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RESUMEN

El almendro es una especie predominantemente autoincompatible entre algunas de sus
variedades, lo que obliga a los productores a establecer huertos con al menos dos
variedades intercompatibles. Esta incompatibilidad actGa para prevenir la autofecundacion,
la que es del tipo gametofitica, por la expresion de proteinas especificas dentro de los
estilos. Es por esto que es de suma importancia conocer la compatibilidad entre las
variedades, existiendo diversos métodos para determinarla. En los ultimos afios, se ha
establecido la compatibilidad a través de evaluaciones moleculares, que utilizan técnicas
especificas para determinar el genotipo S de cada variedad, y han existido avances
importantes en el desarrollo de técnicas bioldgicas para la determinacion de la
compatibilidad.

Durante la floracion del afio 2011, con las variedades de almendro Desmayo Largueta,
Desmayo Rojo, Nonpareil, Fritz, Wood Colony, Carmel, Thompsom, Sonora, Solano,
Masbovera, Francoli, Price, Ne plus Ultra, Glorieta y Marcona, se utilizd la técnica
propuesta por Mori et al. (2006), basada en el protocolo del laboratorio Daphne Preuss,
para determinar la compatibilidad entre ‘Marcona’ y 14 variedades de almendro. Esta
técnica estd basada en la tincion de la callosa de los tubos polinicos con anilina azul,
permitiendo la observacién del crecimiento, utilizando microscopio de fluorescencia.

Ademas, se realizd un seguimiento de los estados fenoldgicos de las variedades analizadas,
en campo, determinando que Desmayo Rojo, Thompson, Glorieta, Masbovera y Francoli
coincidieron en menos de 5 dias con la floracién de ‘Marcona’.

Se determino la compatibilidad de todas las variedades con Marcona, resultando compatible
con las 14 variedades ensayadas. Los resultados concuerdan con los andlisis genéticos
moleculares encontrados en diversos estudios, validando a este método como una
herramienta para determinar compatibilidad, sobre todo en variedades donde aun los alelos
S no han sido identificados.

Palabras clave: Prunus dulcis, incompatibilidad, fluorescencia, tubos polinicos.



ABSTRACT

Almond cultivars are predominantly self-incompatible which requires to plant at least two
inter-compatible varieties. This incompatibility acts to prevent self-fertilization, which is
the gametophytic type given by specific proteins produced in the styles. Because of this,
knowing the compatibility between cultivars is required and different methods to determine
it have been established in recent years through molecular or biological techniques.

During the 2011 flowering, the compatibility between Marcona and the cultivars Desmayo
Largueta, Desmayo Rojo, Nonpareil, Fritz, Wood Colony, Carmel, Thompsom, Sonora,
Solano, Masbovera, Francoli, Price, Ne plus Ultra and Glorieta, were analyzed using the
technique developed by Mori et al. (2006), based on Daphne Preuss laboratory protocol.
This technique stains callose using aniline blue, allowing pollen tube growth to be observed
with flourescence microscopy.

Furthermore, flowering of analized cultivars was monitored in the field, showing that
Desmayo Rojo, Thompson, Glorieta, Masbovera and Francoli cultivars coincided in less
than five days with Marcona cultivar.

Marcona was compatible with all studied cultivars, in accordance with genetic molecular
analysis found in different studies. Also, these results validated this method as useful to
determine genetic compatibility, especially for cultivars where the S alleles have not been
identified yet.

Key words: Prunus dulcis, incompatibility, flourescence, pollen tubes.



INTRODUCCION

Antecedentes generales

El almendro (Prunus dulcis Mill.) es una especie diploide que pertenece a la familia de las
Rosaceas (Rosaceae), al género Prunus, y al subgénero Amygdalus (Grasselly y Crossa-
Raynaud, 1984; Fernandez, 2010; Lavin y Silva, 2001); salvo unas pocas excepciones, s
una especie alégama y requiere de la polinizacién cruzada para producir semillas (Alonso,
2004). Por ello, la produccion en el almendro, entre otros factores, estd directamente
relacionada con la coincidencia en la floracion de las variedades polinizantes, con la
compatibilidad de su polen y una buena polinizacion y cuaje (Castro et al., 1994).

La necesidad de lograr una buena cosecha y la regularidad de produccién de un huerto de
almendros pone de relieve la importancia que adquiere el buen desarrollo de todo el ciclo
reproductivo, que empieza con la induccion y continda con la diferenciacion floral, durante
el verano precedente al afio en que se produce la floracién, que se ve reflejado en la
formacion anual de un numero suficiente y regular de yemas florales (Felipe, 2000). Las
condiciones ambientales adversas durante la polinizacién dificultan el intercambio de polen
en las plantaciones bivarietales y, junto con la incidencia de las heladas primaverales, son
las causantes de las oscilaciones en la produccién del almendro que se registran afio a afio;
estas fluctuaciones pueden ser amortiguadas con el uso de variedades autdgamas de
floracion tardia, adaptadas a las distintas zonas de cultivo, explotadas en cultivos
intensivos, con los mismos cuidados que cualquier otro arbol frutal (Alonso, 2004).

Segun Lopez et al. (2005), las variedades de almendro se pueden clasificar en:

Autoincompatible: variedad que necesita polen de otra variedad diferente para fructificar
(polinizacion cruzada). El tubo polinico (originado por los granos de polen) no puede
desarrollarse en pistilos de la misma variedad.

Autocompatible: variedad capaz de fructificar con su propio polen (autopolinizacion). El
tubo polinico puede desarrollarse en pistilos de la misma variedad.

Autofértil: variedad autocompatible y capaz de producir una cosecha normal disponiendo
solamente de su propio polen (autofertilidad o autogamia).

En el mundo, existen diversas variedades de almendro, de diversos origenes vy
caracteristicas (Anexo I). Las variedades comerciales de origen californiano son de buena
presentacion, con cascara delgada, liviana y blanda, lo que deriva en un alto rendimiento en
pepa comestible (Grasselly y Crossa-Raynaud, 1984; Lavin y Silva, 2001). Ademas, las
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caracteristicas de la cascara las hace susceptibles a larvas de Amyelois transitella; las
variedades resistentes a este insecto son de cascara dura, como Padre, Mission y Peerless.
Estas dos ultimas son de produccion baja y de limitado uso en industria (Viveros, 2007a).

Las variedades espafiolas tradicionales poseen caracteristicas destacables, pero también
limitaciones importantes. Asi, Marcona y Desmayo Largueta, las mas difundidas, son de
floracion temprana-media; notable capacidad productiva; fruto de alta calidad,
normalmente sin almendras dobles y con cascara dura (Vargas et al., 1998; Vargas et al.,
2009).

En Chile, las variedades utilizadas son principalmente de origen californiano (Lavin y
Silva, 2001), siendo Nonpareil la variedad mas importante, seguida de Carmel (Castro,
2007). Los huertos comerciales se distribuyen, principalmente, entre las V y VI Region,
con una superficie total de 7.617 hectareas y un rendimiento promedio de 1.286 kg/ha
(Ciren, 2010).

Nonpareil es la variedad industrial mas importante en el mercado internacional,
desgraciadamente es de cascara blanda y susceptible a Amyelois transitella; este dafo es de
gran preocupacion, porque la pepa puede ser contaminada por los hongos del género
Aspergillus (Viveros, 2007a).

Marcona es una variedad de alta calidad, florece 3 dias antes y se cosecha 4 semanas
después de Nonpareil (Viveros, 2007b). Reginato y Mauro (2007) sefialan que Marcona
posee una buena produccién y la almendra es muy sana, pudiendo ser una interesante
alternativa para el secano y zonas con riego, pero es necesario detectarle un polinizante
apropiado. A pesar de su gran calidad de fruto y ser la mayor variedad producida en Espafia
(Viveros, 2007a), en Chile, la variedad Marcona recién comenzd a salir a la venta el afio
2006.

El panorama varietal ha experimentado un notable cambio en los Gltimos 25 afios, debido a
la difusion de selecciones de programas de investigacion de Francia, Espafia y Estados
Unidos. Los objetivos especificos se han orientado a la obtencién de variedades con
floracion tardia (reduccion del riesgo de heladas), autofertilidad (disminucion de la
problematica de la polinizacion), alta capacidad productiva, calidad de fruto, facilidad de
formacion y poda, buen vigor y tolerancia a condiciones adversas (enfermedades, sequia,
etc.) (Vargas et al., 2009).

El tiempo de las etapas de la floracién de una variedad, en particular, es muy importante
por la necesidad de polinizacion cruzada en el almendro, por lo que se debe conocer este
factor, antes de planificar el establecimiento de un huerto. También, es importante sefialar
que la fecha de ocurrencia y el largo de la floracion dependen de la variedad y de las
condiciones climaticas del invierno/primavera. Por ejemplo, el almendro necesita pasar por
el periodo de frio invernal para comenzar su desarrollo primaveral (Muncharaz, 2003);
cuando el requerimiento de frio no se ha cumplido satisfactoriamente, la floracion es tardia,
irregular, larga y de menor calidad. Cuando el periodo de frio ha sido prolongado y seguido
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por temperaturas calidas, la floracion es uniforme, corta y de buena calidad (Sotomayor,
2007). Las variedades de floracion tardia se ven mas afectadas por la insuficiente
acumulacion de frio invernal que las variedades de floracion temprana (Universidad de
California, 1985), sin embargo, sus necesidades de frio invernal son muy bajas, pues se
estima que estan entre las 100 y las 400 horas de frio (Muncharaz, 2003).

Compatibilidad

En el almendro, la secuencia del desarrollo de la compatibilidad en la polinizacién es la
siguiente (adaptado de Sotomayor, 2007):

» El grano de polen llega al estigma, donde en menos de 1 hora se hidrata y germina.
El estigma exuda un fluido rico en estigmasterol (un esteroide) y compuestos
fendlicos.

» Emerge el tubo polinico a través del poro germinativo y continGa creciendo. La
concentracion osmdtica se iguala entre el estigma y tubo polinico y asi no absorbe
agua en exceso.

» El tubo polinico libera enzimas hidroliticas (cutinasa y pectinasa), que disuelven la
cuticula y la pectina en la lamela media de las células estilares, y el tubo continta
avanzando entre ellas.

e Cuando estilo y tubo polinico son compatibles, éste alcanza el ovario y entra al
I6culo. Poco antes se rompe la unién con el grano de polen y el tubo debe nutrirse
exclusivamente de los tejidos del estilo y ovario. En el saco embrionario el tubo
descarga los 2 nucleos espermaticos. Uno de ellos fecunda o fertiliza la ovocélula 'y
forma el zigoto (diploide) que originara el embrién. El otro nicleo espermatico se
une con los dos nucleos polares para formar el endosperma (triploide). Este proceso
se conoce como “doble fertilizacion” y es esencial para que se desarrolle una semilla
(almendra) normal.

Segun Herrero y Arbeloa (1989), el crecimiento de los tubos polinicos a lo largo del pistilo
no es continuo y, a medida que va atravesando el estigma, ocurren cambios en la estructura
de éstos. El proceso de fecundacién en algunos Prunus, incluyendo el almendro, comienza
con la presencia de tubos polinicos en el tejido de transmisién, que activa la fase final de
desarrollo de los 6vulos y conducen a la receptividad de éstos.

Evaluacion de la compatibilidad

Un método para la determinacion de la compatibilidad ha sido la realizacion de
polinizaciones manuales en campo, calculando los porcentajes de cuajado de frutos (Rovira
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et al., 1998). Para ello, se empaquetan ramas antes de floracion, para prevenir la
polinizacion cruzada, se poliniza, y después de 2 meses se determina autocompatibilidad,
segun el porcentaje de fruta cuajada. Los ensayos de campo son necesarios, pero no
concluyentes, pues en ellos influyen muchas variables del medio, que causan diferencias
significativas en el cuajado de un afio a otro o entre diferentes localidades. Por esta razon,
es recomendable realizar polinizaciones en laboratorio, donde las condiciones ambientales
son controlables y, ademas, se puede examinar al microscopio el crecimiento de los tubos
polinicos (Socias i Company, 1979).

Los ensayos de autoincompatibilidad o compatibilidad en laboratorio consisten en simular
el proceso natural de polinizacion y crecimiento del tubo polinico. La evaluacion es
realizada mediante microscopia de fluorescencia. En este método, los tubos polinicos del
pistilo fluorecen debido a que los dep6sitos de callosa se tifien (Socias i Company, 1979;
Rovira et al., 1998). Si después de 72 horas los pistilos observados muestran tubos
polinicos en la base del estilo, el cruzamiento o la autopolinizacion es considerado
compatible; cuando todos los tubos polinicos fallan en alcanzar el ovario, los individuos
son considerados incompatibles.

La polinizacion en el laboratorio puede realizarse sobre ramas cortadas o con flores
individuales, siguiendo los sistemas tradicionales de recogida del polen, emasculacion y
polinizacion (Kester y Asay, 1975).

En el ultimo tiempo, se han desarrollado métodos méas exactos para la determinacion de la
compatibilidad (Martinez et al., 2003), basados en analisis genético, como la identificacion
de S-RNasas estilar por electroforesis (Boskovic et al., 1997) y la amplificacion especifica
de alelos S, mediante PCR; en este caso la identificacion de genotipos S se logra mediante
la utilizacion de “primers” PCR especificos (Tamura et al., 2000).

Estas nuevas técnicas moleculares han sido una gran herramienta en los programas de
mejoramiento genético en almendro, ya que permiten conocer precozmente el genotipo de
las descendencias segregantes, cuando se dispone de las primeras flores u hojas (Alonso,
2004).

Incompatibilidad

La realidad en los huertos comerciales es que la mayoria de las variedades de almendro
presentan autoincompatibilidad. Asimismo, existen algunas combinaciones de variedades
interincompatibles. Por todo esto, para la obtencion de una buena cosecha, es necesaria la
plantacién de al menos dos variedades intercompatibles. Esta caracteristica obliga a los
productores el establecimiento de plantaciones con dos o mas variedades intercompatibles,
con los inconvenientes conocidos (el riesgo de la floracion no simultanea, la posible
ausencia de las abejas, las malas condiciones climaticas, la cosecha en diferentes fechas,
etc.) (Dicenta et al., 2002).
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El almendro es una especie predominantemente autoincompatible. La incompatibilidad es
del tipo gametofitica y actla para prevenir la autofecundacion. Esta caracteristica es
controlada por un locus simple con mdltiples alelos S codominantes (Socias i Company et
al., 1976; Lewis y Crowe, 1954; Lopez et al., 2001). El locus S consiste en un nimero de
genes que se expresan, tanto en el polen como en el estigma (Fichet, 2002). Boskovic et al.
(1997) y Ortega (2002) sefialan que estos genes se expresan en los estilos de las flores
como glicoproteinas S-RNasas, responsables de la detencién de crecimiento del tubo
polinico (Martinez et al., 2003); su actividad es esencial para el rechazo del polen no
compatible, mecanismo que involucra la accién citotoxica de la ribonucleasa (Sotomayor,
2007). El modelo que se postula es que estas S-RNasas son citoquininas que estan en la
secrecion estilar, las cuales son internalizadas por receptores en la superficie de los tubos
polinicos incompatibles y causan la degradacion del RNA ribosomal (rRNA) (Fichet,
2002).

La incompatibilidad comienza unos minutos después de la captura del grano de polen por el
estigma y sus primeras consecuencias son bloquear el flujo de agua hacia el grano de polen
y evitar que el citoplasma del grano sea capaz de desarrollar su turgencia. Actualmente, se
han identificado los genes de los locus S en el estigma, que contiene 2 genes, uno SLG (S
locus glycoprotein), que codifica para una glicoproteina, la cual es secretada dentro de la
pared de la célula de la papila estigmatica, y el otro SRK (S locus receptor kinase), que
codifica para un receptor de quinasa y esta situada en la membrana plasmatica de la célula
de la papila estigmatica. Al mismo tiempo, se ha aislado otro gen, en la cubierta del grano
de polen, gue codifica para una proteina y que ha sido denominado SCR (locus cysteine
rich). El acoplamiento SRK-SCR determinaria la incompatibilidad (Fichet, 2002). Cuando
las variedades son incompatibles, los tubos polinicos crecen hasta la primera mitad del
estilo, detienen su crecimiento y no alcanzan el ovario (Egea et al., 1999).

S. Sa I@@
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Figura 1. Diversas combinaciones de alelos entre granos de polen y células del estilo de
la flor de almendro. Los alelos S no deben coincidir para no interferir en el desarrollo
del tubo polinico. En el caso (a) no hay fecundacion (Ej: Nonpareil con IXL). En (b)
solo hay un 50% de probabilidad de fecundacion (Ej: Nonpareil con Carmel) y en el
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caso (c) hay un 100% de probabilidad de fecundacion (Nonpareil con Texas)
(Sotomayor, 2007).

2 a=+— Polen
incompatible

5:5

Figura 2. Representacion de un pistilo de flor de almendro mostrando alternativas de
compatibilidad segin el origen del polen. En el estilo, las ribonucleasas aceptan o
rechazan el desarrollo del tubo polinico, segun sus alelos (S1 o0 S2) (Sotomayor, 2007).

La mayoria de las variedades de almendro de California estan clasificadas en seis grupos de
incompatibilidad cruzada (Anexo Il), determinada por sus genotipos de alelos S. La
identificacion de los genotipos especificos S permiten una evaluacion més exacta de las
combinaciones genéticas y la eficiencia en la polinizacion. La identificacion de estos
grupos de incompatibilidad (CIGS) facilita la caracterizacion de nuevas variedades, y
permite el establecimiento rapido de los requisitos de la polinizacion de la variedad y de la
eficiencia de la polinizacion para las combinaciones genéticas, incluyendo las
consecuencias cuando el polinizante tiene un alelo comun con la variedad principal (Kester
et al., 1994a).

El alelo que proporciona la autocompatibilidad es Sf. Cuando dos variedades
autoincompatibles tienen el mismo genotipo, son incompatibles entre si. Las variedades
autocompatibles son compatibles con cualquier otra variedad, ademas de con ellas mismas
(Lopez et al., 2005; 2006).

También existe la incompatibilidad unilateral, esto fue descrito por Kester et al., (1994b),
donde se prob6 que Jeffries, una variedad que se origind como una mutacion de Nonpareil,
presentaba incompatibilidad unilateral con ‘Carmel’, obteniendo excelentes resultados de
productividad en ‘Jeffries’, pero nefastos resultados en la produccion de ‘Carmel’. Se
concluyé que el polen de ‘Jeffries’ tenia un genotipo con un solo alelo efectivo (S8); en
estas condiciones, el polen de “Jeffries’ no funciona en un estilo de cualquier variedad con
el alelo S8 en su genotipo.
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Hipotesis

Las variedades de almendro presentan diferente compatibilidad de acuerdo a la variedad
polinizante, y es determinada mediante la metodologia de observacion del crecimiento de
tubos polinicos con microscopia de fluorescencia.

Objetivo

Determinar la compatibilidad entre variedades de almendro, mediante la técnica de
observacion del crecimiento de tubos polinicos con microscopio de luz fluorescente.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

El afio 2005, se realiz6 un ensayo con las variedades Marcona, Desmayo Largueta,
Desmayo Rojo, Ferragnes, Tuono, Supernova, Texas y Nonpareil, plantadas en una parcela
experimental en la localidad de San Pedro, Comuna de Malloa, VI Region.

Un segundo estudio se llevd a cabo durante la floracion del afio 2011 en el arboreto de la
empresa “The Andes Nursery Association” (A.N.A), ubicado en la Comuna de Paine,
Region Metropolitana. EI Huerto se establecio en al afio 1997, con 18 variedades injertadas
sobre Nemaguard, plantadas a 5 x 3,5 metros.

Las variedades evaluadas fueron Desmayo Largueta, Desmayo Rojo, Nonpareil, Fritz,
Wood Colony, Carmel, Thompsom, Sonora, Solano, Masbovera, Francoli, Price, Ne plus
Ultra, Glorieta y Marcona. El material vegetal utilizado fue obtenido de A.N.A,
exceptuando las variedades Fritz y Wood Colony, cuyas ramillas fueron recolectadas de un
huerto de Ovalle y de la empresa Asesoria Inmobiliaria e Inversiones FBI Ltda.,
respectivamente.

Meétodo

Caracterizacion de la floracion (2011)

Se realizé un seguimiento de la floracion de las 15 variedades durante al afio 2011,
utilizando los estados florales descritos por la Universidad de California (1985): a) yema
dormida, b) puntas verdes, c) yema rosada, d) boton floral, e) abertura floral, f) floracion, g)
caida de pétalos, h) estado de “chaqueta” (Figura 3). Para ello, se observo periédicamente,
en terreno, la floracion de las variedades, considerando el estado dominante, en 4 arboles
por variedad.



17

o) Caida de petalos @ h)*Chaqueta™

Figura 3. Estados fenoldgicos del almendro, segun Universidad de California (1985).

Estudio de compatibilidad 2005 y 2011

En el afio 2005, los cruzamientos se realizaron entre 8 variedades de almendro (Marcona,
Desmayo Largueta, Desmayo Rojo, Ferragnés, Tuono, Supernova, Texas y Nonpareil),
obteniendo un total de 64 combinaciones a analizar, pues todas las variedades fueron
cruzadas entre si, como dadores y receptores de polen. ElI método utilizado fue similar al
descrito en el Anexo Ill. Sin embargo, no se logré determinar la compatilibilidad entre las
variedades, las posibles causas se discuten mas adelante.

En el estudio del afio 2011, las 14 variedades de almendro (Desmayo Largueta, Desmayo
Rojo, Nonpareil, Fritz, Wood Colony, Carmel, Thompsom, Sonora, Solano, Masbovera,
Francoli, Price, Ne plus Ultra, Glorieta y Marcona) fueron cruzadas con Marcona, como
dadores o receptores del polen, obteniendo un total de 29 combinaciones a analizar,
incluyendo la autopolinizacion de Marcona.
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Obtencidn del polen. Se extrajeron ramillas con yemas florales al estado de botdn rosado,
las que fueron llevadas al laboratorio, y colocadas en recipientes con agua y sacarosa al 5%,
en una camara a 24°C, luz y un 80% de humedad relativa (HR), para forzar la floracion
(Castro et al., 1994). Cuando las flores abrieron, se emascularon, y las anteras fueron
colocadas en placas Petri y secadas por 24 horas a una temperatura entre 18 a 20°C; luego
las anteras fueron tamizadas utilizando una “media” fina y el polen obtenido fue
almacenado en frascos a 4°C y 35% de humedad relativa, segin lo descrito por Kester y
Asay (1975).

En el ensayo del afio 2005, el método utilizado para la obtencion del polen fue similar, con
la diferencia que las ramillas se colocaron en recipientes con agua sin sacarosa.

Viabilidad del polen. Se utilizd la tincion de Alexander, que se caracteriza por ser una
tincion diferencial que permite determinar polen vivo de polen muerto.

Para sacar el polen seco adherido a la placa Petri, se utiliz6 200 pL de agua destilada;
luego, con la punta de la pipeta, se mezcl6 bien, y se traspasé a un tubo Eppendorf, el cual
se centrifugd por 5 minutos, con el objetivo de concentrar los granos de polen.
Posteriormente, se extrajo el agua y se agregd 30 mL de solucion Alexander (Anexo IV);
esta solucién se colocd en un portaobjeto y se dejé tefiir durante 15 minutos. La
observacion se realizd con un microscopio de campo claro y se procedié a contar granos de
polen vivos y muertos.

El afio 2005 no se realiz6 evaluacion de la viabilidad del polen.

Polinizacion manual. De cada variedad se extrajeron 3 ramillas con yemas florales al
estado de boton floral y, para evitar la autopolinizacion, las flores se emascularon. Las
ramillas se colocaron en recipientes con agua y sacarosa al 5%, en una camara con luz, a
24°C y 80% humedad relativa (HR), por 24 horas; las ramillas se cubrieron con bolsas de
papel para evitar la polinizacion cruzada. Luego, se polinizaron manualmente con un
pincel, 5 flores abiertas de cada combinacion. Después de la polinizacién manual, las flores
fueron almacenadas a 24°C por 48 horas, temperatura éptima para el crecimiento de los
tubos polinicos, y tiempo adecuado para que alcancen la base del estilo (Socias i Company
etal., 1976).

En el ensayo del afio 2005, se polinizaron un total de 30 flores por combinacion, las cuales
fueron emasculadas y colocadas de manera individual en recipientes con mallas, con el
objetivo de mantenerlas erguidas y con la base en contacto con el agua (Figura 4).
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Figura 4. Flores de almendro emasculadas y polinizadas (ensayo 2005)

Fijacion de las muestras. Después de la polinizacion manual, los pistilos fueron fijados en
FAA: formalina, &cido acético y etanol (70%), en proporciones 1:1:18. (Ortega et al.,
2002).

En el ensayo del afio 2005, la fijacion de los pistilos se realiz6 con el mismo
procedimiento.

Observacion de tubos polinicos. La observacion de los tubos polinicos se realizé con
algunas modificaciones, segun lo propuesto por Mori et al. (2006) del laboratorio Daphne
Preuss, en “Protocolo para la tincion de los tubos polinicos”, que describe la técnica basada
en la tincion de los depdsitos de callosa con anilina azul, que presenta fluorescencia a la luz
ultravioleta. EI método con sus modificaciones quedd como sigue:

1. Extraer los pistilos de las flores y realizar 3 cortes (Figura 5). Se recomienda
realizar los cortes bajo una lupa y con los pistilos sumergidos en etanol (70%).

2. Poner los pistilos 5 minutos en la mezcla de ablandamiento, de hidrato cloral. El

hidrato cloral corresponde a: hidrato cloral: agua: glicerol, en proporcion 8:2:1.

Lavar los pistilos muy bien, con agua destilada.

Tefir 25 minutos en solucion de azul de anilina en oscuridad. La solucién de azul

de anilina corresponde a: 0,1% (p/v) azul de anilina en KsPO4 100 mM. Disolver y

dejar en oscuridad a 4°C. Al dia siguiente, filtrar a través de una capa de carbon

activado (una cucharadita en un filtro de papel) y agregar glicerol 2% (v/v). Guardar

en oscuridad a 4°C.

Montar en 15 pL de buffer fosfato 50 mM: glicerol (1:1).

Mirar al microscopio de fluorescencia.

P w

oo
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Para la observacion de los pistilos, se utiliz6 un microscopio Olympus 1X81, filtro DAPI
(exitacion 370-390 nm, emision sobre 400 nm).

Figura 5. Cortes realizados al pistilo, previo a su observacion (fuente: Alejandra Nufiez).

Al observar al microscopio la presencia de tubos polinicos en el estilo, se uso el siguiente
criterio para determinar los cruzamientos compatibles o incompatibles: variedadas
compatibles se considerd cuando los tubos polinicos crecieron mas abajo del tercio superior
del pistilo; variedades incompatibles se consideré cuando los tubos polinicos detienen su
crecimiento en el tercio superior del pistilo.

El afio 2005, para la observacién de los tubos polinicos, se utilizd el método descrito por
Martin (1959), que se detalla a continuacion:

[EEN

. Enjuagar los pistilos con agua corriente.

2. Colocar los pistilos en una solucion de hidroxido de sodio (8 N), por 8 a 24 horas,
para limpiar y suavizar el tejido, y permitir una adecuada penetracion del colorante.

3. Lavado de los pistilos con agua, para remover completamente el hidréxido de sodio.

4. Tincién con una solucion de anilina azul hidrosoluble al 0,1%, en K3PO,, 0,1 N, por
4 horas.

ol

. Montaje de los pistilos sobre tincion en portaobjeto, con cubreobjeto.

6. Observacion de las muestras al microscopio de fluorescencia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo afo 2005

La observacion de los tubos polinicos se realizd segin lo propuesto por Martin (1959). Sin
embargo, en ningun caso se logrd observar tubos polinicos. La fluorescencia observada
correspondia a vasos vasculares o pelos epidermales y, en otros casos, era en todo el pistilo.
Si se logro ver fluorescencia en el estigma, correspondiente a granos de polen (Figura 6).
Las posibles causas de la falta de resultados pudo deberse a: condiciones inadecuadas para
la germinacion del polen y desarrollo del tubo polinico; inviabilidad del polen; receptividad
del estigma o al procedimiento utilizado para la observacion del tubo polinico.

Condiciones para la germinacion del polen y desarrollo del tubo polinico

Para la germinacion del grano de polen se requiere de cierta temperatura minima, asi como
también para el desarrollo del tubo polinico, hasta alcanzar el saco embrionario. La
temperatura Optima de germinacion es de aproximadamente 25°C, lo que rara vez ocurre en
el periodo de floracion del almendro en Chile. En laboratorio, se ha determinado, en
almendro, que se alcanza un 66% de germinacion con temperaturas de 15°C (por periodos
de hasta 24 horas), un 24% con 6°C y so6lo 11,6% con 0°C (Sotomayor, 2007). Asimismo,
Lopez y Sotomayor (1992) indican que el clima con sol y una temperatura entre 15°a 25°C,
e idealmente 20° C, favorece el crecimiento del tubo polinico.

En relacion a las condiciones del ensayo, la camara de crecimiento estuvo a 20°C, con una
humedad relativa de 80%, aproximadamente, por lo que el rango de temperatura utilizado
no se considero un impedimento.

Viabilidad del polen

Extraccion del polen. Este es un punto importante a considerar cuando se realiza
polinizacion manual, debido a la disminucién en la germinacion del polen después de
transcurridas 48 horas 0 mas. El polen utilizado en este trabajo se extrajo de flores abiertas
y, aungue no se determino exactamente el tiempo transcurrido desde que la flor abrio hasta
gue se extrajo el polen, en todos los casos, no pasé mas de 48 horas desde que la flor abrid,
por lo que se estima que no debid haber sido un factor limitante para la no obtencién de
resultados. Ademas, si este problema se hubiera presentando, los tubos polinicos se habrian
observado igualmente, en menor o mayor cantidad, porque el polen se extrajo de flores con
edades diferentes.
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Deshidratacion del polen. Martinez-Gomez y Gradziel (2000) deshidrataron el polen
durante 48 horas a 22°C en un desecador con cloruro de calcio, a una humedad relativa
(HR) del 20 %, aproximadamente. En este caso, fue diferente, la temperatura fue de 20°C,
por 24 horas, en una cdmara a 60 % de HR, aproximadamente. Estas caracteristicas
pudieron haber afectado la viabilidad del polen, disminuyéndola, pero no en el 100% de los
casos, descartandose este punto como el responsable.

Conservacion del polen. Existe una fuerte influencia de la temperatura en la viabilidad del
polen almacenado (Cobo, 1980); la calidad del polen de almendro se deteriora rapidamente
a temperaturas moderadas y hiumedas (Martinez-Gomez y Gradziel, 2000). La conservacion
del polen se realizé a 4°C; en estas condiciones el polen permanecié desde 2 horas hasta 32
dias, como maximo, tiempo que dependi6 de cada cruzamiento. El tiempo méaximo de 32
dias transcurrio entre la recoleccién del polen de las primeras variedades en florecer
(Desmayo Largueta y Desmayo Rojo) y la polinizacion manual de las Gltimas variedades en
florecer (Ferragnés y Texas). Segun Cobo (1980), una hidratacion adecuada y bajas
temperaturas de almacenamiento son cruciales para mantener la viabilidad del polen.
Martinez-Gomez y Gradziel (2000) evaluaron la viabilidad del polen de almendro a
diferentes temperaturas, concluyendo que a 4°C la viabilidad se mantuvo en 60%, 0 mas,
durante 2 semanas, y por encima del 50% desde 2 hasta 8 semanas. En otro ensayo,
Martinez-Gomez y Gradziel (2002) mantuvieron el polen viable, de diferentes variedades
de almendro, por sobre el 80% a los dos meses de almacenamiento, a diferentes
temperaturas evaluadas (4; 0; -20 y -80 °C). Martinez-Gomez y Gradziel (2000) concluyen
que 4° C es una temperatura adecuada para el almacenamiento de polen de almendro
durante un méximo de dos meses, por lo que se descarta que el tiempo y la temperatura de
conservacion del polen hayan causado la falta de resultados.

Receptividad del estigma

Las flores fueron polinizadas después de 24 horas en la camara de temperatura, sélo en
flores recién abiertas, por lo que la hipotesis de que al momento de polinizar manualmente,
el estigma no estaba receptivo, no tiene fundamento, pues la receptividad del estigma tiene
su maximo al abrir las flores en el almendro. Sin embargo, esta hip6tesis no pudo ser
probada, debido a que no evalué la receptividad del estigma al momento de la polinizacion.
Con respecto al tiempo transcurrido desde la polinizacién manual hasta la recoleccion y
fijacion de las muestras, para posterior observacion, fue de 3 dias, tiempo considerado
suficiente para que los tubos polinicos alcanzacen la base del estilo en aquellos
cruzamientos compatibles; en el caso de aquellos incompatibles, se debi6 manifestar
detencidn del crecimiento de los tubos polinicos. Al respecto, Dicenta et al. (2002) fij6 los
pistilos en FAA por 24; 48; 72 y 96 horas despues de la polinizacion, observando que a las
72 horas los tubos polinicos llegaron a los ovarios, lo que no ocurri6 antes de las 48 horas.
En este ensayo se esperd 72 horas, lo que supone que el tiempo utilizado para que se
desarrollaran los tubos polinicos fue apropiado, descartando este punto como la causa de la
no visualizacion de los tubos polinicos.
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Procedimiento utilizado para la observacion de tubos polinicos

El procedimiento para la observacién de las muestras fue el descrito por Martin (1959). Al
respecto, existe una gran diferencia entre ésta y la metodologia utilizada en el ensayo de
2011, donde el procedimiento no realizo cortes a los pistilos, razén por la cual se dificulta
muchisimo la observacién de los tubos polinicos al microscopio de fluorescencia, pudiendo
ser ésta la razdn Unica y principal de la no visualizacion de éstos. Ademas, la presencia de
los pelos epidermales del estilo fue una de las razones que dificulté la observacion de la
fluorescencia de los tubos polinicos, que se encontraban internamente en el tejido (Figura
7). Al respecto, Martin (1959) describe que cantidades variables de callosa también existen
en los tubos cribosos y en los pelos epidermales del estilo, por lo que la cantidad y
distribucion de la callosa es altamente variable, pudiendo verse en toda la longitud del tubo,
solamente localizada, y a veces no visible al inicio del crecimiento. De esta manera, al no
realizar los cortes longitudinales en el pistilo, se aprecié fluorescencia a lo largo del pistilo
en todos los cruzamientos (Figura 8), haciendo imposible distinguir los tubos polinicos del
resto de los tejidos.

Figura 6. Granos de polen sobre el estigma de un pistilo de almendro (fuente: Alejandra
Nufiez). A) Vista lateral; B)Vista Frontal.
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Figura 7. Pubescencia en pistilos de almendro al microscopio de fluorescencia (fuente:
Alejandra Nafiez).

Figura 8. Fluorescencia del pistilo de almendro polinizado (Desmayo Largueta X
Ferragnes) (Fuente: Alejandra Nufiez).

Ensayo afo 2011

Caracterizacion de la floracién

En el invierno del afio 2011, en la estacién meteoroldgica de la Comuna de Buin, Region
Metropolitana (Latitud 33° 42' 26.5"- Longitud 70° 42' 5.6"), se acumularon 1024 horas frio
(base 7,2°C), contabilizadas desde el 1 de mayo hasta el 30 de julio (Agroclima, 2011),
acumulacion suficiente para romper el receso en el almendro, pues, dependiendo de la
variedad, sus requerimientos de frio pueden ir desde las 150 hasta las 400 horas frio
(Muncharaz, 2003). Al comparar el inicio de los primeros estados fenoldgicos con lo
registrado por Ahumada (2007), se produjo un atraso aproximado de 5 dias en la temporada
2011, lo que se explicaria por temperaturas medias desde julio en adelante més bajas.
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En la Figura 9, se aprecia que las variedades Desmayo Rojo, Thompson, Glorieta,
Masbovera y Francoli coinciden en menos de 5 dias con la floracion de Marcona.

JULIO AGOSTO SEPTIEMBRE
5 10| 15]20]25] 31| 5 [10]15] 20|25 31| 5 [ 10]15]20] 25| a1

DESMAYO LARGUETA

DESMAYO ROJO ]
SONORA -
SOLANO ]

NE PLUS ULTRA
MARCONA
NONPAREIL
PRICE
THOMPSON
CARMEL
GLORIETA
FRANCOLI
MASBOVERA

FRITZ No evaluado
WOOD COLONY No evaluado

Puntas Botén Abertura
verdes Yema rosada floral floral
Caida de
Floracion petalos

Figura 9. Evolucion de la fenologia floral en las distintas variedades de almendro
estudiadas. Temporada 2011.

Estado de "chaqueta”

Segun los resultados; las variedades Desmayo Rojo y Desmayo Largueta son de floracion
muy temprana; Sonora y Ne Plus Ultra, de floracion temprana; Marcona, Price, Carmel y
Nonpareil, de floracién media; y Thompson, Glorieta, Francoli y Masbovera, de floracion
tardia.
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Viabilidad del polen

La viabilidad de los granos de polen fue, en todas las variedades, cercano al 80%,
exceptuando a Desmayo Largueta (53,72%) (Cuadro 1), lo que indica que la metodologia
utilizada en la recoleccion del polen, almacenamiento y polinizacion manual fue el
apropiado para conservar su viabilidad.

La tincion de Alexander discrimina entre polen vivo y muerto. Este método diferencia el
citoplasma, que se tifie parpura, de la pared celular, que se tifie verde. Se produce
autofagocitosis del citoplasma en la célula en el polen cuando este comienza a morir, lo que
explica que los granos muertos so6lo se vean de color verde. A su vez, los granos vivos, al ir
hidratandose, comienzan a tomar una forma triangular, producto de la elongacion de los
nucleos del polen (Figura 10).

Cuadro 1. Viabilidad de los granos de polen, expresado en porcentaje, de las diferentes
variedades de almendro, determinados por tincion de Alexander.

Variedad Viabilidad de polen
%
Desmayo Rojo 91,00
Sonora 88,00
Solano 84,07
Ne Plus Ultra 44,94
Marcona 84,62
Nonpareil 84,78
Price 74,07
Thompson 83,00
Carmel 77,78
Glorieta 74,14
Francoli 86,30
Masbovera 89,06
Fritz 95,61

Wood Colony 79,00
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Figura 10. Polen de almendro, variedad Marcona, vivo (forma triangular) y muerto
(redondeado). Tefiidos por tincion de Alexander.

Observacion de tubos polinicos

En todos los cruzamientos, de las diferentes variedades con la variedad Marcona, ya sea
como receptor o donante de polen, se observaron tubos polinicos que crecieron mas abajo
del primer tercio del pistilo (Figura 11). Para validar el método, se autopolinizo ‘Marcona’,
variedad autoincompatible, cuyo pistilo no mostro crecimiento de tubos polinicos mas
abajo del tercio superior; si se observo polen germinado y algunos tubos polinicos que
detuvieron su crecimiento antes del primer tercio superior del pistilo.

Asi, todas las variedades resultaron ser compatible con Marcona (Anexo V), sin embargo,
para decidir el polinizante mas adecuado, hay que analizar las caracteristicas comerciales y
las coincidencias en la floracion de cada variedad.

Los resultados concuerdan con lo descrito en la literatura para los analisis genéticos de los
alelos S de algunas variedades (Anexo VI), lo que valida el método utilizado como una
herramienta para poder determinar compatibilidad, sobre todo en variedades donde aun los
alelos S no han sido identificados. “Marcona’, segin lo descrito en el Anexo VI, no
comparte ningln alelo S con las otras variedades estudiadas, por lo que todos los granos de
polen son potencialmente compatibles y pueden crecer hasta el 6vulo.

Ademas, en todos los cruzamientos se encontrd que la compatibilidad es en ambos sentidos,
indicando que ninguna de las variedades estudiadas presenta la incompatibilidad unilateral
descrita para ‘Jeffries’
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Figura 11. Pistilos de almendro con crecimiento de tubos polinicos en diferentes
combinaciones de polinizantes. A) Carmel x Marcona; B) Desmayo Largueta x
Marcona; C) Marcona x Glorieta; D) Nonpareil x Marcona.
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de este ensayo se puede concluir que:

La secuencia y duracién de la floracion de las diferentes variedades de almendro coinciden
con lo descrito en la literatura.

Para la visualizacion de los tubos polinicos en almendro parece fundamental realizar cortes
longitudinales al pistilo.

La viabilidad del polen, de todas las variedades evaluadas, se conserva por 42 dias, con el
método utilizado en este ensayo para la obtencion y almacenamiento del polen.

Todas las variedades de almendro analizadas son compatibles genéticamente con Marcona.

La observacion del crecimiento del tubo polinico in vitro es un método simple y Util para
determinar compatibilidad o incompatibilidad gametofitica en almendro.
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ANEXO

Anexo |

Caracteristicas de las variedades de almendro utilizadas en el ensayo.

Marcona. Origen espafiol. Autoestéril. Arbol de vigor mediano, ramificacion muy densa.
Epoca de floracion media y maduracion tardia. Almendra caracteristica, por su forma
redondeada; sin semillas dobles, con céascara dura (Grasselly y Crossa-Raynaud, 1984). De
gran fertilidad, muy productiva, y es considerada como la variedad de mayor calidad a nivel
mundial, es la variedad mas cultivada en Espafia (Felipe y Socias, 1986). Florece 3 dias
antes que Nonpareil y se cosecha 4 semanas después (Viveros, 2007b). En Chile, posee
una buena produccion, y la almendra es muy sana, pudiendo ser una interesante alternativa
para el riego, pero es necesario detectarle un polinizante apropiado (Reginato y Mauro,
2007).

Nonpareil. Originaria de California (1879). Autoestéril. Arbol de vigor alto y habito de
crecimiento medianamente erecto. Epoca de floracion media y maduracion temprana.
Almendra de tamafio grande, de forma ovalada, de cascara muy delgada, algunas veces no
bien cerrada; semilla relativamente aplastada y ovalada, con pocas dobles (Grasselly y
Crossa-Raynaud, 1984). Es la mas utilizada en California y es de alta productividad.
Variedad mas importante del mundo (Lavin y Silva, 2001).

Carmel. Originaria de California (1966). Fue producto de una mutacion de Nonpareil
(Grasselly y Crossa-Raynaud, 1984). Arbol de vigor medio, semi-erecto. Epoca de
floracion media y maduracion media-tardia (Pensa, 2001). Almendra con semilla de tamafio
medio y forma alargada, con pocas dobles. Se poliniza con Fritz, Nonpareil, Price, Solano y
Merced (C.V. Chile, 2000). En Chile es la segunda variedad méas plantada, siendo muy
utilizada como polinizante de Nonpareil (Castro, 2007). Cascara semi-dura y resistente a
Amyelois transitella (Viveros, 2007a).

Thompson. Originaria de California. Autoestéril. Arbol vigoroso, algo erecto; mediano a
grande, productivo. Epoca de floracion y maduracion tardia. Almendra de céscara blanda
(Lavin y Silva, 2001). Sensible a deficit hidrico. Excelente polinizador de Nonpareil
(Grasselly y Crossa-Raynaud, 1984) y de Texas (Sotomayor, 1990).

Ne plus Ultra. Originaria de California. Autoestéril. Arbol de forma abierta y productivo.
Hasta 1960 fue considerada uno de los mejores polinizantes de Nonpareil. Floracion
temprana y maduracion media y escalonada. Almendra grande, eliptica y alargada
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(Grasselly y Crossa-Raynaud, 1984) y de cascara blanda, bien sellada, con alto porcentaje
de dobles (Abascal, 1992; Sotomayor, 1990).

Price. Originaria de California. Autoestéril. Arbol de vigor alto y habito de crecimiento
abierto (C.V. Chile, 2000). Epoca de floracion media y maduracion medianamente precoz
(Grasselly y Crossa-Raynaud, 1984). Fruto grande y almendra de forma ovalada; con frutos
dobles los primeros afos. Se poliniza con Carmel, Merced y Nonpareil (C.V. Chile, 2000).

Solano: Originaria de California. Autoestéril; arbol de vigor medio, semierecto. Epoca de
floracién media y maduracién media-temprana. Almendra grande, de cascara blanda, de
forma oblongo-ovada; pocos frutos dobles. Se poliniza con Carmel, Merced y Nonpareil
(C.V. Chile, 2000). Pobre productividad, ha mostrado tendencia a la alternancia (Viveros,
2007b).

Sonora. Originaria de California. Autoestéril. Arbol de tamafio medio, de copa
semiesférica y produce en ramillas largas. Epoca de floracion y maduracion media-
temprana. Almendra de cascara delgada, tipo “papel”, no bien sellada, con semillas de
tamafo medianamente grande y alargada. Presenta tendencia a floracion alternada. Se
poliniza bien con Nonpareil, Ne Plus Ultra, Peerless, Texas, Merced y Thompson (Abascal,
1992; Asai et al., 1998). Variedad de floracion temprana, es un gran polinizante de
Nonpareil (Viveros, 2007Db).

Desmayo Largueta. Origen espafiol. Autoestéril. Arbol de vigor medio, de forma abierta,
con ramas descendentes. Floracidn precoz, fruto de cascara dura y maduracion muy tardia.
Almendra es alargada, y semilla eliptica, puntiaguda y lisa. Variedad productiva. (Grasselly
y Crossa-Raynaud, 1984). Se poliniza con Desmayo Rojo y con otras variedades precoces
(Grasselly y Crossa-Raynaud, 1984; Riera y Ferrdn, 1975). La productividad es alta,
aunque cuenta con floracion temprana, mas expuesta a las heladas. (Vargas et al., 2009).

Fritz. Originaria de California. Variedad de alta produccién durante los primeros diez afios
y luego disminuye, por falta de vigor vegetativo. Epoca de floracion media, gran cantidad
de frutos dobles (Grasselly y Crossa-Raynaud, 1984). Céascara semi-dura y puede ser
susceptible a Amyelois transitella. La cosecha es tardia. Polinizante de Nonpareil (Viveros,
2007a).

Wood Colony. Originaria de California. Es una variedad exclusiva. Arbol de tamafio
pequefio y compacto, permite plantaciones en alta densidad. La floracién coincide con
Nonpareil y Carmel y se cosecha 10 dias después de Nonpareil. Almendra es de forma
alargada, con una céscara semi-suave y bien cerrada (Dave Wilson Nursery, 2011). En
Chile ha presentado un comportamiento muy interesante, con rendimientos de 3000 kg de
pepa por ha.

Masbovera. Origen espafiol. El &rbol es vigoroso, de tamafio medio-erecto y con una
intensidad de ramificacion media, facil de formar y podar, con un buen nivel de tolerancia a
Fusicoccum y con frutos de calidad, sin almendras dobles, buen aspecto del grano y céscara
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dura. La capacidad de produccion es alta a muy alta y el fruto se produce en dardos. La
época de cosecha es media a tardia (Godoy, 2007; Vargas et al., 2009).

Glorieta. Origen espafiol. El arbol es vigoroso, de tamafio medio-erecto e intensa
ramificacion, facil de formar y podar. La capacidad de produccion es alta a muy alta y el
fruto se produce en dardos. La pepa es larga, eliptica y puntiaguda, sin almendras dobles,
buen aspecto del grano y céscara dura. La época de cosecha es media a tardia (Godoy,
2007; Vargas et al., 2009).

Francoli. Origen espafiol. El arbol es vigoroso, de tamafio medio y un poco abierto, su
intensidad de ramificacion es buena, facil de formar y podar. Floracién tardia, elevada
capacidad productiva, con un buen nivel de tolerancia a Fusicoccum y con frutos de calidad
(Godoy, 2007; Vargas et al., 2009).
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Anexo 11

Grupos de incompatibilidad cruzada (CIGs), en variedades californianas de almendro
(adaptado de Kester et al., 1994a, Sotomayor, 2007).

CIG Variedades Alelos S

Nonpareil, 1.X.L., Long I.X.L., Profuse, Tardy ScSd

I Nonpareil (S354)

I Mission, Ballico, Languedoc, Texas SaSh(S1S2)
Thompson, Robson, Harvey, Granada, Sauret 2, Mono,

Il Wood Colony SaSc
Merced, Ne Plus Ultra, Price, Cluster, Norman, Ripon,

v Rosseta SbSc

\Y/ Carmel, Carrion, Sauret 1, Livingston, Monarch SaSd

VI Monterey, Seedling 1-98 SbhSd

VIl Sonora, Vesta, Solano, Kapareil S?Sd

Identificacion

parcial Butte, Grace S?Sd

Aln no

identificados Fritz, Aldrich, Ruby, Padre S?S?

Lauranne, Guara, Tuono, Genco, Steliette, Antofieta,

Autofértiles
Marta SfS?
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Anexo 111

Procedimiento para la preparacién de las muestras (Martin, 1959).

1.

2.

Extraccion de los pistilos de las flores.
Fijar en FAA (formalina 1: alcohol (80%)8: acido acetico 1), por 24 horas 0 mas.
Enjuagar los pistilos con agua corriente.

Colocar los pistilos en una solucion de hidroxido de sodio (8 N), por 8 a 24 horas,
para limpiar y suavizar el tejido, y permitir una adecuada penetracion del colorante.

Lavado de los pistilos con agua, para remover completamente el hidroxido de sodio.

Tincion con una solucion de anilina azul hidrosoluble al 0,1%, en K3POy, 0,1 N, por
4 horas.

Montaje de los pistilos sobre tincion en portaobjeto, con cubreobjeto.

Observacion de las muestras al microscopio de fluorescencia.
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Anexo IV
Solucion de Alexander
Etanol 95% 10 mL
Verde malaquita 1% (p/v) en etanol 95% 1mL
Fenol 59
Fucsina acida 1%(p/v) en agua 5mL
Anaranjado G 1%(p/v) en agua 0,5mL
Acido acético 2 mL
Glicerol 25 mL
Agua destilada 50 mL

Hidrato cloral 59
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Anexo VI

Alelos S de variedades de almendro (adaptado de Kester y Gradziel, 1996; Boskovic et al.,
1997; Boskovic et al., 2002; Kodad et al., 2006).

Variedad Alelos S Origen
Desmayo Largueta S1 S Espafia
Glorieta S 1 S Espafia
Francoli S 1 S Espafia
Nompareil S, S EE.UU.
Carmel S5 S EE.UU.
Masbovera S1 Sy Espafia
Ne Plus Ultra S: Sy EE.UU.
Price S, S, EE.UU.
Thompson S5 Sy EE.UU.
Marcona S u S Espafia
Wood Colony Ss Sy EE.UU.
Fritz S1 S EE.UU.
Sonora S S 13 EE.UU.
Solano Ss S 13 EE.UU.




42

Anexo V

Intercompatibilidad entre Marcona y 14 variedades de almendro, evaluada mediante la

observacion del grado de crecimiento del tubo polinico.

Cruzamientos

(2 x 4d)

Compatibilidad /  Alcance o desarrollo del tubo polinico (48

incompatibilidad

horas después de la polinizacién a 25 °C

Marcona x Desmayo Largueta
Marcona x Desmayo Rojo
Marcona x Carmel
Marcona x Ne Plus Ultra
Marcona X Price

Marcona x Glorieta
Marcona x Wood Colony
Marcona X Fritz

Marcona x Sonora
Marcona x Solano
Marcona x Thompson
Marcona x Masbovera
Marcona x Francoli
Marcona x Nonpareil
Marcona x Marcona
Desmayo Largueta x Marcona
Desmayo Rojo x Marcona
Carmel x Marcona

Ne Plus Ultra x Marcona
Price x Marcona

Glorieta x Marcona
Wood Colony x Marcona
Fritz x Marcona

Sonora x Marcona

Solano x Marcona
Thompson x Marcona
Masbovera x Marcona
Francoli x Marcona
Nonpareil x Marcona

Compatible
Compatible
Comepatible
Compatible
Compatible
Comepatible
Compatible
Compatible
Compatible
Compatible
Comepatible
Compatible
Compatible
Comepatible

Incompatible

Compatible
Compatible
Compatible
Comepatible
Comepatible
Compatible
Comepatible
Compatible
Compatible
Compatible
Compatible
Compatible
Comepatible
Comepatible

Hasta el ovario
Hasta el ovario
Hasta 1/2 del pistilo
Hasta el ovario
Hasta el ovario
Hasta el ovario
Hasta el ovario
Hasta el ovario
Hasta el ovario
Hasta 2/3 del pistilo
Hasta el ovario
Hasta el ovario
Hasta 1/2 del pistilo
Hasta 2/3 del pistilo

Pocos, y detienen crecimiento 1/3

Hasta el ovario
Hasta el ovario
Hasta el ovario

Muchos hasta 1/2 del pistilo
Pocos hasta el ovario, muchos hasta 1/3

Hasta el ovario
Hasta el ovario
Hasta el ovario
Hasta el ovario
Hasta el ovario
Hasta el ovario
Hasta 2/3 del pistilo
Hasta 1/2 del pistilo
Hasta el ovario
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