i Marti et al., 2010).

DISCUSSIO
Confirmacio de la identitat dels al-lels S

La revisio de la composicio al-1élica de les cultivars
mallorquines d’ametller ha revelat dos aspectes
d’especial interés: la preséncia d’al-lels nous, no
descrits préviament, aixi com la de I’al-lel S,a quatre
de les cultivars examinades. La preséncia d’al-lels
nous a una poblacié d’ametller relativament aillada
no és d’estranyar, com ja s’havia comprovat en
ampliar el ventall de cultivars examinades a treballs
diferents (Kodad et al., 2008, 2009q; Ortega et al.,
2005). La seqiienciacio de qualcuns d’aquests al-lels
ha mostrat que les diferéncies son de vegades molt
petites, el que concorda amb la hipotesi que es poden
generar nous al-lels S per mitja de I’acumulacié de
mutacions puntuals (Després et al., 1994). Ortega
et al. (2006) ja varen suggerir que la diversitat dels
al-lels S no és atribuible només a mutacions puntuals,
sind també a la recombinaci6 intragénica a prop de
I’intro, ja que Gilbert et al. (1997) varen assenyalar
que els introns poden ésser ‘punts calents’ per a un
possible sobre-encreuament meiotic.

La seqiienciaci6 de 1’al-lel S amplificat a “Al-
zina’, ‘Garondeés’, ‘Pong’ 1 ‘Vivot’ per mitja dels
encebadors de consens PaConsI-F i EM_PC5con-
sRD va confirmar llur identitat amb 1’al-lel S
préviament identificat a aquestes cultivars (Kodad
et al., 2008; Fernandez i Marti et al., 2009) mit-
jancant la utilitzacié de I’encebador especific per
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a I’al-lel Sf dissenyat per Channuntapipat et al.
(2001). L’alineament de la seqii¢ncia dels aminoa-
cids de I’al-lel Sfd"Alzina’, ‘Garondés’, ‘Pong’ i
‘Vivot’ va mostrar la seva identitat de seqiiéncies
amb I’al‘lel S, de les cultivars autocompatibles
d’ametller, com ‘Cambra’ (Kodad et al., 20095)
i ‘Lauranne’ (Channuntapipat et al., 2001), aixi
que, en rad a l’autoincompatibilitat fisiologica
d’aquestes cultivars, es tracta de la forma activa
de I’al-lel Sf, denominada Sfa (Kodad et al., 2009b)
(Fig. 4). A més, aquest al-lel S ha mostrat la seva
completa activitat RNasa en el reconeixement de
qualsevol tipus de pol-len amb el genotip S/, in-
dependentment de I’expressio fenotipica d’aquest
al-lel S,en el pol-len, ja sigui S 0 S Al mateix
temps, aquest al-lel es transmet a la descendéncia
com un caracter mendelia simple (Fernandez i
Marti et al., 2010).

Expressio fenotipica de ’autoincompatibilitat

Els resultats del creixement dels tubs pol-linics i del
quallat després de 1’autopol-linitzaci6 de les quatre
cultivars que posseeixen 1’al-lel Sf.a, ‘Alzina’, ‘Ga-
rondes’, ‘Pong’ i ‘Vivot’, varen confirmar que son
fisiologicament autoincompatibles. El percentatge
prou alt de pistils amb tubs pol-linics a llur base
després de la pol-linitzacio amb ‘Marcona’, aixi com
els quallats obtinguts després de la pol-linitzacio
encreuada, demostren que tots els pistils son capagos
de mantenir el creixement dels tubs pol-linics si
aquest pol-len és d’un genotip S diferent. Per tant,
I’autoincompatibilitat fisiologica observada al pis-
til no es pot deure a una acumulaci6 deficient de
reserves al teixit transmissor del pistil (De Graaf
et al., 2001), ja que els pistils varen ésser capagos
de subministrar tots els nutrients per a 1’atraccio,
la guia i la conduccio dels tubs pol-linics estranys
(Cheung et al., 1995; Cheung, 19964, b). Quan el
pol-len d’aquestes quatre cultivars es va utilitzar
per a pol-linitzar una altra cultivar de genotip S
diferent, es va comprovar la seva eficacia en créixer
normalment i dur a terme una fecundaci6 correc-
ta, corroborada per 1’obtencio d’un bon nivell de
quallat, considerat acceptable per a una produccio
comercial (Kester & Griggs, 1959).

Quan aquestes quatre cultivars s’autopol-linitzaren,
I’aturada dels tubs pol-linics es va produir en el
ter¢ mitja de ’estil. Aixo indica que el fenotip
autoincompatible no és degut a 1’efecte de la con-

sanguinitat, com ja s’ha descrit a d’altres genotips
d’ametller que també posseeixen 1’al-lel Sf, ja que
per efecte de la consanguinitat els tubs pol-linics
no s’aturen al ter¢ mitja de ’estil, sind que arriben
en un nombre molt baix a un percentatge reduit de
pistils en relacio a una pol-linitzacié compatible
(Alonso & Socias i Company, 2005). Pel contrari,
aquestes quatre cultivars mostren realment els simp-
tomes d’una pol-linitzacié incompatible (Socias i
Company et al., 1976). Es per aixo que aquest al-lel
Sf’ s’ha identificat com a Sfa (Kodad et al., 2009b)
i no com a Sﬁ, la forma inactiva de 1’al-lel Sf que
confereix I’autocompatibilitat a I’ametller (Fernan-
dez i Marti et al., 2009). Per tant, la utilitzacié de
I’encebador especific Sf per a la identificaci6 de
I’autocompatibilitat a ’ametller no és completament
fiable, aixi que per tal d’assegurar una seleccid
indiscutible dels genotips autocompatibles s’han
d’aplicar métodes empirics, com 1’observacié del
creixement dels tubs pol-linics, el quallat després
de pol-linitzacions artificials al camp i el quallat
a branques embossades (Socias i Company et al.,
2004).

Aixi mateix, com tots els resultats varen confir-
mar la identitat dels al-lels d’‘Alzina’ i ‘Garondés’
i llur interincompatibilitat, s’ha proposat un nou
grup d’interincompatibilitat a I’ametller, el XX VIII,
per a afegir als proposats per Kodad & Socias i
Company (2009).

Correlacions al-léliques i geografiques

La preséncia de I’al-lel S, 1, @ aquestes quatre cultivars
propies de Mallorca suggereix una possible relacio
parental entre aquests genotips. A més, fa poc que
Boskovic et al. (2007) han identificat una S—RNasa
idéntica a la S . RNasa d’aquestes quatre cultivars
a d’altres tres cultivars autoincompatibles de la
mateixa regio italiana que ‘Tuono’, la Pulla, que s6n
‘Fra Giulio Grande’, ‘Santoro’ i ‘Cinquanta Vigna-
1i’. Aixo pot indicar que les poblacions d’ametller
d’aquestes dues regions mediterranies podrien estar
relacionades i fins i tot es podria sospitar un possible
intercanvi de material, no sols en el remot passat
(Socias i Company, 1988), sind tamb¢ en &poques
més properes, com indica el conreu a Mallorca d’una
cultivar com ‘Sicilia’ que es considera procedent
d’aquesta altra illa mediterrania.

La semblanga entre diferents al-lels S també pot
indicar una relacio parental entre genotips distints.
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536 Alzina

NE | FETHCEVE IEKPCSNEFRELQY (FTIHGLWEG| NYSNETKPSNCNGT | KFDDREVY FHME (SKLKISWEDVESGNDINFWER |EWNEHGICS |[ERTLHNQF

S5 P. Wbeii NE | FETHCEVE IEKPCSNEFRELQY (FTIHGLWEG| NYSNETKPSNCNGT | KFDDREVY PHME (SKLKISWEDVESGNDINFWER |EWNEHGTICS |[ERTLHQF
Sa Mission NE | FTTCAVSKEQPGSQN--FFSI (FTIHGLWES| NYSKERGVANCIRT| RFN-NSLAPKLE REKLKISWENVENANYTEFWER |EWNEHGTICS |[EQTLDQK
S10 D. largueta NE | FTTCAVENNECYQN--FPSI [FIIHGLWES| NYSKYSWVVNCEGT [ LES-NSLSPRIE [TKLEVSWENVESGNDTIDFWAR |[EWNKHGTCS |[EHTLEQE
c2 RHV C3
S36 Alzina QYFERSYEMWESH [NITEILENASIVE| HPTQIWIYSDIVSFIKRATKRTPLIRCKYDEN -————-——————————————- TQLLHEV
S5 P. webbii QYFERSYEMWRSH [NITEILENASIVE| HETQIWIYSDIVSPIKAATKRTPLIRCKYDEN -——---- T QLLHEV
Sa Mission EYFQRSHDIWNAY |NITNFFEEANILE| NG-AIWNYSDIVS PIKTVIRKMPALRCKPD PTHPENHE - HQLLHEV
S10 D. largueta QYFERSHDIWERLY [NITNILENWAQILE| NG-AKWDYSDIVSPIKIVIRKMPALRCKFDFTLPENNS -—————————-- M5 [YQLLHEV
RC4 Cs

Figura 5. Alineacié multiple de les seqiiéncies deduides d’aminoacids per als al-lels S dels cultivars estudiats en compa-
raciéo amb d’altres al-lels. S’han enquadrat les regions conservades (C1-C5) i la regid hipervariable (RHV) tipiques de les
Rosaceae (Ujishima et al., 1998). Els nombres d’accessié del EMBL/GenBank son els segiients: S, d’*Alzina’ (FI876154);
S de P. webbii (DQ993664); S, de ‘Mission’ (AF148465) i §,, de ‘Desmai Llargueta’ (AM 232659).

Aixi, I’allel S, identificat a Mallorca €s identic a
lal-lel §,, (DQ993664) (Fig. 5) d’una forma de P.
webbii (Spach) Vierh. del centre d’Espanya (San-
chez & Oliveira, 2005). Igualment Kodad et al.
(2008) han assenyalat que els al‘lels S, S, 1 S de
I’ametller eren idéntics als S, S 1 S y identificats a
diferents ecotips de P. webbii (Sanchez & Oliveira,
2005; Boskovi¢ et al., 2007). Tots aquests resultats
suporten la hipotesi de la possibilitat d’introgressio
d’aquests al-lels per mitja d’hibridacié des de P.
webbii a 1’ametller (Socias i Company, 2004), o
que aquests al-lels s’hagin pogut heretar des d’un
avantpassat comu (Kodad et al., 2008).

El fet que S ’ sigui inactiu als genotips autocompa-
tibles, tal com s’ha observat a ‘Tuono’ia ‘Cambra’
(Boskovi¢ et al., 2007; Kodad et al., 2009b), perod
que sigui actiu a genotips autoincompatibles, com
son aquestes quatre cultivars mallorquines, encara
no s’ha pogut explicar. S’han proposat diverses
hipotesis per a explicar aquest fet, tal com una mu-
tacio que afecti qualque fragment fora de la regid
codificant (Kodad et al., 2009b5). Amb tot, com que
no s’han trobat diferéncies fora de la regio6 codificant
entre els al-lels § fd’una cultivar autocompatible com
‘Blanquerna’ (Socias i Company & Felipe, 1999) i
d’una autoincompatible com ‘Vivot’ (Fernandez i
Marti et al., 2009), aquesta diferéncia podria ésser
deguda a ’activitat d’un gen modificador extern a
I’al-lel S fi que controli la seva expressio (Fernandez
i Marti et al., 2010).

Com a conclusid, es pot indicar que totes les
cultivars mallorquines estudiades son autoincom-
patibles, incloses les quatre que presenten 1’al-lel
Sf, ‘Alzina’, ‘Garondés’, ‘Pong’ i ‘Vivot’. Aquests
resultats indiquen que la preséncia d’aquest al-lel a
una cultivar d’ametller no li confereix implicitament

un fenotip autocompatible. Per tant, la combinaci6
d’una aproximacié molecular (PCR i analisi de se-
qiiencies) aixi com fisiologica (creixement dels tubs
pol-linics i quallats al camp) és indispensable per a
avaluar eficagment I’autocompatibilitat de I’ametller.
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