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1 INTRODUCCION

El origen del avellano europeo (Corylus avellana L.) es Asia Menor, lugar
desde donde fue importado por los Griegos quienes lo cultivaban. En Espaifia, el
cultivo del avellano europeo se expandié rapidamente, debido al ataque que
sufrieron las vifias del pais a mediados del siglo IX y a la importancia que hasta
entonces habian adquirido algunas regiones en la comercializacion de frutos

Secos.

A Chile se cree que la especie llegé con los espafioles comenzando su
cultivo en forma comercial hacia la década de los 90. En Chile, también existe la
especie Gevuina avellana Mol, nativa y completamente distinta de la avellana

europea.

Corylus avellana L., es una especie anemdfila con un sistema
reproductivo autoincompatible. Es una planta caducifolia cuya floracién, previa a
la emergencia foliar, comienza a mediados de invierno y pese a que las
condiciones climéaticas no son las Optimas para una especie de polinizacion
anemodfila, en la zona existen especies nativas con el mismo sistema de

polinizacién como el Nothofagus.

El proceso de polinizacion en C. avellana L., se presenta con mucha
antelacion a la doble fecundacion, caracteristica poco frecuente en las
Angiospermas (en las Gimnospermas es mas comun), ya que en ellas la

polinizacién y la fecundacién se suceden una tras otra abarcando 48-72 horas.



Dada estas caracteristicas reproductivas, es indispensable conocer y
evaluar la viabilidad del grano de polen y su duracién para comprobar si el
proceso reproductivo se efectla exitosamente, ya que no es suficiente que el
grano de polen esté viable o vivo, sino que es indispensable que presente vigor
para finalmente producir la fecundacion. Ademas, en los huertos frutales de
esta especie es comun la utilizacién de cultivares polinizantes. Se plantea como
hipétesis que la llegada de polen a la superficie del estigma es abundante y que

el polen es suficientemente vigoroso para germinar.

El objetivo general es:

Determinar la cantidad de granos de polen que llegan a la superficie del

estigma y cuantificar su capacidad de germinacion.

Los objetivos especificos son:

Determinar la viabilidad inicial del polen recolectado.

Evaluar la viabilidad del polen a través del tiempo (dias) de almacenaje.

Evaluar la capacidad germinativa del polen recolectado a través del

tiempo (dias) de almacenaje.

Cuantificar los granos de polen en la superficie del estigma.



2 REVISION BIBILOGRAFICA

2.1 Antecedentes generales de la especie

El epiteto especifico avellana, deriva segun Andrés Laguna de la ciudad
de Avellana en Campania, donde pareciera que estas plantas se cultivaban en
abundancia (INFOAGRO, 2005).

El area de distribucion del avellano europeo es eurosiberiana,
encontrandose entre bosques caducifolios de Europa, principalmente en la zona
norte de Espafia en las localidades de Pirineos, Asturias, Santander, Sistema
Ibérico, Maestrazgo, etc. Se ubica en laderas, fondo de valles fluviales, en sitios
frescos y sombrios no mas alla de los 1.500 m.s.n.m. (VINAS, 2004).

2.1.1 Descripcion. Este arbusto puede llegar a medir entre 2 a 5 metros de
altura (Figura 1), presentando una copa extendida e irregular. Presenta un
desarrollo de brotes muy ramificados que nacen a nivel del cuello de la raiz, los

cuales son curvados si son viejos y erectos si son jovenes (GRAU, 2003).

El sistema radical de esta especie es poco profundo, las raices se
presentan largas, nudosas y normalmente emiten vastagos desde las
nudosidades (INIA, 2004).

Las hojas se caracterizan por ser grandes, alternas, ovales, pecioladas,
rugosas, pilosas por el haz, de color verde amarillento y doblemente aserradas.
El peciolo es muy corto y sus estipulas son oblongas, obtusas, verdes y
caducas (GRAU, 2003).



FIGURA 1: Estructuras reproductivas y frutos de Corylus avellana L.

FUENTE: NORWEGIAN BOTANICAL ASSOCIATION, (2006) y PLANTYFOLIA,
(2006).

El fruto del avellano es un aquenio con forma de copa partida cuyo
pericarpio (cascara) es 0seo, la testa es lisa de color canela. Generalmente,
envuelve una sola semilla (INIA, 2004). Las avellanas se encuentran
generalmente agrupadas en racimo de 1 a 12, cada uno encerrado en su
cubierta (VALENZUELA, et. al., 2002).

2.1.2 Clasificacién botanica. Segun STRASBURGER et. al., (1994) la

clasificacion botanica del avellano europeo es la siguiente:

Clase: Dicotyledonae (=Magnoliopsida, Magnoliopsidas), angiospermas
dicotiledéneas.

Nivel de desarrollo: Apetalae (=Monochlamydeae), Apétalas
(=Monoclamideas).

Subclase: Hamameliidae (Hamamelididas).

Superorden: Hammamelidanae.

Orden: Fagales.



Familia: Betulaceae.

Género: Corylus.

La familia Betulacea agrupa a 6 géneros y 150 especies. Presenta
arboles o arbustos caducifolios, monoicos con hojas simples, alternas, enteras,
glabras o pubescentes, con estipulas caedizas. Las flores estaminadas se
encuentran reunidas en amentos, dispuestos en cimas trifloras en la axila de
cada bractea tectriz. Carecen de perianto 0 bien s6lo poseen dos bractéolas,
con 2 a 12 estambres, los cuales a menudo son bifidos. Las flores pistiladas se
encuentran reunidas en inflorescencias glomerulares, dispuestas en cimas
bifloras o trifloras en la axila de cada bractea. Para el caso de los géneros
Carpinus y Corylus, su fruto se ubica en la axila de una hoja bracteiforme
formada por la soldadura de las bractéolas. Las semillas poseen un embrion

recto de gran tamafio y carecen de endosperma (UNNE, s/f).

El avellano europeo de acuerdo con lo mencionado por GRAU (2003);
TORRES (1994); VALENZUELA et. al., (2001) es la Unica especie cultivable por
sus frutos del género Corylus, el cual presenta alrededor de 15 especies la

mayoria nativas de Norteamérica, Europa o Asia.

2.1.3 Distribucién geogréafica. En Chile, el avellano europeo se encuentra
distribuido entre la VI a X Region (VALENZUELA et. al., 2002) con un total de
116 hectareas de huertos en formacion y producciéon. Sin embargo, existen
alrededor de 1.500 hectareas que no se encuentran registradas en las
estadisticas del afio 1997 realizadas por el Instituto Nacional de Estadistica
(INE). Ademas, existen plantaciones comerciales en la provincia de Melipilla y
Regidén Metropolitana (GRAU, 2003) y provincias de Valdivia y Osorno de la X
Region (VALENZUELA et. al., 2003).



2.2 Importanciay usos.

El fruto del avellano europeo desde tiempos remotos ha sido utilizado
principalmente para la alimentacion del hombre. Su consumo puede ser en
fresco, tostado, frito, salado o bien integrando productos elaborados como el
chocolate, turrones, mazapanes, helados, pasteles, bebidas, etc. (GRAU,
2003).

La avellana puede ser consumida en estado maduro o bien inmadura, en
este estado inmaduro algunos paises la consumen en ensaladas o bien pueden
ser conservadas en salmuera y amortizadas en vinagre y hojas de laurel. De las
avellanas maduras se extrae el aceite blanco utilizado en la alimentacion,
también como combustible y para la produccién de jabones y cosméticos
(GRAU, 2003). Por lo que los mercados potenciales para este fruto seco son la

industria alimentaria y la de transformacién (INFOAGRO, 2005).

Segun GRAU (2003), el consumo de la avellana se recomienda para
nifios mayores de 6 afios, para un periodo de elevadas exigencias nutritivas.
Ademas de lipidos, proteinas y carbohidratos, las avellanas contienen una
buena cantidad de sustancias minerales (Anexo 1) como hierro, calcio y fosforo
que contribuyen al buen funcionamiento del organismo. El hierro, por ejemplo,
influye en la multiplicacién de los glébulos rojos, por lo que las avellanas son
prescritas en los casos de anemia. Por el contenido de calcio las avellanas son

recomendadas en la alimentacion de nifios y jovenes.

Cabe destacar que la utilizacién del fruto también abarca la céscara,
utilizada para combustién. Asi como la corteza y las hojas ricas en taninos y
astringentes, son utilizadas en medicina para detener hemorragias y elevar la
presion sanguinea (INFOAGRO, 2005).



Los amentos se utilizan como sudorificos, también como infusion o
cocimiento. Las hojas secas y frescas se utilizan en la alimentacién de ganado
(INFOAGRO, 2005).

La madera a pesar de que arde bien genera poco calor. Debido a su
elevada flexibilidad se utiliza en la elaboracion de aros, jaulas, cestas, etc.
Ademas, da un carbén combustible y liviano, que se empleaba para la
elaboracién de pdlvora y acero. Y por ultimo la ceniza resulta un buen abono
(GRAU, 2003).

2.2.1 Produccion mundial. La produccién del avellano europeo para el afio
2002 fue de aproximadamente 670.000 toneladas (T) con cascara. El futuro
econdmico de las avellanas se encuentra condicionado por las estrategias
comerciales de Turquia (Anexo 2), que controla el 75% de la cosecha mundial.
Italia es el segundo productor con el 17% de la produccion mundial (exporta el
9,5%). A este le siguen Estados Unidos con el 4,1% vy finalmente 2,1% de la
produccion mundial le corresponde a Espafia que exporta el 2% de su
produccion (GRAU, 2001). La demanda comercial de la avellana a escala
mundial se ha mantenido bastante estabilizada, tanto para usos industriales
como, de mesa (INFOAGRO, 2005).

2.2.2 Produccién nacional. En Chile, las producciones aun se encuentran en
bajos volumenes. Sin embargo, este cultivo presenta grandes ventajas respecto
a otros frutales debido a su rusticidad, presentando una gran adaptacion a
diferentes condiciones edafoclimaticas, ademas de requerir pocas labores
culturales (GRAU, 2003).



2.3 Condiciones edafocliméticas para el cultivo de Corylus avellana L.

El avellano europeo es una planta de climas templados, a pesar de que
presenta un area de distribucién de Asia Septentrional pasa a Rusia, Austria,
Alemania, Francia, Espafia e ltalia, lo cual es notable (INFOAGRO, 2005;
GRAU, 2003).

En cuanto a los requerimientos de temperatura, en areas excesivamente
calurosas durante el verano se registra una falta de producciéon y dafo foliar.
Este mismo efecto se ha registrado en la V regién, con un alto contenido de

sales de calcio del suelo y del agua de riego (INIA, 2004).

INFOAGRO (2005), menciona que el avellano europeo es una planta que
prefiere localidades aireadas con temperaturas elevadas sumado a un cierto
grado de humedad, debido a que dichas condiciones favorecen la fructificacién
y el desarrollo de las avellanas. Temperaturas medias anuales de 12 a 16° C,
con un minimo de 700 horas de frio por debajo de los 7° C y temperaturas
minimas de invierno no menores que -8° C, son las adecuadas para este frutal
(Anexo 3) (INFOAGRO, 2005; GRAU, 2003). Condiciones de -12° C en los
meses de julio a agosto congelan las flores femeninas que florecen en dicha
época. Las masculinas en cambio se congelan a temperaturas bajo los -9° C
(INIA, 2004; TORRES, 1994).

De acuerdo a lo mencionado por INIA (2004), el area de cultivo mas
adecuada para este frutal en Chile es entre las regiones VIl y X. ParalalVyV
Region se ha demostrado por experiencias realizadas en el Instituto de
Investigaciones Agropecuarias (INIA), que no son las mas adecuadas para su

cultivo comercial.



Respecto a los requerimientos de suelo (Anexo 4), se adapta bastante
bien a casi todos los tipos de suelos, a excepcion de aquellos que no tienen
capacidad de retencion de agua y son excesivamente compactos (BARON et.
al., 1995; GRAU, 2003). Los terrenos profundos, blandos, franco o franco-
arcillosos y con subsuelo permeable, pH de 6 a 8 (también 5,5y 6,2), son los

gue presentan las mejores condiciones para su desarrollo (GRAU, 2003).

Segun INFOAGRO (2005), el avellano europeo puede ser plantado en
lugares donde las heladas impidan el desarrollo de otros frutales, sin embargo
localidades libres de heladas son mas seguras. A lo que BARON et. al., (1995);
INIA (2004), agregan que a pesar de que las bajas temperaturas parecieran no
afectar la floracion y su rendimiento, heladas tardias de octubre disminuyen el
namero de yemas en el racimo y brotes suculentos. Las exigencias climaticas
van a variar de acuerdo a los diferentes cultivares, ya que existen cultivares con

mayor grado de adaptacion que otros.

2.4 Malezas

Durante los 3 primeros afios el suelo debe encontrarse limpio mediante
labores culturales o control quimico. Durante los primeros afios los mayores
problemas los constituyen las malezas perennes, ya que compiten con el
huerto. Antes de preparar el suelo se deben identificar las malezas presentes y
si existen malezas perennes se deben controlar con herbicida (glifosato o
sulfosato) antes de que entren en receso (GRAU, 2003).

2.5 Plagas y enfermedades.
Segun GRAU (2003), la mayoria de las enfermedades que atacan al

avellano europeo (Anexo 5) no se encuentran presentes en Chile, lo cual

presenta una ventaja comparativa ante otros paises productores.
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La deteccion oportuna de una plaga o enfermedad permite desarrollar

técnicas de control exitosas o bien frenar su diseminacion.

2.5.1 Plagas. Dentro de las plagas presentes en el pais se citan:

a. Aegorhinus superciliosus, conocido como cabrito de los frutales pertenece a
la familia Curculionidae orden Coledptera. Ataca las raices al estado larval
llegando a producir la muerte del arbol. Los ataque a la parte aérea de la planta
son casi imperceptibles (GRAU, 2003). Segun INIA (2004), el cabrito de los
frutales al afectar los tejidos conductores de las raices provoca el debilitamiento

de la planta reduciendo la produccion.

INIA Quilamapu por medio de estudios ha elaborado un control biologico
que se basa en el uso de organismos entomopatdogenos los que permiten

prevenir y/o controlar la plaga segun cuando se controle (GRAU, 2003).

b. Tettigades chilensis, la chicharra es un insecto de importancia menor, no
obstante en altos niveles poblacionales este insecto puede llegar a ocasionar
graves dafos en ramillas debido a la ovipostura que realizan en ellas. Dafios de
importancia se observan frecuentemente en huertos recién establecidos entre la
VIl y X Region (GRAU, 2003).

c. Callisphyris sp. La sierra es un coledptero cuyo nombre esta dado por el tipo
de dafio que ocasiona. La larva de este insecto penetra las ramas formando
galerias de 8,0 a 9,0 mm de didmetro, de trayectoria tendiente al eje de la rama.
Las galerias formadas por este insecto ocasionan la caida de las ramas

afectadas.

d. Nezara viridula, denominado chinche, es un hemiptero que ataca no solo al

avellano europeo, sino también al avellano chileno (Gevuina avellana Mol). El



11

dafo de éstos insectos es cuando atacan a los frutos desde su formacion. Al
picar el chinche provoca que de esta picadura salga un liquido oscuro que
provoca pequefias manchas irregulares y negruzcas bastante visibles. Si este
ataque ocurre cuando la avellana tiene entre 7 y 8 mm, el tejido alrededor de la
zona afectada necrosa, el fruto toma un sabor amargo y al momento de partirlo
presenta manchas blanquecinas, parduscas y porosas. Esto se traduciria en

pérdidas de peso y de calidad de la avellana (GRAU, 2003).

e. Myzocallis corylii, este pulgdon se encuentra en estado adulto por el envés de
las hojas y en las yemas donde se alimenta chupando jugos de las vias
conductoras. Este tipo de ataque produce un debilitamiento general lo que se
traduce en una disminucién de la cosecha. En Chile, se encuentra en toda el
area de cultivo del avellano europeo. Sin embargo, existen enemigos naturales

gue lo controlan eficazmente (GRAU, 2003).

2.5.2 Enfermedades. Dentro de las enfermedades presentes en el pais se

citan:

a. Agrobacterium tumefaciens, provoca la formacion de agallas de las raices y
a veces en partes enterradas de los tallos de plantas de vivero. Existen datos
que esta enfermedad va asociada a suelos con altos niveles de humedad,
existiendo relacion con aquellas plantas estresadas por asfixia radicular (GRAU,
2003).

b. Armillaria mellea y Rosellinia necatrix provocan la podredumbre radical,
enfermedad muy dificil de erradicar de los arboles afectados. Suele encontrarse
en depdsitos de maderas y en terrenos donde ya existid alguna vez la
enfermedad. Las plantas afectadas por el hongo presentan un desarrollo débil,

hojas amarillentas y mustias, los brotes se desecan y la corteza de la raiz
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muerta presenta unas estructuras en forma de hilos negros que corresponden a

las estructuras de resistencia del hongo (GRAU, 2003).

c. Phytophthora infestans, el ataque de este hongo provoca pudricion de las
raices causando dafos radiculares y del cuello de la planta. El ataque de este
hongo se basa en la penetracion del sistema vascular del arbol perdiendo su
funcién de transportar agua y solutos. Los factores que predisponen a la planta
a un ataque del hongo son: exceso de profundidad de plantacion, suelo que
cubra el cuello del arbol, exceso de riego, suelos muy humedos, suelos muy
compactados o con exceso de arcilla, etc. Por lo tanto, para prevenir la
enfermedad se debe evitar el exceso de humedad producto de los riegos, no
dejar suelo en contacto con el cuello del arbol y tener especial cuidado con

aguellos suelos con una alta capacidad de retencion de agua (GRAU, 2003).

d. Xantomonas campestris pv. corylina, esta bacteria ataca a todo el arbol
ocasionando amarillez de las hojas que con el tiempo se caen al igual que las
ramillas y provoca la muerte de yemas y brotes nuevos. Se pueden observar
cancros especialmente en la zona de las yemas afectadas. Los frutos atacados
presentan manchas café oscuro a negro, rodeadas por mancha acuosa. Estas
lesiones preferentemente ocurren en los lados de la nuez, las lesiones de la

parte basal son mas superficiales e irregulares (GUERRERO y LOBOS, 1987).

Enfermedades producidas por desérdenes fisioldgicos:

a. Avellanas vacias o con grano arrugado. Esta alteracion fisiologica es una de
las méas graves del avellano, se caracteriza por un aborto seminal, polinizacién
insuficiente o una alteracion de la fecundacion que se traduce en la ausencia
del embrion (GRAU, 2003).



13

b. Manchas pardas. Esta enfermedad se manifiesta en frutos que han
alcanzado la mitad o las dos terceras partes de su desarrollo, con la aparicién
de un liquido pardusco en la parte terminal de la avellana. Si este ataque es
precoz, todo el fruto termina por descomponerse. Se cree que la causa de dicho
desorden fisiologico son condiciones ambientales adversas en periodos criticos
del desarrollo de las avellanas (GRAU, 2003).

c. Amentos y glomérulos en grupos. Esta enfermedad consiste en la
agrupacion de los amentos masculinos y femenino desde inicios de su
formacion lo cual termina en un amento no elongado completamente y sin
produccion de polen, necrosandose completamente antes del periodo de
antesis. Se cree que la causa de dicho desorden se debe a estrés provocados

por altas temperaturas al momento de la induccion floral (GRAU, 2003).

d. Amentos deformes. Estos amentos se deforman debido a un crecimiento
anormal, produciendo un amento de mayor tamafio, con bracteas abiertas, que
no producen polen y que finalmente se necrosan y caen. Este desorden
también se encuentra asociado a altas temperaturas en la induccion floral,

observandose con mayor frecuencia en los cultivares Barcelona (GRAU, 2003).

2.6 Cosechay post cosecha de la avellana

Segun GRAU (2003), existen dos tipos de cosecha: la cosecha en verde

y la cosecha en seco.

La cosecha en verde consiste en cosechar la avellana encerrada en su
involucro, lo que obliga cosecharla a mano directamente del arbol (GRAU,
2003).
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La cosecha en seco consiste en recoger las avellanas una vez que se
han desprendido del arbol. La caida de las avellanas puede durar entre 4 a 6
semanas dependiendo del cultivar. Luego de este tiempo las avellanas son
recogidas en forma mecanica o manual (GRAU, 2003). Si se recogen en forma
mecanica, primero se barre y forma una hilera de hojas y nueces, luego en cada
una de las hilera se separan las nueces del resto de los elementos que le
acompafnan (BARON et. al., 1997; INIA, 2004). De acuerdo al cultivar, los frutos
caen sin o con involucro. Los frutos que caen primero no corren riesgo de
deterioro (GRAU, 2003).

En cuanto a la conservacion esta puede ser de forma tradicional
colocando las avellanas a la sombra en una bodega aireada, siendo removidas
con frecuencia. Después de esto a las avellanas se les retira el involucro y se
almacenan en bodegas a la sombra y secas. Otra forma de conservacion es el
de las avellanas frescas que tienen los mismos problemas que un fruto fresco,
pueden ser conservadas por 2 a 3 semanas en camara fria o en la seccion de
legumbres del refrigerador (GRAU, 2003).

Los frutos cosechados en seco, una vez limpios se secan en forma
artificial en secadores para lograr un contenido de humedad de 6 a 8%. Este
porcentaje de humedad permite una muy buena conservacion inicial (GRAU,
2003).

La avellana se conserva mejor dentro de la cascara que sin ella, debido a
que disminuye la exposicion al oxigeno y asi el enranciamiento. Si las
temperaturas no sobrepasan los 21° C las avellanas una vez secas y con
cascara, pueden durar todo el afio. Se pueden almacenar en camara fria a 2-4°
C durante 2 a 3 afos (GRAU, 2003).
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2.7 Sistemareproductivo de Corylus avellana L.

La funcion reproductiva es dar origen a nuevos individuos y perpetuar asi
la especie, aumentar el nimero de plantas de la misma y distribuirlas en un
area mayor (HOLMAN y ROBBINS, 1961).

FRANKEL y GALUM (1977), mencionan que los 6rganos reproductivos
de las espermatofitas, exhiben una cantidad incalculable de expresiones
morfologicas vy fisioldgicas. Las adaptaciones de las flores se relacionan con la
eficiencia de la polinizaciéon y la regulacion del nivel de entrecruzamiento. Esto
ha generado con el tiempo la separacion espacial de los 6rganos sexuales y se
ha convertido en un mecanismo para asegurar la variabilidad genética,
existiendo plantas unisexuales, es decir 6rganos sexuales en flores distintas y

bisexuales, en la misma flor.

Segun lo mencionado por BASTIAS y GRAU, (2004); GRAU (2001);
VALENZUELA et. al., (2002), el avellano europeo es una planta monoica,
presenta en un mismo pie, flores femeninas y masculinas. Ademas, es

autoestéril, por lo que requiere de polinizantes para su reproduccion.

La polinizacion de C. avellana (L.), posee serias limitaciones debido a la
autoincompatibilidad de sus flores, sumado al marcado desfase en la
maduracion de estas durante el desarrollo fenoldgico (dicogamia) (BASTIAS y
GRAU, 2004; BARON et. al., 1995; VALENZUELA et. al., 2002).

La polinizacion anemdfila ocurre durante los meses de invierno, con
bajas temperaturas y lluvias. El pistilo puede quedar receptivo durante varias
semanas (FRANKEL y GALUM, 1977; VALENZUELA et. al., 2002). DE
BERASATEGUI (1997), agrega que el estigma de la flor se mantiene receptivo

por 1 mes desde la aparicion hasta que se deseca, siendo el momento de



16

mayor receptividad 15 dias después de inicio de floracién (estado de punta
roja). Sin embargo, la especie presenta notables adaptaciones para enfrentar
dichas dificultades: abundancia de polen, resistencia de los érganos florales al
frio, gran superficie receptiva, amplia via de acceso de los tubos polinicos,

desfase entre polinizacion y fecundacion (TORRES, 1994).

Una vez ocurrida la polinizacién el tubo polinico crece hasta la base del
estigma entrando a un estado de receso durante unos 4 a 5 meses, para luego
reiniciar su crecimiento y los ovulos sean fecundados (VALENZUELA et. al.,
2001).

2.7.1 Morfologia de la flor. Una flor es un brote de entrenudos muy
condensados, que tiene hojas especialmente adaptadas para la reproduccion,
las cuales son muy diferentes de las hojas del follaje. Comunmente una flor se
origina de una axila de una hoja, esta subtiende a la flor y puede ser igual a una
hoja del follaje o bien puede ser muy diferente en cuyo caso se le denomina
bractea. Dentro de las caracteristicas que hacen diferente a la flor de una
simple rama es que el promeristemo no sigue creciendo, este cesa una vez que
ha formado las hojas florales, las que a su vez estan agrupadas y no
distribuidas a lo largo del tallo. Las yemas comunmente presentes en las axilas
de las hojas del follaje no se encuentran en las hojas florales y por ultimo las
hojas florales pueden producir polen o bien 6vulos (HOLMAN y ROBBINS,
1961).

Las partes de una flor tipica son: sépalos, pétalos, estambres, pistilo
(conformado por ovario, estilo, estigma) y receptaculo. La ausencia de algunas
de estas partes da origen a diferentes tipos de flores. Cuando la flor carece de
una las partes esenciales para la reproduccién se les denomina flores
imperfectas, es decir que las especies que poseen esta caracteristica presentan

flores incompletas estaminadas y flores incompletas pistiladas. Se cree que la
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mayor parte de las especies con flores imperfectas han evolucionado por la
reduccion de una de sus partes de antecesores que presentaban flores
perfectas. El avellano europeo es una de las especies que posee flores
imperfectas (HOLMAN y ROBBINS, 1961). STRASBURGER et. al., (1994)
mencionan que la flor de las Betulaceas posee flores primitivas cuyos

estambres se encuentran a menudo divididos.

C. avellana L. en realidad posee una inflorescencia, es decir, que las
flores se agrupan unidas a través de un pedicelo a un peddnculo en comun. La
inflorescencia es racimosa simple del tipo amento donde una espiga, que
generalmente solo tiene flores pistiladas o estaminadas, eventualmente se
desprende entera de la planta (HOLMAN y ROBBINS, 1961).

2.7.1.1 Flor femenina. Se ubican en la terminacion de las ramillas laterales
(GRAU, 2003) y se retnen en numero de 1 a 5 formando glomérulos rodeados
de bracteas florales soldadas entre si durante la maduracion, dando lugar a una
cubierta lefiosa (VINAS, 2004; GRAU, 2003). Los glomérulos son faciles de
visualizar, ya que de ellos sobresalen los estigmas rojizos, dos por cada pistilo,
cuyo ovario se encuentra envuelto por el caliz piloso (cupula) (INIA, 2004;
GRAU, 2003).

2.7.1.2  Flor masculina. Segun VINAS (2004), la flor masculina del avellano
europeo carece de perianto (caracteristica de las especies de polinizacién
anemofila) y se encuentra dispuesta hacia la parte externa del ramo, en
amentos cilindricos de 4 a 6 cm de largo, colgantes y amarillentos (GRAU,
2003; INIA, 2004), que producen aproximadamente 30 millones de granos de
polen por flor (DE BERASATEGUI, 1997). Cada una posee una escama
trilobulada, algodonosa de color verde claro y de extremidad acuminada y en su
cara interna se insertan 8 estambres sin restos de pistilos (INIA, 2004; GRAU,
2003).
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2.7.1.3 Floraciéon. De acuerdo a lo mencionado por MEDEL y ORUETA
(1986); BARON et. al., (1995; 1997) el desarrollo de los o6rganos florales
femeninos y masculinos se produciria entre los meses de julio y agosto. INIA
(2004), agrega que la flores femeninas florecen entre dichos meses
dependiendo del cultivar y la zona de cultivo. El tipo de polinizacion anemofila
del avellano europeo esté influido por caracteristicas varietales que hacen que
sus resultados difieran mucho entre las localidades y plantas. Otra de las
singulares caracteristicas de la especie, es la fertilizacién de sus 6vulos la que
tiene lugar s6lo 4 a 5 meses después de la polinizacion, a inicios de verano
(MEDEL, y ORUETA, 1986).

2.7.2 Polen. La funcion del polen es actuar como microgametofito haploide en
la reproduccidon de las plantas (GATEN, 2000). KEARNS e INOUYE (1993),
agregan que el polen es el componente esencial de la reproduccién sexual y el
responsable de transmitir el material genético masculino, lo que genera un gran
interés en el mejoramiento genético de las especies de cultivo. De este modo el
polen es el encargado de heredar y trasmitir la mayoria de los genes de
resistencia a enfermedades, plagas y/o condiciones adversas que el medio
presente (SEILER y OLSON, 1999). Por lo que el momento de la disponibilidad
del grano de polen, su viabilidad, germinabilidad y el grado de autoesterilidad de
ciertos cultivares, son factores importantes de considerar (MEDEL, y ORUETA,
1986).

El grano de polen se encuentra protegido por una capa resistente
denominada esporodermis, la cual se encuentra conformada por dos capas, la
exina y la intina (FONT QUER, 1970). La exina se encuentra constituida
principalmente por lipoproteinas, ademas de esporopolenina, ésteres de
carotenoides y polifenoles. La capa mas interna (intina) esta formada por
pectina (KEARNS e INOUYE, 1993).
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2.7.2.1 Descripcion del grano de polen de C. avellana L. DE BERASATEGUI
(1997), respecto a las dimensiones del grano de polen menciona que pueden
medir desde 25 a 30 micrones de diametro. A lo que VINAS ( 2004), agrega que
son triporados y de forma algo eliptica.

FIGURA 2: Grano de polen de C. avellana L.

FUENTE: UNIVERSIDAD DE BERN, (2006).

2.7.2.2 Formacion del grano de polen. El desarrollo del grano de polen
comienza en el crecimiento inicial de las anteras. En los sacos de polen se
producen células jovenes redondeadas llamadas células madres del polen,
cada una de las cuales por medio de dos divisiones sucesivas forma cuatro
granos de polen. Cuando el grano de polen se desprende de la antera, el
nacleo de éstos se ha dividido por mitosis para dar origen a dos nucleos, el
generativo y el vegetativo, los cuales no se encuentran separados por una
membrana celular, sino que el citoplasma que rodea al nucleo generativo se
encuentra fuertemente diferenciado del resto del citoplasma (HOLMAN vy
ROBBINS, 1961).
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2.7.2.3 Germinacion del grano de polen y fecundacion de la ovocélula. Los
granos de polen una vez que llegan a la superficie estigmatica, que se
encuentra cubierta por un liquido viscoso, se adhieren a ella. Al absorber este
liquido, el grano de polen se hincha y luego a través de un poro o bien a través
de una fisura de su exina emite el tubo polinico que es atraido por el estigma.
Este tubo polinico perfora una de las papilas penetrando en el interior del tejido
conductor y segrega por su extremo enzimas (diastasas) que digieren las
células gelificadas de las que se nutre (JEAN-PROST, 1970; GATEN, 2000).
Enseguida el citoplasma del grano de polen se introduce en el tubo polinico
junto con las células vegetativa y generativa en el mismo orden. A medida que
se va vaciando el citoplasma en el tubo polinico, este sigue avanzando por el
tejido conductor del estilo luego el del ovario hasta llegar al évulo, tras lo cual
deja de crecer (JEAN-PROST, 1970).

Un vez formado el tubo polinico, responsabilidad de la célula vegetativa,
libera las células espermaticas al interior de la ovocélula para que sea
fecundada (GATEN, 2000). Para que esto ocurra el grano de polen debe
encontrar un estigma compatible, con las condiciones adecuadas que le
proporcionen los metabolitos y enzimas provenientes de la secrecién de las
células papilares del estigma (MASCARENHAS, 1975).

En el proceso de doble fertilizacion uno de los gametos se fusiona con la
célula huevo y el otro gameto se une al endosperma primario del nucleo
originando un endosperma usualmente triploide (KEARNS e INOUYE, 1993;
JEAN-PROST, 1970).

Para el caso del avellano europeo, después de una polinizacion
compatible, las partes expuestas del estilo y el estigma se marchitan y se tornan
negras. El tubo polinico crece hacia la base del estilo donde la punta del tubo,

conteniendo el nucleo vegetativo y espermatico, forma una estructura irregular
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con paredes de calosa y permanece en este estado de reposo por alrededor de
5 meses. Durante dicho periodo, estimulado por la polinizacion, el tejido
meristemético de la base del estilo comienza a desarrollarse, muy lentamente
primero y luego méas rapidamente hasta transformarse en un ovario maduro.
Cuando la nuez estad cerca de la mitad de su eventual diametro, el saco
embrionario esta completamente desarrollado. Entonces, el tubo polinico
reanuda su crecimiento dentro del ovario, a través de la pared del ovario, a lo
largo de los foliculos del integumento y penetra el évulo para efectuar la
fecundacion del huevo (THOMPSON et. al., 1997).

En el caso de que la polinizacion haya fallado, el estigma puede
permanecer receptivo por 2 a 3 meses. Si la parte del estigma fuese dafiado por
el frio o por abrasion, la parte inferior, protegida por el brote escamoso,

subsecuentemente emerge como tejido funcional (THOMPSON et. al., 1997).

En tamafo relativamente grande de la superficie papilar del estigma, el
largo periodo de receptividad y la habilidad para recobrarse del dafio, asi como
el abundante polen esparcido, son adaptaciones para asegurar el éxito de la
polinizacién anemofila durante periodos de clima invernal (THOMPSON et. al.,
1997).

2.8 Terminologia utilizada

Debido a la gran importancia del grano de polen para los polinizadores
como fuente nutritiva y para las plantas al ser esencial en la reproduccién
sexual, se ha hecho necesario desarrollar técnicas y pruebas para su andlisis,
dentro de los cuales se pueden nombrar: de cuantificacién, medicién de
tamafio, identificacion y viabilidad del polen (KEARNS e INOUYE, 1993).
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Examenes descriptivos, ensayo de viabilidad y pruebas fisiolégicas son
mencionadas por STANLEY y LINSKENS (1974), como las tres formas basicas
de analisis del grano de polen y agregan que en la fruticultura las pruebas de
identificacion y viabilidad son importantes.

2.8.1 Viabilidad polinica. KEARNS e INOUYE (1993), describen la viabilidad
del grano de polen como una medida de la fertilidad masculina, lo que DAFNI y
FIRMAGE (2000), describirian como la capacidad para vivir, crecer, germinar o
desarrollarse del grano de polen. Los mismos autores mencionan la viabilidad
como la capacidad del polen para germinar sobre la superficie del estigma o
bien en estado in vitro, como la respuesta del polen a ciertas tinciones y a la
efectividad de produccién de semillas después de la polinizacion.

En la agricultura el concepto de viabilidad como la capacidad de
germinar, crecer y fertilizar, es muy util para medir la reproducciéon de una
especie y las condiciones de almacenaje de su polen para evitar que se pierda
su viabilidad a través del tiempo (STANLEY y LINSKENS, 1974).

Tincionalidad, madurez del polen, calidad del polen, viabilidad potencial,
vigor, germinabilidad, fertilidad, fertilidad relativa, habilidad para fertilizar, etc.
son sefalados por DAFNI y FIRMAGE (2000), como los términos utilizados por
algunos investigadores para describir la viabilidad polinica. Lo que les permitiria

identificar de una mejor manera la condicién que se desee fijar.

DAFNI y FIRMAGE (2000), sefialan que el concepto de duracion de
viabilidad polinica es el mejor para expresar los resultados experimentales, lo
que se traduce en “el periodo de tiempo en el cual el grano de polen posee una
viabilidad polinica superior al 50%”. Ademas, es importante conocer la calidad
del polen por medio de su poder germinativo (viabilidad), debido a que es un

factor que asegura la fecundacion y con ello la calidad de los frutos, producto
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final del proceso y de importancia econdmica ANDRES et. al., (1999). STONE
et. al., (1995) agregan que la disminucién o pérdida total de la viabilidad polinica
es conocida e inevitable, llegando en ocasiones a ser un proceso muy rapido, lo
cual puede deberse, tanto a la edad del polen como, a la exposicion a

condiciones ambientales de estrés.

STANLEY y LINSKENS (1974), sugieren que el polen recolectado en
campo o retirado del almacenamiento debe ser objeto de un analisis de

germinacion para evaluar su capacidad germinativa.

2.8.2 Longevidad del grano de polen. El término de longevidad polinica
define el periodo en el cual el polen mantiene la capacidad de germinar sobre
un estigma apropiado (receptivo y compatible) (DAFNI y FIRMAGE, 2000).

La duracién de la viabilidad del polen después de la deshicencia de las
anteras es crucial para la polinizacion (STONE et. al., 1995), particularmente
para el cruzamiento. Esto determina la posibilidad de cruzamientos entre
especies (SONG et. al., 2001).

La duracion del grano de polen después de la deshicencia de la antera
varia segun el contenido de carbohidratos presentes en él, ya que éstos
protegen a la membrana de la desecacion dando mayor longevidad al polen
(DAFNI y FIRMAGE, 2000).

2.8.3 Germinabilidad polinica. El término germinabilidad, al igual que
fertilidad y habilidad de fertilizacion, son mas restrictivos que el término de
viabilidad. Un grano de polen puede tener la capacidad de germinar, pero no
tener las condiciones adecuados para hacerlo. O bien tener la habilidad de
germinar, pero no tener la capacidad de fertilizar un évulo por incompatibilidad.

Estos términos reflejan mejor una medida de germinacién o porcentaje de
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fertilizacion que el término de viabilidad (Cuadro 1) (DAFNI y FIRMAGE, 2000).

CUADRO 1 Terminologia utilizada en viabilidad del polen

Etapa de desarrollo

Criterio

Terminologia recomendada

Formacion de polen

Granos de polen intacto

Germinacioéon

In vivo

In Vitro

Fertilizacion y establecimiento de

6vulo fecundado

Polen fértil o infértil
Presencia de citoplasma
Plasmalema intacto
Presencia de actividad

enzimatica

Germinacion sobre el
estigma, longitud del tubo
El tubo polinico es igual o

mayor al diametro del grano

Produccion de semilla

Esterilidad polinica
Tincionalidad

Tincionalidad

Tincionalidad

Germinabilidad estigmatica

Germinabilidad

Habilidad de fertilizacion

FUENTE: DAFNI y FIRMAGE, (2000).

2.9

Factores que afecta la viabilidad y longevidad polinica

Existen diversos factores que afectan la viabilidad polinica, tanto en

almacenaje como, al momento de la colecta. Entre ellos se pueden nombrar la

temperatura y humedad relativa del medio, hora del dia, estado floral, etc.
(KEARNS e INOUYE, 1993).

Otro de los factores que afectan la viabilidad polinica son el tiempo y la

metodologia usada en la colecta del polen (anteras y/o flores) (KEARNS e

INOUYE, 1993), la hora del dia en que se colecta el polen y el estado de

desarrollo floral de donde este proviene. Las exposiciones a la luz ultravioleta y

al ozono también pueden afectar su viabilidad reduciéndola en algunas
especies (STANLEY y LINSKENS, 1974).
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La pérdida de viabilidad del grano de polen es algo inevitable, pudiendo
llegar a ser demasiado rapida debido a la edad del polen y a la exposicién de

estrés de tipo medioambiental (STONE et. al., 1995).

Efecto estacional

Condiciones durante la
microesporogénesis

Variabilidad genética
interespecifica

Suministro
de nitrégeno

Tiempo de
antésis

Medio
Ambiente

Humedad
Temperatura

Factores
Internos

Metabolismo
del polen

Vector polinizador

Viabilidad

Antes o Después de p0| inica
antésis (Secrecién de insectos)
[
Donde ocurre la
deshidratacion Morfologia
~

Ubicacién de
la flor

Apertura
floral
Suspensién Proteccion de
del céliz las anteras

FIGURA 3: Factores que afectan la viabilidad del grano de polen.

FUENTE: DAFNI y FIRMAGE, (2000).

La viabilidad polinica es méxima en la deshicencia de la antera,
diminuyendo rapidamente a través del tiempo, aln mas si es expuesto al

ambiente (KEARNS e INOUYE, 1993).
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La edad de la planta también afecta la viabilidad del polen, este es el
caso de Austrocedrus chilensis (D. Don), donde a medida que avanza la edad
de la planta la cantidad de polen inviable aumenta (AIZEN y ROVERE, 1995).

Otros de los factores que afectan la viabilidad del polen es la utilizacion
de algunos compuestos quimicos, que afectan la calidad del polen. Algunos
fungicidas inhiben, por ejemplo, la germinacién del polen al mismo tiempo que
reducen el crecimiento del tubo polinico, tanto en forma in vivo como, in vitro
(CABELLO, 2003).

El factor genético es otro de los que afectan la viabilidad polinica (DAFNI
y FIRMAGE, 2000; GIL-ALBERT, 1980) el cual es irreversible y el hecho de que
algunos cultivares desarrollen polen estéril o no, es una respuesta directa a
fendmenos tales como, hibridismos, poliploidias y/o mutaciones, debido a la

excesiva reproduccién vegetativa de los frutales (CABELLO, 2003).

2.9.1 Almacenamiento de los granos de polen. DAFNI y FIRMAGE (2000),
sefalan que la forma de agruparse del polen hace variar su longevidad, ya que
cuando el polen se presenta agrupado se protege de la desecacion y de los
efectos de la luz ultravioleta. A lo que se suma la presencia de sustancias
viscosas que contienen algunos granos de polen, condicion que aumenta su

grado de proteccion a diferencia del polen seco y polvoriento.

Los mismos autores agregan que el contenido y calidad de los
carbohidratos presentes en los granos de polen, también hacen variar la
duracién de la viabilidad (longevidad del grano de polen), ya que protegen a la

membrana otorgandole mayor longevidad polinica.

La importancia del almacenamiento adecuado para cada tipo de polen se

debe a que facilitaria el cruzamiento de especies que poseen diferentes
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periodos de floracién y para aquellas especies que se encuentran en diferentes
localidades (CABELLO, 2003). Ademas de contribuir a la preservaciéon del
germoplasma. El almacenaje debe ser a temperaturas cercanas a los 5° C,
hasta temperaturas de criopreservacion de -180° C hasta -271° C, lo que debe ir
acompafado por un ambiente de baja humedad relativa (STANLEY vy
LINSKENS, 1974).

Segun CABELLO (2003), los factores de mayor relevancia en el
almacenamiento de polen son la temperatura y la humedad relativa. STANLEY
y LINSKENS (1974), se suman a dichos factores el gas atmosférico y la presion

parcial del oxigeno, entre otros.

2.9.2 Humedad relativa. STANLEY y LINSKENS (1974), sefialan que la
humedad relativa es el factor mas decisivo en la viabilidad de polen sometido a
almacenaje (longevidad) y que se podria afirmar la existencia de una relacién
negativa entre la humedad relativa y la viabilidad del polen almacenado. Sin
embargo, existen especies que se ven afectadas por humedades relativas de

almacenaje muy bajas o muy altas.

Segun CABELLO (2003), la reduccion de la humedad relativa aumenta la
longevidad del polen si se combina con temperaturas de almacenamiento por
debajo de los 0° C. Lo cual, concuerda con lo sefialado por STANLEY vy
LINSKENS (1974), quienes agregan que existen especies que requieren de un
pre-secado antes del almacenamiento a 0° C y que el almacenamiento a bajas

temperaturas es mejor que a altas temperaturas.

2.9.3 Temperatura. Temperaturas cercanas a los 0° C prolongan la viabilidad
del polen, sin embargo, el contenido de humedad también ha de ser
considerado, ya que existen algunos tipos de pdélenes que almacenados a -12°

C presentan mayor longevidad a humedades de 28% que aquellos
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almacenados con un 56% de humedad. Cabe destacar que de estudios
realizados en diferentes especies almacenadas a bajas temperaturas,
demostraron preservar la viabilidad de sus podlenes mejor que aquellos
almacenados a altas temperaturas (STANLEY y LINSKENS, 1974).

2.9.4 Gas atmosférico. Granos de polen almacenados en condiciones de
oxigeno puro redujeron su longevidad a diferencia de otros que se almacenaron
en camaras selladas con un mayor porcentaje de didxido de carbono. Sin
embargo, el almacenamiento como ya se dijo varia segun la especie, ejemplo
de ello son el género Pinus cuyo polen almacenado a temperatura ambiente
con nitrégeno gaseoso mantiene su viabilidad por mas de 100 dias (SATNLEY y
LINSKENS, 1974).

2.10 Métodos para determinar la viabilidad polinica

Existe una variedad de factores que afectan la metodologia usada para
evaluar la viabilidad polinica, entre éstos se nombran: contenido de sacarosa,
actividad enzimatica, contenido citoplasmatico, condicion fisica en integridad del
plasmalema ante la temperatura y la exposicion al aire, etc. (DAFNI vy
FIRMAGE, 2000).

Para determinar la viabilidad polinica de una especie existen diferentes
métodos y pruebas, donde la eleccidon de una de ellas dependera de la especie
en estudio y de la relacion existente entre la viabilidad y la fertilidad (DAFNI y
FIRMAGE, 2000).

De todos los métodos existentes ninguno es mejor que otro, ya que todos
presentan ventajas y desventajas para determinar la viabilidad del polen. Es
debido a esto que ninguno es capaz de confirmar si una muestra de polen es

inviable y por lo tanto imposibilitada para fertilizar. De este modo, todos los
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métodos existentes sélo nos entregan una estimacion de la variable medida
(DAFNI 'y FIRMAGE, 2000).

RODRIGUEZ-RIANO y DAFNI (2000), recomiendan utilizar varias
pruebas simultaneamente para obtener resultados que reflejen de forma mas

cabal el real desempefio que puedan tener los granos de polen analizados.

Los métodos directos son definidos por STANLEY y LINSKENS (1974),
como aquellos que requieren de la germinacion para estimar la capacidad de
germinacion y la viabilidad polinica. Por lo tanto, este método consiste en
depositar el polen sobre el estigma y determinar si produce semilla o no. La
ventaja de este método es que entrega una medida inequivoca (a menos que la
especie sea apomictica o agamospérmica) y la desventaja de que requiere de
mucho tiempo (KEARNS e INOUYE, 1993).

Los métodos indirectos son mucho mas rapidos que los directos y se
basan en la relacion existente entre la capacidad de fertilizar los 6vulos con
determinadas caracteristicas fisioldgicas y/o fisicas del grano de polen. Dentro
de estos métodos se encuentran el examen fluorocromético, test de la actividad
enzimatica y el test de tincién de células polinicas, etc. (KEARNS e INOUYE,
1993).

Existen pruebas que junto con determinar la viabilidad polinica
determinan su carga, es decir, la cantidad de granos de polen en la antera. Este
es el caso de la tincion con anilina azul, lo cual demanda mucho trabajo por el
conteo manual (KELLY et. al., 2002). Sin embargo, existe una metodologia
propuesta por el mismo autor que combina la viabilidad polinica con el tamafio
del grano de polen. Este método utiliza un contador electrénico facilitando el

trabajo de contar los granos de polen viables y no viables, el problema de este
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es que hay que calibrar los tamafios del polen de la especie y se debe

comparar los resultados con otras pruebas de viabilidad.

2.10.1 Germinacion in vivo. Este método mide la geminacién del polen sobre
el mismo estigma. La ventaja de este método es que simula la polinizacion
natural generando resultados de mayor validez que los resultados in Vitro
(DAFNI y FIRMAGE, 2000). La desventaja de este método es que debe ir
acompafiado de otro andlisis, como pruebas de receptividad o madurez del
estigma. Ademas, el polen puede ser que no germine sobre el estigma por
problemas de incompatibilidad, o bien que germine en el estilo y al igual que en
el caso anterior falle posteriormente por incompatibilidad. Otra de las
desventajas es que si se toma como medida la produccion de semillas la
obtencion de los resultados demorara (STONE et. al., 1995). El problema de
incompatibilidad esta asociado a la autoesterilidad, caracteristica que se
presenta en muchos frutales, por lo tanto, es recomendable realizar ensayos
previos comprobando si esta situacion se presenta en la especie en estudio
(GIL-ALBERT, 1980).

2.10.2 Germinacion in vitro. Este método al igual que el anterior también mide
la germinabilidad, sin embargo, bajo condiciones especificas del medio y de
temperatura. Es bastante simple, rapido y completamente cuantitativo y simula
las condiciones que se presentan en el estigma y que muchas veces es mas

seguro que las pruebas de “tincién” (CABELLO, 2003).

La germinacion del polen en forma in vitro puede ser en agua (algunas
Gimnospermas), en solucion de sacarosa o en solucion de sacarosa sobre agar
o gelatina como medio. Los rangos apropiados de sacarosa en solucion van
desde un 2% a un 40% dependiendo del 6ptimo para cada especie, los cuales

pueden ser establecidos empiricamente. Concentraciones muy bajas o muy
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altas podrian provocar que el polen se reviente o se deshidrate (KEARNS e
INOUYE, 1993).

En la naturaleza el agua, el azdcar y los amino &cidos son suministrados
por el estilo para nutrir el crecimiento del tubo polinico. Para muchas especies
el boro y el calcio son requeridos para el crecimiento del tubo polinico. El boro
es suministrado por el estigma y el estilo de algunas especies, facilitando el
transporte del azlUcar y posee un rol en la produccion de pectina en el tubo
polinico al igual que el calcio, el cual se encuentra en la superficie de algunos
granos de polen y es requerido frecuentemente en la germinacién para controlar
las condiciones osmoéticas, y su gradiente puede regular el crecimiento del tubo
polinico en el estilo. Medios que contengan sacarosa, acido bérico y calcio son
requeridos por al menos 79 géneros para la germinacion in vitro (KEARNS e
INOUYE, 1993).

Los resultados obtenidos por este método pueden variar dependiendo de
la especie o del cultivar, composicion del medio, temperatura y duracion de la
prueba (STANLEY y LINSKENS, 1974). DAFNI y FIRMAGE (2000), agregan
qgue el tiempo de coleccién, las condiciones de almacenaje y la densidad del
polen sobre el medio de cultivo, también afectan los resultados.

Un serio problema de este tipo de germinacion es el gran niumero de
granos de polen requeridos para incrementar el porcentaje de germinacion y el
largo del tubo polinico. Este problema puede ser rectificado adicionando calcio y
boro para estimular la germinacion. Brewbaker y Kwack (1963), desarrollaron
un medio para corregir dichas deficiencias (KEARNS e INOUYE, 1993).

La desventaja de este método es que existe la enorme posibilidad de
errores por efectos del medio de cultivo (SONG et. al., 2001) y por los factores

medioambientales (ANDRES et. al., 1999). Ademas, la germinacion del polen
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es controlada por el nacleo vegetativo y puede ocurrir a pesar de que el nacleo
generativo viable esté ausente (DAFNI y FIRMAGE, 2000).

2.10.3Tincién diferencial de “Alexander”. Este método al tefiir el polen
permite diferenciar el polen abortado del no abortado (ALEXANDER, 1980). Sin
embargo, también tiende a tefiir los granos de polen viejo o muerto (no viable) y
no tiene correlacion con el método de germinacion in vitro (DAFNI y FIRMAGE,
2000).

2.10.4Indicador de peroxidasa (parafenilendiamina). Este método utiliza
como reactivo el parafenilendiamina (p-fenilendiamina), el cual segun DAFNI y
FIRMAGE (2000), es muy sensible a cambios de luz en células vegetales, por lo
que debe ser transportado y manipulado en oscuridad dificultando ain mas su

uso.

2.10.5Reaccion de diacetato de fluoresceina (FCR). Este método verifica dos
aspectos de la viabilidad: la actividad enzimatica y el estado de la membrana.
La desventaja de este método es la baja disponibilidad de tiempo para el
conteo, debido a que la muestra dura alrededor de 15 minutos. Ademas, los
datos obtenidos no se correlacionan con la produccién y con la prueba de
germinacion in vitro y se debe realizar un adecuado pre-hidratado del polen
(DAFNI 'y FIRMAGE, 2000).
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3 MATERIAL Y METODO

3.1 Material
A continuacién se describiran los materiales utilizados para la realizacion

de este estudio.

3.1.1 Lugar de recoleccion. El ensayo se realizd con polen extraido de un

predio ubicado en la localidad de Antilhue, a 30 Km de Valdivia.

3.1.1.1 Caracterizacion climatica. El clima de la X Region es templado
lluvioso con influencia mediterranea. En cuanto a las temperaturas estas son
equilibradas y solo ocasionalmente se registran temperaturas bajo los 0° C, la
media de los meses de verano (diciembre, enero y febrero) alcanza los 17° C,
mientras que en la época invernal bajan hasta los 9° C en promedio
(METEOCHILE, 2006).

El clima de Valdivia se caracteriza por las altas precipitaciones con un
promedio anual de 2400 mm. Estas precipitaciones se encuentran distribuidas
en forma marcada, recayendo la época mas lluviosa en los meses de invierno y
ocasionalmente en los meses de otofio. El verano se presenta mas seco,

aungue se registran algunas precipitaciones (METEOCHILE, 2006).

En la region existen numerosos lagos, los que ayudan a mantener la
homogeneidad térmica y son fuentes de humedad, caracteristica de este clima
cuyas medias de humedad son superiores al 80% y no hay meses con
humedad media inferior a 75% (METEOCHILE, 2006).
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3.1.2 Material vegetal. EI material vegetal utilizado para los analisis de
viabilidad y germinabilidad del polen correspondi6 a amentos de avellano
europeo (Corylus avellana L.), del cultivar Du Chilly y de la seleccion clonal
Santa Rosa (arboles de 6 afios de edad, aproximadamente), elegidos al azar de
cada uno de los tres potreros (Anexo 6). Los amentos presentaban las
caracteristicas de madurez 6ptima (mayor apertura y separacion entre las
flores, hojas estan mas abiertas, las anteras muy turgentes y de un color

amarrillo intenso) para la liberacion del polen en estudio.

Para la evaluacion de la llegada de polen a la superficie del estigma se
recolectaron flores femeninas maduras, del potrero 3, ya que en dicha instancia
el numero de flores era extremadamente bajo por arbol y sélo se autorizé la
extraccion de flores desde dicho potrero, alcanzando un total de 22 flores para

el cultivar Du Chilly y de 31 flores para la seleccion clonal Santa Rosa.

3.1.3 Materiales e instrumentos utilizados en campo. En el campo para la
recoleccion de los amentos se utilizaron: bolsas de papel, tijeras, lapices, cinta
adhesiva y bolsas plasticas. Para la extraccion de las inflorescencias
femeninas: pinzas, placa con medio nutritivo Brewbaker y Kwack (BK) con agar
y lactofenol, pinza, cinta adhesiva y lapices.

3.1.4 Material de laboratorio. En laboratorio se usaron los siguientes
materiales: placas Petri, porta y cubre objetos, pinzas, aguja enmangada, pipeta
Pasteur, tubos Eppendorff, termémetro, mecheros, alcohol de 95°, nova, cloro,
jabon, refrigerador, calentador a Bafio Maria (Ika-Heizbad HB-250), microscopio
(Carl Zeiss,10x), lupa (Carl Zeiss, 40x), contador manual de células (Hand Taly
Counter N° 1), reactivo fijador y de contraste (lactofenol), medio de germinacion
Brewbaker y Kwack (BK), reactivo parafenilendiamina (RODRIGUEZ-RIANO y
DAFNI, 2000) y agua destilada (Ver la composicion de los reactivos y medio de

cultivo en Anexo 7).
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3.2 Periodo de andlisis

La recoleccion de los amentos se llevo a cabo el dia 15 de julio 2004.
IniciAndose el trabajo de laboratorio el 17 de julio 2004 vy finalizé el 21 de enero
2005. Para el caso de los analisis de cuantificacion de polen sobre el estigma,
la recoleccion de estas se realizd el dia 24 de septiembre 2004. La
contabilizacién de los granos de polen sobre el estigma se inicié el 01 de
octubre 2004 y terminé el dia 21 de noviembre 2004. Todos los andlisis se
realizaron en dependencias del Instituto de Botanica de la Universidad Austral
de Chile.

3.3 Método

Para evaluar los objetivos propuestos de esta investigacion se realizaron

las siguientes metodologias.

3.3.1 Determinacion del porcentaje de viabilidad polinica. Una vez
recolectadas las muestras al azar de cada éarbol (3-5 amentos,
aproximadamente), también escogidos al azar por cada potrero (1, 2 y 3), tanto
del cultivar Du Chilly como de la seleccion clonal Santa Rosa; las muestras de

polen fueron trasvasijadas a tubos Eppendorff, para facilitar su manejo.

Para el caso del cultivar Du Chilly las muestras de polen se colectaron de
un total de 12 arboles del potrero 1, 15 arboles del potrero 2 y 16 arboles del
potrero 3. En cuanto a la seleccion clonal Santa Rosa de un total de 42 arboles

12 pertenecian al potrero 1, 15 al potrero 2 y 14 al potrero 3.

Para determinar la viabilidad del polen de C. avellana (L.), seleccion
clonal Santa Rosa y cultivar Du Chilly, se tifieron los granos de polen con el
reactivo de p-fenilendiamina, descrito por RODRIGUEZ-RIANO y DAFNI (2000).
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Para tefiir los granos de polen primero se debié calentar a Bafio Maria el
reactivo hasta alcanzar los 35° C. Sobre un portaobjeto se colocaron 2-3 gotas
del reactivo, sobre el cual se dejo caer el polen y se cubrié con un cubreobjeto
para luego de 10 minutos mantenidos en oscuridad, contabilizar los granos de
polen viables, no viables y abortados con un contador manual y bajo
microscopio (10X). Segun el método de RODRIGUEZ-RIANO y DAFNI (2000),
los granos de polen tefiidos de café oscuro son considerados viables, los de
color café claro son no viables y los granos de polen no tefiidos o transparentes

son considerados abortados (Anexo 8).

Todo el proceso se realiz6 bajo la maxima oscuridad que pudiera
lograrse en el laboratorio, debido a la fotosensibilidad del reactivo. Los
recuentos para cada arbol se hicieron con cuatro portaobjetos y cinco areas de
conteo en cada uno, alcanzando un total de 20 conteos por cada muestra
recolectada por arbol, con un promedio de 2000 granos de polen contabilizados.
El &rea de conteo correspondia a toda el &rea cubierta por el ocular.

Para la obtencién del porcentaje de viabilidad de los recuentos realizados

se utilizo la siguiente formula:

% viabilidad=_N° de granos de polen de color café oscuro X 100 (3,1)

N° de total de granos de polen presentes

3.3.2 Determinacién del porcentaje de viabilidad polinica a través el
tiempo de almacenaje. Se realizaron mediciones a los 30, 60, 120 y 180 dias
desde recolectado el polen. Cada arbol muestreado se debid categorizar de
acuerdo a los porcentajes de viabilidad obtenidos de la primera medicion y en
base a ello se mezclaron las muestras. La categorizacion y mezcla del polen de
los arboles muestreados (Anexo 8), se realizd sobre la base de que en la

naturaleza y en las especies anemofilas en general, la dispersion del polen es al
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azar y de esta misma manera es que llega al estigma. En base a esto y a que la
cantidad de polen producido y recolectado de los arboles seria insuficiente para
realizar las mediciones en el tiempo, es que se mezclaron las muestras de

polen.

Las categorias se hicieron basandose en lo mencionado por DAFNI y
FIRMAGE (2000), quienes definen la duracion de la viabilidad polinica como “el
periodo de tiempo en el cual, los granos de polen poseen mas del 50% de
viabilidad”. De esta manera, las categorias I, I, Il y IV representan los
siguientes rangos de viabilidad: 100-80%, 79,9-50%, 49,9-20& y 19,9-0%,

respectivamente.

El almacenaje se realizé en tubos Eppendorff individualizados para cada
categoria, por potrero y cultivar o seleccién clonal. Bajo condiciones de
temperaturas de 4° C y humedades relativas de 40% aproximadamente, en el
refrigerador propiedad del Laboratorio Central del Instituto de Botanica de la

Universidad Austral de Chile.

El procedimiento de laboratorio correspondié al mismo citado en el punto
3.3.1 del presente texto.

3.3.3 Determinacién de la germinabilidad polinica a través el tiempo de
almacenaje. Previo a la medicion se realizaron pruebas de germinacién sobre
el medio BK con diferentes concentraciones de sacarosa y de micronutrientes,
para evaluar y elegir el medio que mejor representara las necesidades del polen
estudiado. Luego de las pruebas pertinentes con 3 diferentes medios BK (1, Ay
B), se llego a la conclusion de que el medio nutritivo que se debia utilizar era el
medio BK tipo A con un 10% de sacarosa. El medio fue preparado de acuerdo

al protocolo de Brewbaker-Kwack, almacenandose en un matraz y se esterilizd
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en autoclave. Los medios permanecieron en refrigeracion a 4° C,

aproximadamente.

Para determinar la germinacion del polen de C. avellana L., seleccion
clonal Santa Rosa y cultivar Du Chilly, se cultivaron los granos de polen en el

medio BK tipo A durante 4 dias a 21° C en la estufa.

La siembra del polen, se realizé sobre portaobjetos excavados en los
cuales se depositaba el medio BK tipo A, previamente calentado a Bafio Maria
hasta alcanzar un estado liquido, procurando dejar el fondo de la cavidad
cubierta con el medio. Después de unos segundos de colocado el medio se
sembraba el polen tomado al azar y esparcido de forma uniforme sobre el agar
nutritivo. Luego se agregaba sobre el medio y el polen, una gota de agua estéril
y se cubria cada portaobjeto excavado con otro invertido, para mantener la
humedad relativa y evitar con ello la deshidratacion y la contaminacion con
microorganismos (Anexo 9). Previo a la siembra los granos de polen fueron

prehidratados por 25-30 minutos en camaras humedas utilizando placas Petri.

Las pruebas de germinacion se realizaron en forma paralela a las

pruebas de viabilidad a los 30, 60, 120 y 180 dias, aproximadamente.

Los granos de polen germinados fueron considerados aquellos cuyo tubo
polinico (longitud), fuese igual o mayor al diametro del grano de polen
(STANLEY y LINSKENS, 1974). Para calcular el porcentaje de granos de polen

germinados se utilizé la formula (3,2).

% de Germinacion= N° de granos de polen germinado X100 (3,2)

N° total de granos de polen



39

Las mediciones fueron realizadas en dos portaobjetos excavados para
cada categoria de cada potrero y cultivar (con dos excavaciones cada uno) y
con 5 areas de conteo (repeticion por excavacion), alcanzando un total de 20

conteos para cada una de las muestras.

El conteo del polen germinado y total de cada una de las areas se realizo
con la ayuda del contador manual y el reactivo lactofenol como medio de
contraste y fijador. Las observaciones se realizaron con la ayuda de un

microscopio Carl Zeiss (10x).

3.3.4 Evaluacion de la llegada de polen a la superficie del estigma. Para la
cuantificacion de la llegada de polen a la superficie del estigma de las flores de
la seleccion clonal Santa Rosa y del cultivar Du Chilly, se recolectaron flores
femeninas maduras. Inmediatamente después de colectadas, las flores eran
colocadas en un medio nutritivo BK con agar y lactofenol, este dltimo para su
fijacion y tincion, ademas de evitar el desarrollo de agentes patégenos que
dificultasen las observaciones a realizar. La placa con las muestras era

mantenida en el refrigerador a temperatura de 4° C.

Cada flor era desmenuzada bajo lupa (Carl Zeiss, 40x), dejando sélo los
8 pistilos, desde los cuales se contabilizaban los granos de polen en el estigma,
estilo, libres y granos de polen extrafios (de otras especie). Los granos de polen
libres son considerados aquellos que se encontraban sobre otros granos de
polen adheridos al estigma y que se liberaron al medio por movimientos

provocados durante la extraccion de los pistilos y por efecto del lactofenol.

La superficie del estigma es marcadamente diferente a la superficie del
estilo por la presencia de abundantes papilas que atrapan a los granos de
polen. Esta condicidon permitia la diferenciacion de los granos de polen que se

encontraban sobre el estigma y sobre el estilo. En cuanto a los granos de polen
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extrafios se consideraron aquellos que pertenecian a otras especies ajenas a C.
avellana L., dentro de las cuales destacaban, Nothofagus dombeyi, Nothofagus

obliqua, Gevuina avellana Mol, Salix caprea, entre otras.
Para el céalculo de la llegada de polen al estigma de la flor se considero
como un 100% la totalidad de los granos de polen antes mencionados y se

utilizé la férmula siguiente:

% de llegada de polen = N° de granos de polen estigma X100 (3,3)

N° total de granos de polen

3.4 Anélisis estadistico

Para determinar si existen diferencias significativas en la viabilidad del
polen recolectado, se consideraron como factores los cultivares y los potreros,
con los cuales se realizaron andlisis de varianza con un nivel de confianza de
95%, atendiendo la existencia de una diferencia estadisticamente significativa si
P-valor <0,05.

Para la evaluacion de la viabilidad del polen a través del tiempo de
almacenaje, primero se clasificaron los arboles evaluados anteriormente en
categorias I, II, lll y IV. Para determinar la viabilidad del polen a través del
tiempo de almacenaje (dias) se consideraron como factores fijos los cultivares,
potreros y categorias y como covariable el tiempo de almacenaje. A estos
factores se les aplicd un analisis de covarianza con un nivel de confianza de
95%, considerandose la existencia de diferencias estadisticamente

significativas si el P-valor <0,05.

Para la evaluacion de la germinabilidad del polen a través del tiempo de

almacenaje (dias), se evaluo para las categorias I, Il, Il y IV, considerandose en
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los andlisis estadisticos los mismos factores del analisis de viabilidad a través

del tiempo del almacenaje.

Para aquellas variables que presentaron diferencias estadisticamente
significativas se aplicO un analisis de comparaciones multiples de Tukey
(MONTGOMERY, 2005).

En la cuantificacion de los granos de polen sobre la superficie del
estigma se evaluaron las medias de granos de polen sobre la superficie del

estigma, estilo, libres y extrafios.

Para todos los andlisis estadisticos se utilizaron los programas
STATGRAPHIC PLUS 5.0 y SPSS 10.0.
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4 PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

A continuacién se presentaran los resultados obtenidos de los ensayos y

andlisis realizados para lograr el objetivo de determinar la viabilidad polinica.

4.1 Viabilidad actual del polen recolectado del cultivar Du Chilly y de la

seleccion clonal Santa Rosa de Corylus avellana L.

De los resultados obtenidos de este ensayo (Cuadro 2), se desprende
que el porcentaje de viabilidad polinica para el cultivar Du Chilly y la seleccién
clonal Santa Rosa, presenta diferencias estadisticamente significativas entre los
potreros (1, 2 y 3) (P-valor < 0,05). En cuanto a los cultivares y a la interaccién
potrero-cultivar no presentaron diferencias estadisticamente significativas (P-
valor < 0,05).

Las medias de viabilidad obtenidas para la seleccién clonal Santa Rosa y

el cultivar Du Chilly fueron de 53,7% y 52,4%, respectivamente.

Las diferencias entre los potreros (1, 2 y 3), (Anexo 14) pueden
interpretarse como una respuesta directa de los arboles a las condiciones
edaficas (Cuadro 3) y climaticas del lugar. Lo cual se respalda en lo
mencionado por GRAU (2003), autor que sefiala que la fertilizacion y el riego
son una de las labores mas importantes para cualquier frutal, ya que estos se
estableceran por muchos afos y debera cubrir las necesidades béasicas durante
toda la vida del arbol. EI mismo autor sefiala que son dos las principales labores
de fertilizacion que deben ser realizadas en un huerto frutal, la fertilizacién base

y la fertilizacion anual.
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CUADRO 2 Efecto de los potreros (1, 2 y 3), cultivares (Du Chilly y
seleccion clonal Santa Rosa) e interaccion potrero-cultivar

en la viabilidad polinica de C. avellana L.

Factor Viabilidad (%)
Cultivares
53,7
2 52,4
DHS n.s
Potreros
1 73,0 a
66,3 a
3 30,8b
DHS 0,0000

Interaccién potrero-cultivar

11 70,9
1-2 63,6
2-1 34,3
2-2 75,1
3-1 69,2
3-2 27,6
DHS n.s

Cultivar 1: seleccioén clonal santa Rosa; cultivar 2: cultivar Du Chilly.
Letras distintas en el andlisis de cada factor representa diferencias estadisticas

significativas (Tukey P-valor < 0,05).

En el predio, antes de la plantacion, realizaron analisis de suelos para los
tres potreros (Cuadro 3). De estos analisis se estim6 conveniente elevar el pH.
Para lo cual se realizaron enmiendas calcareas utilizando Magnecal®. Lo cual
se ve respaldado por GRAU (2003), quien recomienda aplicar enmiendas
calcareas para suelos que presenten un pH inferior a 5,6, ya que esta enmienda

mejorarda el crecimiento y rendimiento del huerto.

! REIZE, F. 2005. Propietario. Comunicacién personal.
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Continuando con la fertilizacion base GRAU (2003), menciona que esta
comprendida por un abono organico y un abono mineral, cuyos objetivos son
elevar la fertilidad del suelo y aportar esencialmente fésforo y potasio,

respectivamente.

Cuadro 3 Anélisis de suelos de los potreros 1,2y 3.

Potrero

Medicién 1 2 3
pH (1:2,5) agua 6,0 6,2 6,2
pH (1:2,5) CaCl, 0,01 M 54 5.3 54
Materia organica (%) 4,0 2,0 4,2
Fosforo aprovechable (ppm) 12,8 7,6 13,9
*Potasio intercambiable (ppm) 102 55 70
*Sodio intercambiable (meg/100 g.s.s.) 0,03 0,02 0,05
*Calcio intercambiable (meq/100 g.s.s.) 4,00 3,49 6,20
*Magnesio intercambiable (meq/100 g.s.s.) 0,75 0,65 1,29
Suma de bases intercambiable (meqg/100 g.s.s.) 5,04 4,30 7,72
Aluminio intercambiable (meqg/100 g.s.s.) 0,04 0,05 0,05
Saturacién de aluminio (%) 0,8 1,2 0,6
Azufre disponible (ppm) 2,1 2,0 2,3
Boro disponible (ppm) 0,3 0,3 0,3
Zinc disponible (ppm) 0,8 0,6 1,0

Los analisis se realizaron de muestras de suelos de los diferentes potreros a 20 cm de
profundidad para cada uno.

*Constituyen la suma de bases.

CORFO (1983), presenta estandares para los niveles de materia
organica sobre 1,5% para el caso de suelos de tipo secano y sobre el 2,0%
para el caso de suelos de regadio. Por lo tanto, de los analisis de suelos del
predio, se desprende que sus porcentajes de materia organica se encuentran
dentro de los niveles requeridos por el avellano europeo. Condicion por la cual

el propietario no consider6 necesaria la fertilizacion con abonos organicos.
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En lo que concierne a los aportes de abono mineral en el predio no se
llevé a cabo una fertilizacion previa a la plantacion. Lo que ha originado, como
se ha observado en terreno, un desarrollo inadecuado de las plantas. Esto se
respalda en el hecho de que macronutrientes primarios como nitrogeno, fosforo
y potasio se encuentran relacionados con las principales actividades de la
planta, como lo son la utilizacion de los carbohidratos, almacenaje vy
transferencia de energia en todos los procesos de la planta, componentes
estructurales de un sinniumero de compuestos (acidos nucleicos, fosfolipidos,
fosfoproteinas, etc.), activacion enzimatica, regulacion hidrica, entre otros
(RUSSELL y RUSSELL, 1959).

Otro de los minerales de suma importancia para este frutal es el boro
disponible. De los analisis de suelos del predio se desprende que, los niveles de
boro disponible son demasiados bajos en cuanto a los requerimientos de la
planta, ya que el boro es de vital importancia en la maduracion de las
estructuras reproductivas?.Lo cual, se ve reflejado en la viabilidad y cantidad de
polen producido por los arboles muestreados. Por lo tanto, no es posible
esperar un desarrollo de los granos de polen con una viabilidad adecuada para

resistir los 3 a 4 meses previos a la fecundacion del évulo.

En lo que respecta a la suma de bases, esta es baja para los tres
potreros siendo el 6ptimo para el frutal aproximadamente 10 meg/100 g.s.s.? la

cual no fue corregida antes de la plantacion.

La fertilizacion anual en el predio se ha manejado con fertilizaciones
mensuales de 150 g/planta de una mezcla de fertilizantes dispuestos alrededor

del frutal acorde a su sistema radical (Anexo 15), a excepcion de los meses de

2 PARRA, C. 2005. Ing. Agr. Comunicacién personal.
® PARRA, C. 2005. Ing. Agr. Comunicacién personal.
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junio y julio en que las fertilizaciones se suspende debido a que las condiciones

climaticas ocasionan la lixiviacion de los nutrientes.

La Figura 4, presenta la media de viabilidad polinica de los tres potreros,
destacandose la del potrero 3 con un 30,8%. En cambio los potreros 1y 2

presentan medias de viabilidad polinica de 73,0% y 66,3%, respectivamente.

100 +

80 -

60

40 +

Viabilidad (%)

20 -

1 2 3

Potreros

FIGURA 4 Efecto de los potreros (1, 2 y 3), sobre el porcentaje de
viabilidad del polen de C. avellana L., (Tukey 95%).

Del parrafo anterior se desprenderia que a pesar de que los potreros
disponen de las mismas fertilizaciones mensuales, los arboles del potrero 3

producirian granos de polen de menor viabilidad polinica.

En terreno se pudo observar que el potrero 3 se encontraba bajo
condiciones del medio que perjudicarian la produccién de granos de polen que
mantengan una viabilidad alta. Dentro de las condiciones observadas se

encuentran: suelo pedregoso y de niveles freaticos mayores a los otros dos
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potreros, debido a la cercania al lecho del rio y a la mayor pendiente del
terreno, lo que ocasionaria suelos inundados por periodos de tiempo
prolongados. Lo cual, se respalda en lo mencionado por GRAU (2003) y DE
BERASATEGUI (1997), autores que hacen referencia a la sensibilidad de C.
avellana L., a condiciones de suelos anegados, condicion que provocaria la

asfixia radical de la planta.

Ademas, DE BERASATEGUI, (1997) menciona que la calidad y cantidad
de luz que llegan a las plantas de C. avellana L., afectarian la produccion y
calidad del polen. Condicion que se vio reflejada en el potrero 3, donde la
presencia de una cortina de arboles y arbustos de aproximadamente 4 m de
altura, de especies tales como Nothofagus obliqua, Nothofagus dombeyi, Pinus
radiata, Gevuina avellana, entre otras, estaria interfiriendo el paso de la luz

adecuada para la produccién de granos de polen en cantidad y calidad.

Como antes fue sefalado, los niveles de boro disponible eran bajos para
los tres potreros. Al observar los valores de boro en los analisis de suelo no se
debiera esperar diferencias entre los tres potreros para las medias de viabilidad
polinica, ya que los tres disponen de 0,3 ppm de boro. Sin embargo, las
condiciones del medio y edéaficas del potrero 3 (antes descritas), se sumarian a
la baja disponibilidad de boro, produciendo en conjunto un efecto negativo en la

media de viabilidad polinica de este potrero.

Al analizar el comportamiento de los dos cultivares por potrero (Figura 5),
se observa que ambos cultivares presentan una media de viabilidad polinica

menor en el potrero 3 respecto a los otros dos.

En cuanto al cultivar Du Chilly, este presenta medias de viabilidad
polinica mayores a las de la seleccion clonal Santa Rosa en los potrero 1y 2.

Lo que indicaria una posible mayor sensibilidad del cultivar Du Chilly a las
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condiciones propias del portero 3 que la seleccion clonal Santa Rosa. Y que
esta seleccion clonal Santa Rosa es mas sensible a las deficiencias

nutricionales de la planta producto de la ausencia de una fertilizacion base.

—a— Santa Rosa —a— Duchilly

100 -
S =
g 60
i=
= 40 -
!
3
> 20+

0
1 2 3
Potreros

FIGURA 5 Efecto de la interaccion potrero-cultivar en el porcentaje de
viabilidad del polen de C. avellana L., (Tukey, 95%).

Los arboles muestreados en base a sus porcentajes de viabilidad
polinica fueron clasificados en categorias I, Il, lll y IV, cuyos porcentajes de
viabilidad polinica van de 100-80%, 79,9-50%, 49,9-20% y 19,9-0%,
respectivamente.

En el Cuadro 4 puede observarse el comportamiento de los &rboles
muestreados en cuanto a sus porcentajes de viabilidad, a través de la
participacion porcentual de las categorias. EI comportamiento general de los
arboles es como categoria Il, lo cual no es de menor importancia ya que, para
OVIEDO y DURAN (2000), en el estudio de la viabilidad del polen de las

principales variedades comerciales de cafia de azulcar, individuos con
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porcentajes de viabilidad del polen mayores a 50% son considerados como

individuos perfectamente aptos para obrar de progenitor masculino

(polinizantes).

CUADRO 4 Participacion de los arboles muestreados en los potreros 1,2y

3 para seleccion clonal Santa Rosa y cultivar Du Chilly, por

categoria.
Seleccion clonal Santa Rosa Cultivar Du Chilly
Categoria Potrero 1 | Potrero 2 | Potrero 3 | Potrero 1 | Potrero 2 | Potrero 3
n=16 n=14 n=12 n=9 n=14 n=13
| 0,0 7,1 8,3 44 .4 42,9 0,0
Il 100 85,7 58,3 44,4 42,9 15,4
1] 0,0 7,1 8,3 111 7,1 69,2
v 0,0 0,0 25,0 0,0 7,1 15,3
Total 100 100 100 100 100 100

Categoria I: 100-80%; Il: 79,9-50%; IlI: 49,9-20% y IV: 19,9-0%.

Ademas, se observa el marcado efecto que ocasionan las particulares
condiciones del potrero 3 en la calidad del polen producido por sus arboles
muestreados. Ya que, tanto para la seleccién clonal Santa Rosa como, para el
cultivar Du Chilly las categorias de menor rango de viabilidad polinica,

adquieren mayores porcentajes de participacion.

Del total de arboles muestreados en el potrero 3 para la seleccién clonal
Santa Rosa, soOlo un 8,3% son categorias Il y un 25% son categoria IV. En
cambio para el caso del cultivar Du Chilly un 69,2% son categoria lll y un 15,3%

son categoria IV.

Lo anterior corroboraria el efecto negativo que tienen las condiciones del

potrero 3 sobre la viabilidad polinica alcanzada por los arboles muestreados del
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potrero. Ya que las categorias de menores rangos de viabilidad se encuentran

en altos porcentajes en el potrero 3.

4.2 Determinaciéon de la viabilidad polinica del cultivar Du Chilly y de la
seleccién clonal Santa Rosa, C. avellana L., a través del tiempo de

almacenaje

Las mediciones de viabilidad polinica se efectuaron a través del tiempo
de almacenaje para determinar la capacidad de mantener la viabilidad del polen
expuestos a condiciones de baja temperatura (4° C). Asi los tiempos 1, 2,3y 4
corresponden a los 30, 60, 120 y 180 dias después de cosechado el polen y

almacenado.

Si bien, de acuerdo a lo mencionado por DAFNI y FIRMAGE (2000), las
categorias de relevancia serian la | y Il, se agregaron las otras dos categorias
en los andlisis para ver el comportamiento del polen de esta especie en su
totalidad, sin dejar de lado la posibilidad de que aquellos arboles que
presentaron un porcentaje de viabilidad inferior al 50%, tengan aun el vigor para

germinar y fecundar la ovocélula.

Los analisis estadisticos (Cuadro 5), arrojan que la viabilidad polinica no
presenta diferencias estadisticamente significativas (P-valor < 0,05) entre los
tiempos de almacenaje, los cultivares y los potreros. Para el caso de las
categorias, estas presentaron diferencias estadisticamente significativas (P-
valor < 0,05) (Anexo 21).

De acuerdo a la definicién de duracion de la viabilidad polinica de DAFNI
y FIRMAGE (2000), se esperaban diferencias para las categorias 1y Il de la lll y
IV. No obstante, las diferencias se manifiestan en que las categorias II, lll y IV

difieren de la categoria | (Anexo 22).
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CUADRO 5 Efecto de los potreros (1, 2 y 3), los cultivares (Du Chilly y
seleccion clonal Santa Rosa), categorias (I, II, lll y 1V) y tiempo
de almacenaje sobre el porcentaje de viabilidad de los granos

de polen de C. avellana L.

Factor Viabilidad (%)
Tiempo
DHS 0,9496
Categorias
I 99,487 b
1l 60,550 a
1l 60,475 a
1\ 44575 a
DHS 0,0045
Cultivares
70,296
2 62,246
DHS n.s
Potreros
68,409
2 66,084
64,321
DHS n.s

Cultivar 1: seleccién clonal Santa Rosa; cultivar 2: cultivar Du Chilly.
Letras distintas en el andlisis de cada factor representa diferencias estadisticas

significativas (Tukey P-valor < 0,05).

En la Figura 6, se observa que la viabilidad polinica de la categoria | es
de un 99,4%, mientras que las categorias Il, lll y IV presentan medias de
viabilidad polinica de 60,5%, 60,4% y 44,5%, respectivamente.
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FIGURA 6 Efecto de las categorias (I, II, lll y IV), sobre el porcentaje de

viabilidad del polen, a través del tiempo de almacenaje, en

polen de C. avellana L., (Tukey 95%).

Se esperaria que al hacer las evaluaciones de viabilidad del polen a
través del tiempo de almacenaje se mantuvieran los valores en el rango de las
categorias establecidas (100-80%, 79,9-50%, 49,9-20% y 19,9-0%). Sin
embargo, para el caso de la categoria Ill y IV se obtuvieron valores mayores de
viabilidad polinica (60,4% y 44,5%, respectivamente). Esto se explicaria de
acuerdo a lo mencionado por BARNABAS y KOVACS (1997), autores que
sefialan que los tests de viabilidad basados en la actividad enzimatica
frecuentemente conducen a falsas estimaciones, ya que la presencia de una
enzima funcional en la célula no garantiza que el polen esté viable y funcional.
No obstante, dentro de los tests de viabilidad basados en la tincion el de p-
fenilendiamina es el mas preciso (RODRIGUEZ-RIANO y DAFNI, 2000).

Al observar los valores obtenidos de las mediciones de viabilidades

polinica a través del tiempo de almacenaje (Anexo 23), veremos que para el
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caso de la seleccion clonal Santa Rosa la tendencia es mantener una viabilidad
del polen desde los 30 hasta los 120 dias para la categoria Il de los potreros 1,
2y 3ydesde los 120 a los 180 de almacenaje esta viabilidad disminuye (Figura
7). Destaca la categoria IV del potrero 3 quien experimenta un aumento desde

los 30 dias hasta los 120 dias de almacenado y luego disminuye hasta los 180
dias de almacenaje.
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FIGURA 7 Viabilidad del polen de la seleccion clonal Santa Rosa, C.

avellana L., através del tiempo de almacenaje.

Para el caso del cultivar Du Chilly (Figura 8), las categorias | del potrero
2 y la categoria Il del potrero 2 tienden a mantener sus viabilidades a través del
tiempo de almacenaje, experimentando una leve disminucion hacia los 120 y
180 dias. En cambio la categoria Il del potrero 1 mantiene su viabilidad hasta
los 60 dias, luego disminuye fuertemente hasta los 120 dias y enseguida se
mantiene hasta los 180 dias. Y por ultimo, la categoria Ill del potrero 3 aumenta

su viabilidad desde los 30 hasta los 60 dias, luego la mantiene hasta los 180
dias.
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FIGURA 8 Viabilidad del polen del cultivar Du Chilly, C. avellana L., a
través del tiempo de almacenaje.

De lo anterior se puede inferir que la viabilidad polinica con la cual llegan
realmente los granos de polen almacenados de C. avellana L., al estigma de la

flor, ocurre a los 120 dias aproximadamente de cosechado y almacenado (4° C)
el polen.

Ademas, se debe recordar que en la especie C. avellana L., entre la
polinizacion y la fecundacion del évulo transcurren alrededor de 4 a 5 meses,
periodo en el cual el grano de polen permanece en estado de reposo, en espera
de la maduracion del ovario. Destaca que C. avellana L., presente una
viabilidad y longevidad semejante a grupos taxonémicamente mas primitivos,
como es el caso del género Pinus (Gimnospermas), las cuales presentan
polinizacion y germinacion del grano de polen 3-4 meses antes de la
maduraciéon de la ovocélula, culminando la fecundacion a los 4-6 meses

después de la liberacién del polen (STRASBURGER, et. al., 1994).
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Por lo tanto, en estado de reposo la actividad metabdlica del grano de
polen es menor, con lo cual los analisis de viabilidad polinica basados en la
deteccién de actividad enziméatica arrojarian sélo estimaciones de la viabilidad
del grano de polen. Lo cual, concuerda con lo mencionado por DAFNI y
FIRMAGE (2000), autores que sefalan que si bien el test de p-fenilendiamina
es considerado como el mas sensible y confiable en los analisis de viabilidad
polinica, debe ser acompafado por otras pruebas de viabilidad como los de

germinacion in vitro.

4.3 Determinacion de la germinabilidad polinica del cultivar Du Chilly y
de la seleccién clonal Santa Rosa, C. avellana L., a través del tiempo

de almacenaje

Los andlisis estadisticos (Cuadro 6), arrojan que la germinabilidad del
polen no presenta diferencias estadisticamente significativas (P-valor < 0,05)
entre los potreros y los cultivares. Para el caso de las categorias y el tiempo de
almacenaje, se presentan diferencias estadisticamente significativas (P-valor <
0,05).

Las diferencias encontradas entre las categorias (Anexo 25), se
manifiestan en que las categorias I, Il y IV no presentan diferencias en cuanto a
los porcentajes de germinacién (0,9%, 1,4% y 0,6%), no asi la categoria Il que

presenta un valor de germinacion de 6,1%, aproximadamente.

Ademas si bien el porcentaje de germinacion de la categoria Il es bajo
(Figura 9), destaca que a pesar de ser una de las categorias de menor rango de
viabilidad polinica (49,9-20%), presente la media de germinacion mas alta entre

las otras tres categorias evaluadas.
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CUADRO 6 Efecto de los potreros (1, 2 y 3), los cultivares (Du Chilly y
seleccion clonal Santa Rosa), categorias (I, Il, Il 'y V) y del
tiempo de almacenaje sobre el porcentaje de germinacién de

los granos de polen de C. avellana L.

Factor Viabilidad (%)
Tiempo
DHS 0,0008
Categorias
I 0,929 a
Il 1,416 a
1l 6,116b
[\ 0,666 a
DHS 0,027
Cultivares
2,632
2 1,932
DHS n.s
Potreros
1,978
2 2,603
2,265
DHS n.s

Cultivar 1: seleccién clonal Santa Rosa; cultivar 2: cultivar Du Chilly.
Letras distintas en el andlisis de cada factor representa diferencias estadisticas
significativas (Tukey P-valor < 0,05).

Los bajos porcentajes de germinacién alcanzados en los andlisis de
germinacion de C. avellana L., parecen responder a una caracteristica de las
especies de polinizacion anemofilas, ya que BAEZ (2000), en el andlisis
fisiologico y morfologico de los granos de polen de 4 especies del género

Nothofagus, obtuvo resultados de germinacion similares.
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FIGURA 9 Efecto de las categorias (I, Il, lll y IV), sobre el porcentaje de
germinacién in vitro, a través del tiempo de almacenaje en

polen de C. avellana L., (Tukey 95%).

ANDRES et. al., (1999) opinan que si bien la teoria de la germinacion in
vitro puede dar una estimacion de la realidad al evaluar los porcentajes de
germinacion y el crecimiento del tubo polinico, en la practica, este test da
resultados de viabilidad inferiores debido a lo dificil que es encontrar el medio

de cultivo adecuado para cada individuo.

No obstante, los tests de laboratorio pueden ser muy Uutiles para
comparar variedades y para dar una primera aproximacion del estado de una
muestra de polen de una especie y las condiciones de nutricion y temperatura
que precisa para germinar (ANDRES, et. al., 1999).

El medio utilizado para germinacion in vitro de los granos de polen
almacenados de C. avellana L., fue el medio BK, ya que como mencionan

ANDRES et. al.,, (1999) generalmente se utilizan medios de germinacion
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basados en agar y sacarosa. Sin embargo, las concentraciones de sacarosa

Optimas varian de acuerdo a la especie.

De acuerdo a lo mencionado por TAYLOR y HEPLER (1997), altas
concentraciones de sacarosa no son adecuadas para la germinacion in vitro
debido a que las altas concentraciones pueden alterar la permeabilidad de la
membrana del grano de polen, impidiendo el crecimiento adecuado del tubo

germinativo.

TAYLOR y HEPLER (1997), mencionan que en medios altamente
optimizados, el polen germinado in vitro so6lo alcanz6 el 30-40% del largo del
tubo polinico alcanzado in vivo. Lo que concuerda con BAEZ (2000), quien
determiné para el medio de germinacion de granos de polen del género
Nothofagus, porcentajes de sacarosa del 10% y menciona que la adicion de
estimulantes de la germinacion como boro y calcio inhibirian la germinacion de

granos de polen de Nothofagus.

Los resultados de germinacion de C. avellana L., fueron medidos al 4°
dia de incubacion para uniformar el tiempo de medicién de las muestras y por el
desarrollo de hongos en los portaobjetos excavados, que dificultaban el conteo
de los granos de polen germinado. Es probable que los bajos porcentajes de
germinacion de los granos de polen en estudio y el pequefio tamafio alcanzado

por el tubo polinico, se deba a que requieren de mas dias de incubacion.

STANLEY y LINSKENS (1974), mencionan que las concentraciones
Optimas de sacarosa para la germinacion in vitro de granos de polen de C.
avellana L., serian de alrededor del 18% y no requeririan de la adicion de otros
componentes como boro. A lo que THOMPSON et. al., (1997) agregan que el
medio de germinacion mas efectivo es el de Van Tieghan usando 15% de

sacarosa, lo que concuerda con los resultados obtenidos por JUNTAWONG y
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DEEPRALAD (2001), autores que sefialan que medios de germinaciéon con un
15% de sacarosa arrojan los mejores porcentajes de germinacion en granos de
polen de Capsicum frutescens (L.), cv. Kheenuu.

Si observamos los porcentajes de germinacion de cada una de las
categorias en sus respectivos potreros por cultivar, veremos que para la
seleccion clonal Santa Rosa (Figura 10) y para el cultivar Du Chilly (Figura 11),

en general la tendencia es a disminuir a través del tiempo de almacenaje.
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FIGURA 10 Germinacién del polen de la selecciéon clonal Santa Rosa, a

través del tiempo de almacenaje.

STANLEY y LINSKENS, (1974) mencionan que existe una “estimulacion
mutua de crecimiento” entre la cantidad de granos de polen que podria afectar
la capacidad para germinar. En los analisis de germinacion de granos de polen
de C. avellana L., la cantidad de ellos fue tomada la azar con aguja enmangada
estéril, por lo cual, la cantidad de granos de polen expuesto al medio de

germinacion pudo no ser suficiente para alcanzar la estimulacion mutua. Dicha



60

actividad fue observada en los conteos de polen germinados, ya que aquellos
gue lograban germinar se observaban en areas donde el niumero de granos de

polen era mayor.
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FIGURA 11 Germinacion del polen del cultivar Du Chilly, a través del

tiempo de almacenaje.

Se debe recordar que las plantas de C. avellana L. evaluadas carecieron
de una fertilizacion base al momento de la plantacion, lo cual pudo afectar su
desarrollo (véase 4.1). Ademas, en general, el calcio y el boro juegan un rol
importante en la germinacion y crecimiento del tubo polinico (BREWBAKER y
KWAK, 1963) y la falta de ellos afectarian considerablemente la germinacion del

polen de muchas especies.

Los granos de polen antes de la antesis experimentan una
deshidratacion (TAYLOR y HEPLER, 1997). Por lo tanto, la temperatura y la
humedad a las cuales los amentos son expuestos antes de la dispersion desde
la planta, durante la extraccion del polen en laboratorio, asi como durante la

germinacion, afectarian el porcentaje de germinacion (THOMPSON et. al.,
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1997). BARNABAS y KOVACS (1997), agregan que la temperatura y la
humedad relativa tendrian un rol clave en la mantenciéon de la viabilidad
después de la dispersion y que para la mayoria de las especies, humedades
relativas bajas del aire (0-30%), favorecen la mantencion de la viabilidad del

polen.

La temperatura a la cual fueron incubadas las muestras de polen de C.
avellana L., fue de 21° C y se mantuvo de forma constante durante los 4 dias
del proceso. Debido a que en la naturaleza las temperaturas fluctian entre el
dia y la noche, es probable que los bajos porcentajes de germinacion logrados
en el ensayo de C. avellana L., se deban a que la temperatura de incubacién no
era la adecuada y que el grano de polen para germinar requiera de temperaras

fluctuantes y no constantes.

El grado de hidratacion del polen después de la deshidratacion producido
por la liberacién desde la antera, es especifico para cada especie. Sin embargo,
los rangos de contenido de humedad van desde 6-60%. El hecho de que el
polen sea deshidratado no implica la pérdida de la viabilidad a menos que los
cambios estructurales que ocurren durante dicho proceso, sean irreversibles a
la rehidratacion. Por lo tanto, las condiciones bajo las cuales ocurre la pérdida
de agua, podrian afectar significativamente la subsiguiente adhesion y
germinacion del polen (TAYLOR y HEPLER, 1997).

BARNABAS y KOVACS (1997), mencionan que la mayoria de las
familias registra valores de contenido de agua en los granos de polenes vivos,
después de la dispersion, entre 15% y 35%. Y que los granos de polen
binucleado resisten mas, por la presencia de una estructura protectora, el bajo
contenido de agua en el plasma de la membrana y a la reducida actividad

metabodlica.



62

Los granos de polen que permanecen viables después de Ila
deshidratacion son tolerantes a la deshidratacion que ocurre durante el
almacenamiento, en cambio aquellos que pierden su viabilidad en forma
paralela a la deshidratacion, no son tolerantes a la desecacion (BARNABAS y
KOVACS, 1997). Sin embargo, por medio del test de diacetato de fluroresceina
se determiné que la mayoria de las taxas de polen que son expuestas a
condiciones de desecacion (almacenamiento), sufre pérdidas de la integridad

de sus membranas e invariablemente falla en la germinacion

Por lo tanto, el agua juega un rol muy importante en la mantencién de la
integridad estructural y estabilidad de la membrana del grano de polen por
medio de interacciones hidrofilicas e hidrofébicas. Existe una correlacion
positiva entre la disminucion de la viabilidad del grano de polen y la disminucién
de los fosfolipidos de su membrana, de acuerdo a las condiciones de
almacenaje. El tiempo después de la desecacion en el cual se pueda aun
recuperar la estructura de la membrana varia segun la especie (BARNABAS y
KOVACS, 1997).

Existen variadas formas de rehidratar un grano de polen. Sin embargo, la
rehidratacion gradual en aire humedo es la mas favorable (BARNABAS Y
KOVACS, 1997). En base a ello y a estudios realizados por JUNTAWONG vy
DEEPRALAD (2001), sobre la prehidratacion de granos de polen de Capsicum
frutescens (L.), cv. Keheenuu, revelaron que la prehidratacion del polen en
camara humeda por 30 minutos incrementaba significativamente el porcentaje
de germinacion desde un 7,6 a 48,0. Los granos de polen almacenados de C.
avellana L., en el presente estudio fueron rehidratados por medio de dicha

técnica.

Del estudio se desprende que los bajos porcentajes de germinacion de

los granos de polen almacenados, tanto para el cultivar Du Chilly como para la
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seleccién clonal Santa Rosa, no escapan de la logica debido a que la humedad
relativa de almacenaje fue de alrededor del 40%. Ademas, la recoleccién de los
amentos analizados se realiz6 bajo condiciones de alta humedad relativa, ya
que las muestras llegaron bastante hiumedas y se debié exponer a medio
ambiente calido y seco para que los amentos liberaran el polen y asi poder

colectarlo.

No obstante, pareciera ser que aun en vista de todas las condiciones
adversas algunos granos de polen como la categoria Ill, que presentd los
porcentajes mas altos de germinacién, mantuvieron la integridad de sus
membranas y favorecidos por la rehidratacion aplicada en forma gradual,

lograron germinar.

4.4 Llegada de polen al estigma de la flor

El recuento directo del polen en la superficie del estigma proporciona la
informacion de la cantidad de granos de polen captado por la flor femenina.
Esta evaluacién se realizo en el potrero 3 para la seleccion clonal Santa Rosa y
el cultivar Du Chilly (Anexo 28).

De los andlisis estadisticos se obtuvo una media de granos de polen en
la superficie del estigma de 18,7% para el cultivar Du Chilly y de un 11,2% para

la seleccion clonal Santa Rosa (Cuadro 7).

DE BERASATEGUI, (1997) menciona que la cantidad de polen en la
superficie del estigma esté relacionada con el numero de flores producidas, la
disposicion de las plantas y la direccion predominante del viento de la zona.
Ademas, las condiciones climéticas preponderantes durante la dispersion del

polen son un factor importante por su condicién anemofila.
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CUADRO 7 Medias de granos de polen presentes en el estigma, estilo,
libre y extraiio (de otra especie), para el cultivar Du Chilly y la

seleccion clonal Santa Rosa, C. avellana L.

) ) n Media Desviacion Error tip. de
Variable Cultivar
(arboles) (%) tip. (%) la media
Polen estigma Santa Rosa 27 11,2852 13,2437 2,5488
Polen estilo Santa Rosa 27 3,6222 6,6264 1,2752
Polen extrafo Santa Rosa 27 51,8852 32,9547 6,3421
Polen libre Santa Rosa 27 33,8481 33,2909 6,4068
Polen total Santa Rosa 27 100 100 100
Polen estigma Du Chilly 18 18,7 21,1120 4,9761
Polen estilo Du Chilly 18 4,3944 9,4651 2,2309
Polen extrafo Du Chilly 18 43,1611 30,9144 7,2866
Polen libre Du Chilly 18 34,1389 30,5736 7,2063
Polen total Du Chilly 18 100 100 100

Polen extrafio: grano de polen de una especie diferente a Corylus avellana L., para el
presente caso estos granos de polen pertenecian a Nothofagus oblicua, Gevuina avellana

Mol, Taraxacum officinalis, Pinus radiata D. Don y Salix caprea.

A su vez el numero de flores femeninas esta determinada por el nivel de
luz que reciben las ramas de 1 afio, el vigor de la rama del afio y el origen de la

rama del afno.

Continuando con la cantidad de flores femeninas producidas, estas
dependeran del nimero de yemas florales por rama, las cuales independiente
de la edad de la planta o la variedad, incrementan con la longitud de la misma.
Crecimientos anuales entre 20-35 cm son los mas adecuados, ya que en las
ramas de menos de 15 cm o mas de 40 cm no hay practicamente flores
femeninas (DE BERASATEGUI, 1997).

En lo que concierne al numero de flores producidas. tanto la seleccién
clonal Santa Rosa como, el cultivar Du Chilly presentaban un numero

considerablemente bajo de flores femeninas por arbol muestreado, lo que
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explicaria las bajas producciones de avellana alcanzada hasta ahora por las
plantas. Dicha condicion puede explicarse principalmente por la carencia de una
fertilizacion base que supliera las necesidades basicas de una planta durante
toda su vida y por la baja cantidad y calidad de luz que reciben las plantas de C.
avellana L. del potrero 3, debido a la cortina de arboles y arbustos que rodean

el potrero.

La disposicion dada a las plantas de C. avellana L. entre si y respecto a
la direccion del viento predominante durante la polinizacion, es erronea (Figura
12) y es considerada una las principales causas de la baja llegada de polen
observada en los estigmas de las flores recolectadas. La disposicion de las
plantas respecto a los vientos predominantes durante la dispersién del polen
debe ser ubicando los polinizantes en contra del viento predominante y frente a

los cultivares productores, para lograr la llegada de polen al estigma de la flor.

Direccion del
viento
*kkkkkkkkkkk + * // * + //
I + * /] *+
++++++++ + * /[ *+ ] N
I + * /] *+
*kkkkkkkkkkk + * // * + //
*kkkkkkhkhkhkhkk + * // * + //
++++++++ + %/ *+ ] ****Seleccion clonal Santa Rosa
NN + * /[ * + /] /lll/Barcelona (polinizador)
++Cultivar Du Chilly
Actual Propuesta

FIGURA 12 Disposicion actual de los arboles de C. avellana L. y

propuesta.
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Ademas, arboles polinizantes deben encontrarse en un porcentaje de 15-
20% (DE BERASATEGUI, 1997) y los cultivares productores no deben estar a
mas de 15-20 metros de un cultivar polinizante, debiéndose plantar 1 a 2 hileras
de cultivares polinizantes contra el viento dominante de la variedad principal
(GRAU, 2003). En el analisis efectuado en el potrero 3, las plantas se
encontraban a 3 m sobre la hilera y a 5 metros entre hilera, encontrandose
algunas hileras del frutal C. avellana L., a mas de 20 m de un cultivar
polinizante. Por lo tanto, la llegada de polen compatible a estos arboles seré de
muy bajos porcentajes o nula. Observandose con frecuencia la presencia de
granos de polen germinados en el estigma con una protuberancia en su
extremo distal, condicion que indicaria la incompatibilidad del grano de polen
con el estigma de la flor.

DE BERASATEGUI (1997), sefiala a las condiciones climaticas como
uno de los factores de mayor relevancia al momento de la dispersién del polen,
ya que dificultan la movilidad del polen y su llegada a las flores. Dicha condicién
es considerada en el estudio de C. avellana L., como otra de las principales
causas de la baja llegada de polen a las flores de la seleccion clonal Santa
Rosa y del cultivar Du Chilly, ya que el potrero muestreado presenta
condiciones microclimaticas y fisicas que favorecen el estancamiento de las
neblinas (véase 4.1). Ademas, el predio en si, se encuentra en un terreno
adyacente al rio, condicion que favorece el desarrollo de neblinas y su
permanencia en el lugar por periodos de tiempo mas prolongados debido a las
cortinas de arboles, arbustos y a la pendiente del terreno (véase 4.1).

Los brotes pueden originarse tanto de una yema vegetativa como, en la
base de una yema floral. Cuando se forman en la yema floral, en general,
poseen de 2 a 3 veces menos yemas florales que los provenientes de una yema
vegetativa. Ademas, la presencia de frutos en desarrollo en una rama inhibe

totalmente la induccion floral. Por otra parte, en ramas de igual origen y vigor,



67

las que reciben mas luz poseen 2 a 3 veces mas yemas florales que el resto
(DE BERASATEGUI, 1997).

CASTRO et. al.,, (1999) mencionan que dentro de los factores que
promueven la longevidad del évulo, germinacion del polen y crecimiento del
tubo polinico, destacan la temperatura ambiental y el estado nutricional de
yemas, especialmente su contenido de boro. Lo que favoreceria una buena
germinacion del polen y desarrollo del tubo polinico a través del estigma y estilo

de la flor, hasta alcanzar el saco embrionario.

Una vez analizadas las muestras en laboratorio se obtuvo (Figura 13) una
baja cantidad de polen germinado presente en la superficie del estigma de la
flor (18,7% Du Chilly y 11,2% seleccidn clonal Santa Rosa). Por lo cual se cree
que de acuerdo a lo citado por CASTRO et. al., (1999) respecto a los
requerimientos de boro por el grano de polen en la superficie del estigma y a la
deficiencia del mineral arrojados por los andlisis de suelos, la baja cantidad de
granos de polen germinados de C.avellana L. se deba a la deficiencia del

mineral en la superficie del estigma.

A esto se suma la alta presencia de polen libre, granos de polen que se
encontraban en la flor, pero no estaban adheridos al estigma (33,8% para la

seleccién clonal Santa Rosa y 34,1% para el cultivar Du Chilly).

Ademas, se encontr6 una alta presencia de polen extrafio (43,1% para el
cultivar Du Chilly y 51,8% para la seleccion clonal santa Rosa), lo que se debe a
la gran cantidad de arboles y arbustos que rodean el potrero. La gran cantidad
de polen extrafio presente, tanto en la seleccion clonal Santa Rosa como, en el
cultivar Du Chilly puede ser sumada a la baja llegada de polen al estigma de C.
avellana L., debido a que éste ocupa el lugar del polen de la especie de interés,

interfiriendo con la adhesion del polen al estigma y quedando gran cantidad de
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granos de polen libres, como ha sido observado en los conteos realizados a las

muestras de C avellana L.
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FIGURA 13 Distribucién de los granos de polen de C. avellana L., en la

superficie de la flor.

A las posibles causas de la baja llegada de polen sobre la superficie del
estigma de la flor de C. avellana L., se suman los altos porcentajes de granos
de polen no viables de los analisis de viabilidad (Anexo 16). Por lo tanto, de un
total de granos de polen producidos y que logran llegar a la superficie del
estigma, so6lo una parte de ellos son granos de polen viables, de los cuales una
parte es incompatible con el estigma y la otra no llega con el vigor necesario
para lograr una germinacion adecuada. A esto se deben sumar condiciones del
lugar estudiado tales como: condiciones microcliméticas, edaficas y fisicas,
disposicion de las plantas, vientos predominantes durante la polinizacion y

condicién nutritiva del frutal, donde el boro juega un rol importante.
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5. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir que:

Se rechaza la hip6tesis de esta investigacion, ya que la llegada de polen
al estigma de la flor es demasiado baja para lograr una polinizacién eficiente. La
disposicion actual de los arboles de C. avellana L. no permite la dispersion del

polen de forma que este logre llegar a la superficie del estigma.

Tanto la seleccion clonal Santa Rosa, como el cultivar Du Chilly, poseen
la viabilidad necesaria para lograr la germinacién y posterior fecundaciéon al

cabo de 3 a 4 meses.

La viabilidad inicial de los cultivares (seleccion clonal Santa Rosa y
cultivar Du Chilly), y la interaccion potrero-cultivar no presentaron diferencias
estadisticamente significativas, pero si existen diferencias entre los potreros 1,
2y 3.

El tiempo de almacenaje no tiene un efecto estadisticamente significativo
sobre la viabilidad del polen evaluado de C, avellana L. Sin embargo, existen
diferencias estadisticamente significativas entre las categorias.

El tiempo de almacenaje si tiene un efecto estadisticamente significativo
sobre la germinacion del polen evaluado de C, avellana L. y sobre las

categorias I, II, lll y IV.
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La viabilidad del polen de los arboles muestreados es adecuada para
gue estos puedan actuar como polinizantes. Sin embargo, los valores de
germinacion alcanzados son extremadamente bajos, lo cual indicaria que el
medio de germinacion utilizado en el ensayo no seria el 6ptimo para la

germinacion de los granos de polen de la especie C. avellana L.

La cantidad de granos de polen en la superficie del estigma fue baja,
para la seleccion clonal Santa Rosa fue de 11,2% y para el cultivar Du Chilly
18,7%.

La mala disposicion de los arboles entre si y respecto al viento
predominante durante la polinizacion, son condiciones que provocarian la baja
disponibilidad de polen sobre la superficie del estigma. A estas condiciones se
suman la cortina de arboles presente en dos lados del potrero que afectarian el

flujo del polen una vez liberado desde la antera.

En base a los datos recopilados en el presente estudio se recomienda

evaluar las condiciones nutricionales de las plantas de los tres potreros.

Para el caso del potrero 3 se establece que la disposicion de las plantas
no es la mas adecuada para el desarrollo de una polinizacion eficiente, por lo
cual se recomienda evaluar la posibilidad de aumentar la participacion de los

polinizantes intercaldndolos entre las plantas receptoras de polen.

En cuanto a las condiciones del medio que presenta el potrero 3 se
recomienda la eliminacion de la cortina de arboles presentes en el potrero que
estaria interfiriendo con el adecuado desarrollo de las plantas (luz), y con el
proceso de polinizacion (estancamiento de neblinas).
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6. RESUMEN

Se determind la viabilidad y germinacion in vitro del polen de Corylus
avellana L., estudio planteado en base a la importancia que ha llegado a
adquirir la especie en la fruticultura de la zona sur del pais. La region, debido a
sus condiciones climaticas se ha limitado principalmente a la explotacion
ganadera y lechera. El avellano europeo adaptandose a condiciones de clima
lluvioso y bajas temperaturas, posibilita a la regién la explotacion de la
fruticultura que hasta ahora se ha limitado a producciones fruticolas de
manzanos y berries como el cranberry, frambuesas y arandanos. El trabajo
experimental se efectué entre julio 2004 y enero 2005 en el laboratorio del
Instituto de Botanica, ubicado en el campus Isla Teja de la Universidad Austral
de Chile, en Valdivia.

Para la evaluacion de la viabilidad y germinacion in vitro del polen de C.
avellana L., se dispuso del polen de arboles de un predio particular de la zona
de Antilhue. Al polen se aplicaron pruebas de tinciébn con p-fenilendiamina,
evaluando el efecto del cultivar Du Chilly, de la seleccion clonal Santa Rosa y
de los potreros (1, 2 y 3) sobre la viabilidad del polen. De los resultados
obtenidos se clasificaron los arboles en categorias |, Il, Ill y IV. Enseguida se
evalué la viabilidad de las categorias a través del tiempo de almacenaje (30, 60,
120 y 180 dias) a 4° C. Y en forma paralela se realizaron los analisis de
germinacion in vitro del polen de las categorias, utilizando como medio nutritivo
el medio de Brewbaker-Kwack modificado. Finalmente se evalué la llegada de
polen a la superficie del estigma bajo lupa (40X) utilizando como medio de

contraste lactofenol.
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La viabilidad del polen de los arboles de C. avellana L., presento
diferencias estadisticamente significativas entre los potreros 1, 2 y 3 (73%;
66,3% y 30,8%, respectivamente). El tiempo de almacenaje no tuvo un efecto
significativo sobre la viabilidad del polen de las categorias, sin embargo
existieron diferencias entre las categorias I, Il, lll y IV (99,4%, 60,5%, 60,4% y
44,5%, respectivamente). La germinacion del polen de C. avellana L., se vio
afectada significativamente por el tiempo de almacenaje y se presentaron
diferencias entre las categorias I, Il, Ill y IV con medias de germinacién de
0,9%, 1,4%, 6,1% y 0,6%, respectivamente.

Los altos porcentajes de viabilidad, los bajos porcentajes de germinacion
alcanzados por las categorias y el efecto significativo del tiempo de almacenaje
sobre la germinacion in vitro del polen, indicarian que el medio de germinacion
seleccionado en laboratorio no seria el mas adecuado para la especie en

estudio.

La baja llegada de polen a la superficie del estigma (11,2% seleccion
clonal Santa Rosa y 18,7% cultivar Du Chilly) se deberia a la mala disposicién
de las plantas entre si y a la direccion del viento predominante durante la
polinizacion. Ademas existen condiciones fisicas y edaficas del potrero

evaluado que dificultan el flujo del polen una vez liberado de la antera.
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SUMMARY

The viability was determined and in vitro germination of pollen of Corylus
avellana L., study raised on the basis of the importance that has gotten to
acquire the species in the fruitgrowing of the South zone of the country. The
zone, due to its climatic conditions has been limited mainly, to the cattle and milk
operation The European hazel adapting to conditions of rainy climate and losses
temperatures, makes possible to the region the operation of the fruitgrowing that
until now has limited fruit productions of apple trees and berries like cranberry,
raspberries and bilberries. The experimental work took place between July 2004
and January 2005 in the laboratory of the Institute of Botany, located in the

campus Island Teja of the Austral University of Chile, in Valdivia.

For the evaluation of the viability and in vitro germination of they pollen of
C. avellana L., was had pollen of trees of a particular field of the zone of
Antilhue. To they pollen were applied to tests of dye with p-phenyldiamine,
evaluating the effect of cultivating Du Chilly, of the clonal selection Santa Rosa
and of the orchards (1, 2 and 3) on the viability of they pollen. Of the obtained
results the trees in categories | classified themselves, Il, lll and IV. Immediately
the viability of the categories through the time of storage (30, 60, 120 and 180
days) to 4° C. And in parallel form the analyses of germination in vitro were
made of pollen of the categories, using like nutritious means means of modified
Brewbaker-Kwack. Finally the arrival was evaluated of pollen to the surface of
stigma under magnifying glass (40X) using as average of resistance
lactophenol.
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The viability of pollen of the trees of C. avellana L., appeared statistically
significant differences between orchards 1, 2 and 3 (73%; 66,3% and 30.8%,
respectively). The time of storage did not have a significant effect on the viability
of pollen of the categories, nevertheless existed differences between categories
[, 1, Il and 1V (99.4%, 60.5%, 60.4% and 44.5%, respectively). The germination
of pollen of C. avellana L., was affected significantly by the time of storage and
differences between categories |, Il, Ill and IV with averages of germination of
0.9%, 1.4%, 6.1% and 0.6% appeared, respectively.

The high percentage of viability, the low percentage of germination
reached about the categories and the significant effect of the time of storage on
the in vitro germination of pollen, would indicate that the means of selected

germination would not be adapted for the species in study.

The low arrival of pollen to the surface of stigma (11.2% selection clonal
Santa Rosa and 18.7% to cultivate Du Chilly) would have to the bad disposition
of the plants between if and to the predominant wind direction during the
pollination. In addition physical training conditions exist and edafics of the
evaluated orchard that makes difficult the flow of pollen once released of the
anther.
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Anexo 1 Valor nutricional de la avellana por 100 g de materia seca.

Componente

%

Agua

Lipidos
Proteinas
Carbohidratos
Fibra
Minerales

Calorias

5-6
55-72
10-22

3-11

2-3
600

FUENTE: INFOAGRO, (2005).

Anexo 2 Produccion de avellanas afio 2001 para los principales paises

productores.
Pais Produccidn de avellanas afio 2001 (toneladas)
Turquia 630.000
Italia 120.000
Estados Unidos 43.540
Espafia 26.200
Republica de Azerbaiyan 15.000
China 11.000
Republica islamica de Iran 11.000
Francia 5.000
Georgia 2.500
Gracia 2.500
Federacion Rusia 2.000
Belaris 1.800
Kirguistan 1.650
Tayikistan 1.100
Republica de Moldova 850
Portugal 800
Hungria 200
Camerdn 100

FUENTE: INFOAGRO, (2005).
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Limitacion Limitacion
Estimador climético Sin limitacion

severa moderada
Radiacion (Kcallcm“/afio) <100 100-110 > 110
Temperatura anual (°C) < 11 11-12 > 12
Hora frio (N°) <600 600-800 > 800
Temperatura verano (°C) < 14 14-15 > 15
Periodo térmico vegetativo (meses) < 5 5-6 > 6
Periodo libre de heladas (meses) < 4 4-5 > 5
Precipitacion anual (mm) <600 600-800 > 800
Precipitacion de primavera-verano (mm) <300 300-600 > 600
Periodo seco (meses) > 4 2-4 < 2

FUENTE: MEDEL, (1986).

Anexo 4 Estimadores edéaficos para el avellano europeo.

Estimador edéfico

Profundidad (cm)
Textura

Drenaje

pH

60-150
Media
Buena
5,5-7,5

FUENTE: MEDEL, (1986).
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a C. avellana L.

Enfermedad Agente causal Sintomas y/o signos Control
Plaga Aegorhinus superciliosus | Larvas atacan tejidos | Organismos
(Cabrito de los frutales) conductores de las raices | entomopatégenos
Plaga Callisphyris sp. (Sierra) Larva, galerias en ramas
con la caida de ellas
Plaga Myzocallis corylii (Pulgén) | Debilitamiento gral. por | Control natural
alimentacion del insecto
Plaga Nezara viridula (Chinche) |Dafilo ocasionado en
frutos en formacion
Plaga Tettigades chilensis | Dafio en ramillas por
(Chicharra) ovipostura
Plaga ** Archips rosana | Hojas enrolladas y
(Enrrollador de las hojas) | disminucion de brotes
fructiferos
Plaga ** Corylobiuum avellanae | Debilitamiento gral. por | Microhimenétero
(Pulgones) Haplidia | alimentacion del insecto y | Tryroxis pallidus
etrusca (Haplidia) de las larvas y lesiones al
sistema  radicular  por
adultos
Plaga ** Curculio nucum L.]Larvas se alimentan de
(Diablo) frutos y provocan su
posterior caida
Plaga ** Melissopus latiferreanus | Larvas penetran las
(Polilla americana) avellanas tiernas, se
alimentan y las destruyen
Plaga ** Operopthera brumata | Destruccion de yemas y
(Falena inverna) enrollamiento de las hojas
llegando a la defoliacion
en ataques severos
Plaga ** Ozerea linearis | Desecamiento de brotes
(Capricornio del avellano) | terminales, galerias
subcorticales, en forma de
anillo alrededor de las
ramas
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...Continuacién Anexo 5.

Plaga ** Phytoptus avellanae | Dependiendo  de las
(Aborto de las yemas o |variedades: invasion de
badoc) las yemas fructiferas o
vegetativas, amentos
deformados rigidos 'y
quebradizos y caida del

fruto
Plaga** Piezodorus lituratus, | Dafio en  frutos en
Gonocerus formacion en su calidad y

acueangulatus, Palomina | peso de los mismos

prasina, Raphigaster
nebulosa, Corythuca
salicata, Lygaeus
pandurus, Dolycorus

baccarum y Carpocoris
pudicus

Plaga ** Recurvaria nanilla (Polilla] Yemas florales y foliares
de las yemas de los]|son vaciadas y destruidas

frutales)
Agalla de la raiz Agrobacterium Formacion de agallas en| Evitar asfixia
tumefaciens raices radicular, exceso de
humedad
Podredumbre radical Armillaria mellea Desarrollo débil, hojas
Rosellinia necatrix amarillas, etc.
Pudricién de las raices | Phytopthora infestans Ataque al sistema | Evitar exceso de
vascular de la planta humedad
Mal del desgarro *** Cytospora corylicola Sobre ramas manchas | Fertilizacion
pardo-rojizo 'y posterior | equilibrada, evitar
necrosis de tejidos | suelos calurosos 'y
corticales secos en verano y
lesiones de la corteza
por frio, insectos,
podas, etc.
Gloesporiosis del | Gloesporium corylii Amentos pardo oscuro, | Eliminar fuente de
avellano ** seguido de necrosis de la|inoculo: restos de

inflorescencia completa y|plantas, yemas vy
yemas y ramas afectadas | ramas

Se secCan y mueren
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Oidio **

Desordenes fisiolégicos

Desordenes fisiol6gicos

Desordenes fisiol6gicos

Desordenes fisiologicos

Phyllartinia corylea

Avellanas vacias o con

grano arrugado

Manchas pardas

Amentos y glomérulos en

grupos

Amentos deformes

Sobre

observa el hongo como un

las hojas se
depoésito  blanco-grisaceo
un tanto voluminoso vy
caida prematura del fruto
Aborto seminal,
polinizacion deficiente,
fecundacion alterada

cascara

Zonas de la

blandas, humedecimiento

y descomposicion  del
fruto
Agrupacion, elongacion,

sin produccién de polen y
necrosis

Crecimiento anormal,
amento de > tamafio y sin
de

produccién polen,

necrosis

Evitar estrés por altas
temperaturas en la
induccion floral

Evitar estrés por altas
temperaturas en la

induccion floral

**Plagas y enfermedades no presentes en Chile.
FUENTE: GRAU, (2003) y VALENZUELA et. al., (2003), modificado por Aragon,

(2004).
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Anexo 6 Esquema del predio desde el cual se extrajeron las muestras de

polen de la seleccion clonal Santa Rosa y del cultivar Du Chilly,

C. avellana L.
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Anexo 7 Composicion de los reactivos de tincion con p-fenilendiamina,
lactofenol, medio de cultivo Brewbaker y Kwack y medio
nutritivo Brewbaker y Kwack modificado.

El reactivo de tincion p-fenilendiamina consiste de un indicador de peroxidasa
(Sigma 390-1) y 200 uL al 3% de peréxido de hidrogeno (1:9, 30% peroxido de
hidrogeno y una solucién salina buffer de fosfato a pH 7,4) adicionada a una
solucion biuffer de 50 mL de Trizmal 6,3 precalentada a 37° C, la cual fue
preparada por una mezcla concentrada buffer de Trizmal 6,3 (Sigma 90-3 C)
con agua deshionizada 1:9 (RODRIGUEZ-RIANO y DAFNI, 2000).

La solucion debe almacenarse de inmediato en el refrigerador en envases de
vidrio ambar, pues el reactivo es fotosensible, por lo tanto su almacenaje fue en
oscuridad absoluta. Esta solucion puede permanecer durante 15 a 20 dias sin
sufrir alteraciones bajo las consdiciones descritas (RODRIGUEZ-RIANO vy
DAFNI, 2000).

El lactofenol contine: 20 mL de fenol, 40 mL de glicerina, 20 mL de agua y 20
mL de acido lactico. Por cada 100 mL de lactofenol se adicionan1-5 mL (1%) de

solucion acuosa de anilina azul.

El medio BK contiene 10% de sacarosa, 100 mg/L H3BO3; (acido bérico), 300
mg/L Ca(NO3)2 4H,0 (nitrato de calcio), 200 mg/L MgSO, 7H,O (sulfato de
magnesio heptahidratado), 100 mg/L KNO3 (nitrato de potasio), todo disuelto en
agua destilada (KEARNS e INOUYE, 1993).

Los medios de cultivo BK modificados son:

> Medio BK A. 10% sacarosa, 10 mg/L acido borico, 362 mg/L cloruro de
calcio y 100 mg/L nitrato de potasio (SHIVANNA y RANGASWAMY,
1992).
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> Medio BK B . 20% sacarosa, 100 mg/L acido bdrico , 400 mg/L nitrato de
calcio, 100 mg/L nitrato de potasio, 200 mg/L sulfato de magnesio, 4,86
g/L TAPS (SHIVANNA y RANGASWAMY, 1992).

Se debe recordar que se realizaron pruebas de germinacion con los tres
medios mencionados en los parrafos anteriores y que finalmente se opto6 por el

medio nutritivo BK tipo A.
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Anexo 8 Pasos a seguir en la aplicacibn de la metodologia de
RODRIGUEZ-RIANO y DAFNI (2000), usada para la tincion con p-

fenilendiamina.

1. Tubos Eppendorf con polen

3. Conteo de los granos de polen
viables

Aguja enmangada

>

C

Microscopio 10x

2. Parafenilendiamina

FUENTE: RODRIGUEZ-RIANO y DAFNI, (2000), modificado por Aragon,
(2004).



Anexo 9 Pasos a seguir en la aplicacion de la metodologia KEARNS e
INOUYE (1993), usada para la determinacion de porcentaje de

germinacion.
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1. 30 minutos de 2. Preparacion de
prehidratado las muestras

—

Camara humeda
(hidratacién)

3. Se cubre con Pol hidratad
; . olen prehidratado
otro invertido P — ) Medio de cultivo
Agua destilada

4. Muestras rotuladas
llevadas en bandeja

a la estufa
5 Estufa a 21° C | I=m=1 || =m=1 || (=2 |
por 4 dias

7. Conteo de los granos
de polen germinados

6. Se fija con Q\\

lactofenol -
¥ e . .
| Microscopio 10x
&ﬁ

FUENTE: KEARNS e INOUYE, (1993), modificado por Aragon (2004).
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Anexo 10 Arboles muestreados de la seleccion clonal Santa Rosa y el

cultivar Du Chilly de C. avellana L., para cada uno de los

potreros (1, 2y 3).

NUmero de arboles muestreados

Potrero 1 Potrero 2 Potrero 3 Total
Santa Rosa 16 15* 12 43
Du ChiIIy 14** 14 14%** 35

*Arbol 3, amento ya habia liberado el polen.

**Arpoles 3, 5y 14 sus amentos estaban inmaduros, por lo tanto sin polen que recolectar.

Arbol 9 el amento ya habia liberado el polen.

*+Arbol 14, amento ya habia liberado el polen.

Anexo 11 Tablas con

los valores obtenidos de la medicién

inicial de

viabilidad del polen de C. avellana L., seleccion clonal Santa

Rosa en los potreros 1,2y 3.

Arbol 1 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 993 79,2
No viable 11 0,9
Abortado 250 19,9
Total 1254 100
Arbol 3 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 1152 78,7
No viable 4 0,3
Abortado 307 21,0
Total 1463 100

Arbol 2 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 1063 89,4
No viable 5 0,4
Abortado 121 10,2
Total 1189 100
Arbol 4 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 333 76,9
No viable 19 4.4
Abortado 81 18,7
Total 433 100




...Continuacién Anexo 11.
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Arbol 5 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 1151 75,0
No viable 19 1,2
Abortado 365 23,8
Total 1535 100
Arbol 7 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 1424 77,2
No viable 82 4.4
Abortado 338 18,3
Total 1844 100
Arbol 9 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 1480 70,2
No viable 19 0,9
Abortado 608 28,9
Total 2107 100
Arbol 11 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 1228 61,1
No viable 12 0,6
Abortado 771 38,3
Total 2011 100

Arbol 6 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 506 69,9
No viable 33 4,6
Abortado 185 25,6
Total 724 100
Arbol 8 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 962 59,2
No viable 3 0,2
Abortado 660 40,6
Total 1625 100
Arbol 10 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 914 67,8
No viable 4 0,3
Abortado 431 31,9
Total 1349 100
Arbol 12 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 864 79,1
No viable 5 0,5
Abortado 223 20,4
Total 1092 100
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Arbol 13 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 1544 65,3
No viable 260 11,0
Abortado 560 23,7
Total 2364 100
Arbol 15 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 1555 70,1
No viable 54 2,4
Abortado 610 27,5
Total 2219 100
Arbol 1 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 933 64,5
No viable 17 1,2
Abortado 496 34,3
Total 1446 100
Arbol 4 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 901 49,1
No viable 0 0,0
Abortado 934 50,9
Total 1835 100

Arbol 14 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 1084 57,7
No viable 88 4,7
Abortado 706 37,6
Total 1878 100
Arbol 16 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 1175 66,2
No viable 38 2,1
Abortado 561 31,6
Total 1774 100
Arbol 2 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 919 78,2
No viable 17 1,4
Abortado 239 20,3
Total 1175 100
Arbol 5 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 798 62,8
No viable 11 0,9
Abortado 461 36,3
Total 1270 100




...Continuacién Anexo 11.

97

Arbol 6 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 861 59,7
No viable 7 0,5
Abortado 575 39,8
Total 1443 100
Arbol 8 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 667 66,2
No viable 9 0,9
Abortado 332 32,9
Total 1008 100
Arbol 10 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 671 60,9
No viable 12 1,1
Abortado 419 38,0
Total 1102 100
Arbol 12 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 797 68,5
No viable 110 9,5
Abortado 257 22,1
Total 1164 100

Arbol 7 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 1192 57,3
No viable 244 11,7
Abortado 645 31,0
Total 2081 100
Arbol 9 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 777 81,8
No viable 4 0,4
Abortado 169 17,8
Total 950 100
Arbol 11 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 800 62,7
No viable 3 0,2
Abortado 472 37,0
Total 1275 100
Arbol 13 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 423 62,6
No viable 13 1,9
Abortado 240 35,5
Total 676 100




...Continuacién Anexo 11.

98

Arbol 14 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 953 54,7
No viable 35 2,0
Abortado 755 43,3
Total 1743 100

Arbol 1 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 302 11,3
No viable 1590 59,6
Abortado 775 29,1
Total 2667 100

Arbol 3 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 867 66,9
No viable 188 14,5
Abortado 240 18,5
Total 1295 100

Arbol 15 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 1015 68,7
No viable 12 0,8
Abortado 451 30,5
Total 1478 100
Arbol 2 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 180 5,7
No viable 2278 72,6
Abortado 680 21,7
Total 3138 100
Arbol 4 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 114 2,5
No viable 3400 75,9
Abortado 963 21,5
Total 4477 100
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Arbol 5 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 2178 66,9
No viable 289 8,9
Abortado 788 24,2
Total 3255 100
Arbol 7 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 786 51,9
No viable 53 3,5
Abortado 676 44,6
Total 1515 100
Arbol 9 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 2165 77,3
No viable 111 4,0
Abortado 523 18,7
Total 2799 100
Arbol 11 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 1979 50,1
No viable 796 20,1
Abortado 1177 29,8
Total 3952 100

Arbol 6 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 952 65,2
No viable 103 7,0
Abortado 406 27,8
Total 1461 100
Arbol 8 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 939 72,3
No viable 7 0,5
Abortado 352 27,1
Total 1298 100
Arbol 10 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 2537 48,1
No viable 639 12,1
Abortado 2094 39,7
Total 5270 100
Arbol 12 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 1481 83,3
No viable 41 2,3
Abortado 255 14,4
Total 1777 100
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Anexo 12 Tablas con los valores obtenidos de la medicién inicial de

viabilidad del polen de C. avellana L., cultivar Du Chilly en los

potreros 1,2y 3.

Arbol 1 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 1167 98,6
No viable 7 0,6
Abortado 10 0,8
Total 1184 100
Arbol 4 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 605 70,5
No viable 4 0,5
Abortado 249 29,0
Total 858 100
Arbol 7 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 642 94,4
No viable 18 2,6
Abortado 20 2,9
Total 680 100

Arbol 2 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 1043 98,0
No viable 8 0,8
Abortado 13 1,2
Total 1064 100
Arbol 6 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 427 53,2
No viable 51 6,4
Abortado 325 40,5
Total 803 100
Arbol 8 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 381 44,9
No viable 49 5,8
Abortado 419 49,4
Total 849 100
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Arbol 11 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 683 77,1
No viable 40 45
Abortado 163 18,4
Total 886 100
Arbol 13 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 551 94,3
No viable 12 2,1
Abortado 21 3,6
Total 584 100
Arbol 2 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 1340 97,4
No viable 20 1,5
Abortado 16 1,2
Total 1376 100
Arbol 4 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 632 87,3
No viable 79 10,9
Abortado 13 1,8
Total 724 100

Arbol 12 Potrero 1
Granos de polen %
Viable 644 68,6
No viable 11 1,2
Abortado 284 30,2
Total 939 100
Arbol 1 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 1287 36,0
No viable 787 22,0
Abortado 1501 42,0
Total 3575 100
Arbol 3 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 633 42,1
No viable 20 1,3
Abortado 849 56,5
Total 1502 100
Arbol 5 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 528 59,5
No viable 24 2,7
Abortado 336 37,8
Total 888 100
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Arbol 6 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 500 61,2
No viable 27 3,3
Abortado 290 35,5
Total 817 100
Arbol 8 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 1242 97,3
No viable 11 0,9
Abortado 24 1,9
Total 1277 100
Arbol 10 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 786 98,2
No viable 28 1,0
Abortado 465 0,8
Total 1279 100
Arbol 12 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 752 56,2
No viable 14 1,0
Abortado 573 42,8
Total 1339 100

Arbol 7 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 1758 97,2
No viable 23 1,3
Abortado 27 1,5
Total 1808 100
Arbol 9 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 1434 98,2
No viable 15 1,0
Abortado 11 0,8
Total 1460 100
Arbol 11 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 491 91,9
No viable 3 0,6
Abortado 40 7,5
Total 534 100
Arbol 13 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 883 65,1
No viable 9 0,7
Abortado 465 34,3
Total 1357 100
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Arbol 14 Potrero 2
Granos de polen %
Viable 701 64,4
No viable 10 0,9
Abortado 377 34,7
Total 1088 100
Arbol 2 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 1747 30,2
No viable 1351 234
Abortado 2682 46,4
Total 5780 100
Arbol 4 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 971 21,3
No viable 2949 64,7
Abortado 637 14,0
Total 4557 100
Arbol 6 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 1516 43,5
No viable 932 26,8
Abortado 1035 29,7
Total 3483 100

Arbol 1 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 1764 54,2
No viable 1478 45,4
Abortado 11 0,3
Total 3253 100
Arbol 3 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 1178 14,1
No viable 3468 41,4
Abortado 3724 44,5
Total 8370 100
Arbol 5 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 1340 26,8
No viable 1940 38,7
Abortado 1728 34,5
Total 5008 100
Arbol 7 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 1069 20,1
No viable 2018 38,0
Abortado 2224 41,9
Total 5311 100
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Arbol 9 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 1096 14,3
No viable 1578 35,0
Abortado 1841 40,8
Total 4515 100
Arbol 11 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 691 24,5
No viable 2104 74,6
Abortado 27 1,0
Total 2822 100
Arbol 13 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 883 65,1
No viable 9 0,7
Abortado 465 34,3
Total 1357 100

Arbol 8 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 1197 43,7
No viable 145 53
Abortado 1396 51,1
Total 2738 100
Arbol 10 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 1659 31,6
No viable 1188 22,6
Abortado 2407 45,8
Total 5254 100
Arbol 12 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 404 9,1
No viable 1455 32,8
Abortado 2576 58,1
Total 4435 100
Arbol 14 Potrero 3
Granos de polen %
Viable 508 61,5
No viable 9 1,1
Abortado 309 37,4
Total 826 100
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Anexo 13 Andlisis de varianza para los porcentajes de viabilidad polinica
de los é&rboles muestreados del cultivar Du Chilly y de la

seleccién clonal Santa Rosa de C. avellana L.

Sumade Media
Grados libertad ) Significacion
cuadrados cuadrética
Factores
Cultivar 0,0116486 0,0116486 0,8423
Potrero 11,0868 2 5,5434 0,0000
Interaccién
Potrero-Cultivar 0,353277 2 0,176639 0,5491
Residual 21,0397 72 0,292218
Total corregido 32,6902 77

Valores expresados en base a In.

Anexo 14 Tests de Rangos Multiples para el porcentaje de viabilidad por
potrero (Tukey 95%).

Potrero Cantidad Media LS Sigam LS Grupos homogéneos
25 30,855 1,114271 X
28 66,354 1,107558 X
25 73,032 1,119205 X
Contraste Diferencia Limites +/-

1-2 1,100637 1,438921

1-3 *2,366935 1,453194

2-3 *2,150512 1,427798

* denota una diferencia estadisticamente significativa.
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Anexo 15 Manejo de fertilizacién anual para los potreros 1,2y 3.

Fertilizantes Dosis

Nitromax 125 kg/4,5 ha*
Magnecal 150 kg/4,5 ha*
Superfosfato triple 150 kg/4,5 ha*
Febrero

Ac. Fosférico 0,45 L/4,5 ha**
Fosfato amonico 1,5 kg/4,5 ha**
Nitrato de postasio 6,25 kg/4,5 ha**
Sulfato de potasio 8,75 kg/4,5 ha**
Sulfato de magnesio 5,3 kg/4,5 ha**
Sulfato amoénico 0,6 kg/4,5 ha**
Nitrato amoénico 4,3 kg/4,5 ha**

*La mezcla de los tres fertilizantes se reparte en 150 gr para cada planta en las 4,5 ha del

huerto.
**Esta mezcla se entrega a la 4,5 ha por medio del fertiriego una vez a la semana durante

el mes de febrero.
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Anexo 16 Medias de granos de polen viables, no viables y abortados de la

evaluacion inicial de C. avellana L.

Medias (%)
Granos de polen
Variables n Viable No viable Abortado
Cultivares
42 53,7 9,3 27,2

2 36 52,4 13,6 12,2
Potreros

1 25 73,0 2,5 14,2

2 28 66,3 2,9 18,4

3 25 30,8 28,9 22,3
Interaccién potrero-cultivar

1-1 16 70,9 2,4 24,7

1-2 9 75,1 2,7 8,8

2-1 14 63,6 2,3 32,3

2-2 14 69,2 3,5 10,5

3-1 12 34,3 23,4 251

3-2 13 27,6 34,5 19,7

Cultivar 1: Seleccion clonal Santa Rosa; Cultivar 2: Du Chilly.

Anexo 17

Tabla con las mediciones realizadas para el tiempo 1 (17 de

agosto 2004) de la viabilidad del polen de C. avellana L.,

seleccion clonal Santa Rosay cultivar Du Chilly.

Potrero Cultivar | Categoria| G. viable (%) G. no viable (%) | G. abortado (%)
1 Santa Rosa Il 70,1 15 28,3
2 Santa Rosa 1l 61,7 2,0 36,3
3 Santa Rosa Il 66,8 6,4 26,8
3 Santa Rosa \% 6,5 69,4 24,1
1 Du Chilly 1l 67,3 3,1 29,5
2 Du Chilly I 96,4 1,0 2,6
2 Du Chilly Il 61,3 1,8 36,9
3 Du Chilly Il 27,8 40,5 31,8
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Anexo 18 Tabla con las mediciones realizadas para el tiempo 2 (17 de
septiembre 2004) de la viabilidad del polen de C. avellana L.,

seleccion clonal Santa Rosay cultivar Du Chilly.

Potrero Cultivar | Categoria| G. viable (%) G. no viable (%) | G. abortado (%)
1 Santa Rosa Il 73,5 0,5 26,0
2 Santa Rosa 1l 70,4 2,4 27,2
3 Santa Rosa Il 62,5 1,3 36,2
3 Santa Rosa \% 50,1 0,6 49,3
1 Du Chilly 1l 69,1 4,5 26,3
2 Du Chilly I 97,9 0,5 1,6
2 Du Chilly l 57,6 1,8 40,6
3 Du Chilly Il 62,7 2,3 35,0

Anexo 19 Tabla con las mediciones realizadas para el tiempo 3 (17 de
noviembre 2004) de la viabilidad del polen de C. avellana L.,

seleccidn clonal Santa Rosay cultivar Du Chilly.

Potrero Cultivar | Categoria| G. viable (%) | G.no viable (%) | G. abortado (%)
1 Santa Rosa Il 79,4 1,3 19,3
2 Santa Rosa Il 76,0 4,1 19,9
3 Santa Rosa 1l 75,9 1,5 22,5
3 Santa Rosa \% 74,3 0,8 24,9
1 Du Chilly 1 49,4 14,2 36,4
2 Du Chilly I 95,2 2,2 2,6
2 Du Chilly 1 54,7 5,4 39,9
3 Du Chilly 1] 65,5 2,5 31,9
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Tabla con las mediciones realizadas para el tiempo 4 (17 de

enero 2005) de la viabilidad del polen de C. avellana L.,

seleccion clonal Santa Rosay cultivar Du Chilly.

Potrero Cultivar | Categoria G. viable (%) G. no viable (%) | G. abortado (%)
1 Santa Rosa Il 39,1 35,8 251
2 Santa Rosa 1l 52,7 1,5 46,1
3 Santa Rosa Il 45,3 2,4 52,3
3 Santa Rosa \% 55,7 3,8 40,5
1 Du Chilly I 53,6 12,2 34,2
2 Du Chilly | 91,6 2,9 55
2 Du Chilly Il 47,0 14,8 38,2
3 Du Chilly 1] 62,0 6,9 31,1
Anexo 21 Anadlisis de covarianza para los porcentajes de viabilidad
polinica de las categorias del cultivar Du Chilly y de la
seleccién clonal Santa Rosa de C. avellana L., a través del
tiempo de almacenaje.
Sumade Media
Grados Libertad . Significacion
cuadrados cuadrética
Covariable
Tiempo 0,961 1 0,961 0,9496
Factores
A: Categoria 3993,35 3 1331,12 0,0045
B: Cultivar 259,21 1 259,21 0,3045
C: Potrero 44,4375 2 22,2188 0,9103
Residual 5649,78 24 235,408
Total corregido 11491,3 31
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Anexo 22 Tests de Rangos Multiples para el porcentaje de viabilidad por

categoria, a través del tiempo de almacenaje (Tukey 95%).

Categoria Cantidad Promedio LS SigmalsS Grupos homogéneos
v 4 44,575 9,65309
1l 4 60,475 11,5072
1 20 60,55 3,83575
| 4 99,4875 9,39563

Contraste Diferencia Limites +/-
I-11 *38,9375 24,481
I-111 *39,0125 28,6699
I-IV *54,9125 42,7803
1-11 0,075 17,8287
1-1v 15,975 25,575
1n-1v 15,9 36,6642

*indica diferencias estadisticamente significativas.

Anexo 23 Viabilidad del polen de C. avellana L., seleccion clonal Santa

Rosay cultivar Du Chilly, a través del tiempo de almacenaje.

% viabilidad/dias de almacenaje

Potrero Cultivar Categoria 30 60 120 180
1 Santa Rosa I 70,1 73,5 79,4 39,1
2 Santa Rosa I 63,5 70,4 76,0 52,4
3 Santa Rosa 1] 66,8 62,6 75,9 45,3
3 Santa Rosa v 6,5 50,1 74,3 55,7

% viabilidad/dias de almacenaje

Potrero Cultivar Categoria 30 60 120 180
1 Du Chilly 1] 67,3 69,1 49,4 53,6
2 Du Chilly | 97,5 97,9 95,2 91,6
2 Du Chilly I 61,2 57,6 54,7 47,0
3 Du Chilly 1 27,8 62,7 65,5 62,0
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Anexo 24 Germinacion del polen de C. avellana L., seleccién clonal Santa

Rosay cultivar Du Chilly, a través del tiempo de almacenaje.

% germinacion/dias de almacenaje

Potrero Cultivar Categoria 30 60 120 180
1 Santa Rosa Il 1,3 0,9 1,6 0,1
2 Santa Rosa 1 6,0 4,1 0,2 0,0
3 Santa Rosa I 4,6 2,1 0,3 0,0
3 Santa Rosa v 2,3 11 0,6 0,0

% germinacion/dias de almacenaje

Potrero Cultivar Categoria 30 60 120 180
1 Du Chilly I 2,2 0,9 0,9 1,0
2 Du Chilly [ 15 1,0 0,6 0,5
2 Du Chilly 1] 1,1 1,0 1,2 0,3
3 Du Chilly 1| 11,7 10,7 0,3 0,3

Anexo 25 Andlisis de

covarianza para los porcentajes de germinacion

polinica de los categorias del cultivar Du Chilly y de la

seleccién clonal Santa Rosa, Corylus avellana L., a través del

tiempo de almacenaje.

Sumade Media
Grados Libertad ) Significacion
cuadrados cuadrética

Covariable
Tiempo 64,516 1 64,516 0,0008
Factores
A: Categoria 47,8067 3 15,9356 0,0268
B: Cultivar 1,96 1,96 0,8371
C: Potrero 1,56417 2 0,782083 0,5093
Residual 104,792 24 4,36631
Total corregido 243,055 31
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Anexo 26 Tests de Rangos Mdultiples para el porcentaje de germinacion

por categoria, a través del tiempo de almacenaje (Tukey 95%).

Categoria Cantidad Promedio LS SigmalsS Grupos homogéneos
v 4 0,666667 1,31466 X
| 4 0,929167 1,2796 X
1l 20 1,41667 0,522393 X
1l 4 6,11667 1,56718 X
Contraste Diferencia Limites +/-
I-11 -0,4875 3,33408
I-111 *-5,1875 3,90456
-1V 0,2625 5,82628
1-11 *4.7 2,4281
1-1v 0,75 3,48267
1-1v *5,45 4,99332

*indica diferencias estadisticamente significativas.

Anexo 27 Participacion de los granos de polen abortado de las categorias

evaluadas en los analisis de viabilidad, por medio del test de

tincion con p-fenilendiamina.

Medias (%)
Variables n Viable Abortado Germinacion
Categorias
I 4 99,48 -1,98 0,92
1l 20 60,55 33,82 1,41
1 60,47 24,87 6,11
v 4457 34,07 0,66
Cutlivares
Santa Rosa 16 70,29 19,22 2,63
Du Chilly 16 62,24 26,17 1,93
Potreros
1 8 68,40 17,00 1,97
2 12 66,08 24,28 2,60
3 12 64,32 26,79 2,26
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Anexo 28 Valores obtenidos de los granos de polen cuantificados en el

estigma, estilo, libre y extrafio (de otra especie), para el cultivar

Du Chilly y la seleccién clonal Santa Rosa, C. avellana L.

Santa Rosa Muestra 1
Granos de polen %
Estigma 8 6
Estilo 13 11
Libre 5 4
Extrafio 97 79
Total 123 100
Santa Rosa Muestra 3
Granos de polen %
Estigma 2 29
Estilo 2 29
Libre 2 28
Extrafio 1 14
Total 7 100
Santa Rosa Muestra 5
Granos de polen %
Estigma 0 0
Estilo 1 12
Libre 5 63
Extrafio 2 25
Total 8 100

Santa Rosa Muestra 2
Granos de polen %
Estigma 2 8
Estilo 3 12
Libre 2 8
Extrafio 18 72
Total 25 100
Santa Rosa Muestra 4
Granos de polen %
Estigma 0 0
Estilo 0 0
Libre 1 20
Extrafio 4 80
Total 5 100
Santa Rosa Muestra 6
Granos de polen %
Estigma 1 7
Estilo 1 8
Libre 11 85
Extrafio 0 0
Total 13 100
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Santa Rosa Muestra 7
Granos de polen %
Estigma 0 0
Estilo 0 0
Libre 3 38
Extrafio 5 62
Total 8 100
Santa Rosa Muestra 9
Granos de polen %
Estigma 4 8
Estilo 0 0
Libre 0 0
Extrafio 44 92
Total 48 100
Santa Rosa Muestra 11
Granos de polen %
Estigma 6 24
Estilo 2 8
Libre 9 36
Extrafio 8 32
Total 25 100

Santa Rosa Muestra 8
Granos de polen %
Estigma 1 3
Estilo 0 0
Libre 5 13
Extrafio 31 84
Total 37 100
Santa Rosa Muestra 10
Granos de polen %
Estigma 3 18
Estilo 1 6
Libre 5 29
Extrafio 8 a7
Total 17 100
Santa Rosa Muestra 12
Granos de polen %
Estigma 0 0
Estilo 0 0
Libre 2 40
Extrafio 3 60
Total 5 100
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Santa Rosa Muestra 13
Granos de polen %
Estigma 0 0
Estilo 0 0
Libre 0 0
Extrafio 2 100
Total 2 100
Santa Rosa Muestra 15
Granos de polen %
Estigma 2 18
Estilo 0 0
Libre 6 55
Extrafio 3 27
Total 11 100
Santa Rosa Muestra 17
Granos de polen %
Estigma 0 0
Estilo 2 12
Libre 15 88
Extrafio 0 0
Total 17 100

Santa Rosa Muestra 14
Granos de polen %
Estigma 0 0
Estilo 0 0
Libre 32 97
Extrafio 1 3
Total 33 100
Santa Rosa Muestra 16
Granos de polen %
Estigma 33 35
Estilo 4 4
Libre 32 55
Extrafio 26 27
Total 95 100
Santa Rosa Muestra 19
Granos de polen %
Estigma 2 7,4
Estilo 1 3,7
Libre 22 91,4
Extrafio 1 7.4
Total 27 100
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Santa Rosa Muestra 20 Santa Rosa Muestra 22
Granos de polen % Granos de polen %
Estigma 0 0 Estigma 3 27
Estilo 0 0 Estilo 0 0
Libre 3 75 Libre 7 64
Extrafio 1 25 Extrafio 1 9
Total 4 100 Total 11 100
Santa Rosa Muestra 23 Santa Rosa Muestra 24
Granos de polen % Granos de polen %
Estigma 4 25 Estigma 0 0
Estilo 0 0 Estilo 0 0
Libre 11 69 Libre 3 100
Extrafio 1 6 Extrafio 0 0
Total 16 100 Total 3 100
Santa Rosa Muestra 25 Santa Rosa Muestra 26
Granos de polen % Granos de polen %
Estigma 2 20 Estigma 0 0
Estilo 0 0 Estilo 0 0
Libre 8 80 Libre 2 50
Extrafio 0 0 Extrafio 2 50
Total 10 100 Total 4 100
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Santa Rosa Muestra 27
Granos de polen %
Estigma 8 44,4
Estilo 0 0
Libre 8 44 4
Extrafio 2 11,1
Total 18 100
Santa Rosa Muestra 31
Granos de polen %
Estigma 0 0
Estilo 0 0
Libre 2 100
Extrafio 0 0
Total 2 100
Du Chilly Muestra 33
Granos de polen %
Estigma 2 13
Estilo 0 0
Libre 9 56
Extrafio 5 31
Total 16 100

Santa Rosa Muestra 30
Granos de polen %
Estigma 0 0
Estilo 0 0
Libre 1 100
Extrafio 0 0
Total 1 100
Du Chilly Muestra 32
Granos de polen %
Estigma 1 9
Estilo 0 0
Libre 2 8
Extrafio 8 73
Total 11 100
Du Chilly Muestra 34
Granos de polen %
Estigma 3 43
Estilo 0 0
Libre 3 43
Extrafio 1 44
Total 7 100
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Du Chilly Muestra 35
Granos de polen %
Estigma 0 0
Estilo 0 0
Libre 0 0
Extrafio 13 100
Total 13 100
Du Chilly Muestra 37
Granos de polen %
Estigma 3 25
Estilo 2 17
Libre 5 41
Extrafio 2 17
Total 12 100
Du Chilly Muestra 42
Granos de polen %
Estigma 0 0
Estilo 1 9,1
Libre 5 45
Extrafio 5 45
Total 11 100

Du Chilly Muestra 36
Granos de polen %
Estigma 3 9
Estilo 0 0
Libre 9 25
Extrafio 23 66
Total 35 100
Du Chilly Muestra 39
Granos de polen %
Estigma 0 0
Estilo 1 33,3
Libre 1 33,3
Extrafio 1 33,3
Total 3 100
Du Chilly Muestra 43
Granos de polen %
Estigma 0 0
Estilo 0 0
Libre 1 100
Extrafio 0 0
Total 1 100
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Du Chilly Muestra 44
Granos de polen %
Estigma 2 20
Estilo 2 20
Libre 2 20
Extrafio 4 40
Total 10 100
Du Chilly Muestra 47
Granos de polen %
Estigma 3 75
Estilo 0 0
Libre 1 25
Extrafio 0 0
Total 4 100
Du Chilly Muestra 49
Granos de polen %
Estigma 3 50
Estilo 0 0
Libre 3 50
Extrafio 0 0
Total 6 100

Du Chilly Muestra 46
Granos de polen %
Estigma 1 25
Estilo 0 0
Libre 1 25
Extrafio 2 50
Total 4 100
Du Chilly Muestra 48
Granos de polen %
Estigma 0 0
Estilo 0 0
Libre 5 100
Extrafio 0 0
Total 5 100
Du Chilly Muestra 50
Granos de polen %
Estigma 2 17
Estilo 0 0
Libre 4 33
Extrafio 6 50
Total 12 100
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Du Chilly Muestra 51 Du Chilly Muestra 52
Granos de polen % Granos de polen %
Estigma 1 25 Estigma 0 0
Estilo 0 0 Estilo 0 0
Libre 0 0 Libre 2 100
Extrafio 3 75 Extrafio 0 0
Total 4 100 Total 2 100
Du Chilly Muestra 53
Granos de polen %
Estigma 1 20
Estilo 0 0
Libre 3 60
Extrafio 1 20
Total 5 100
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