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1. INTRODUCCION

El cultivo del palto (Persea americana Mill.) ha tenido un sostenido aumento en

superficie en los ultimos afos, debido a las posibilidades de venta que brindan los
mercados extranjeros y la creciente difusion de sus propiedades alimenticias e
industriales (GARDIAZABAL Y ROSEMBERG, 1991).

En Chile, existen, actualmente, alrededor de diez mil hectareas plantadas con paltos,
de las cuales el cultivar Hass, supera el 60%; esta es la variedad preferida por el
principal importador de paltas chilenas, Estados Unidos, que en la temporada 94/95
abarco mas del 95% de nuestras exportaciones de paltas (GARDIAZABAL, 1995)*.

Dada la gran trascendencia que tiene este cultivar dentro de la industria de paltas de
nuestro pais, resalta la importancia de buscar estrategias que permitan optimizar su

produccién.

Atendiendo al hecho de que el palto presenta producciones irregulares vy,
generalmente, se aprecian problemas a nivel de polinizacién, resulta de gran interés

encontrar alternativas que permitan obtener una mayor cantidad de fruta.

GARDIAZABAL, F. Ing. Agr. 1995. Universidad Catdlica de Valparaiso. Facultad de
Agronomia. Comunicacién Personal.



Los problemas de polinizacion estan referidos al comportamiento floral que posee el
palto, que si bien tiene flores completas, presenta el fendmeno de dicogamia
protoginea, madurando a destiempo los verticilios sexuales, lo que se traduce en
una menor probabilidad de autopolinizacion de las flores. Se suma a esto, el hecho
de poseer dos tipos de florea en las distintas variedades: A y B, las cuales se
diferencian en los tiempos de apertura floral, siendo complementarias para una

adecuada polinizacion.

Por ello se ha postulado la necesidad de intercalar cultivares complementarios en
cuanto a floracion para lograr asi un maximo de polinizacion y, por lo tanto, una
buena produccién. Sin embargo, se ha visto que el comportamiento floral no es
estricto y esta fuertemente influenciado por las condiciones climaticas. Se sabe que
bajas temperaturas causan un retardo en la apertura floral, lo que incrementa la
posibilidad de autopolinizacion (SEDGLEY Y GRANT, 1983). Por otra parte,
bloques compactos de una sola variedad pueden llegar a generar buenas cosechas
(DEGANI y GAZIT, 1984).

Es por esto que surgen interrogantes, por una parte, respecto de la influencia que
ejercen ciertos polinizantes sobre el cultivar Hass y, por otra, en relacion de la
eventual existencia de un mejor polinizante para la variedad Hass, adornan do la

condiciones



Para evaluar la influencia de distintos cultivares en la polinizacion, es necesario
contar con técnicas que permitan determinar la procedencia del polen que origina
cada fruto. Esta informacion permite conocer los rangos de autopolinizacién y de
polinizacion cruzada y puede ser obtenida a través de la técnica de electroforesis a

embriones de frutos, utilizando isoenzimas como marcadores genéticos.

Dado el comportamiento floral que posee el palto, se puede esperar que exista una
variacion entre los porcentajes de autopolinizacion y polinizacion cruzada

dependiente de las condiciones en que se encuentre el huerto.

En el presente estudio, se plantea un analisis enzimatico de frutos obtenidos en
huertos con distintas condiciones climaticas, en cinco zonas productoras del pais,

cuyos objetivos son:

= Determinar el origen del polen parental que fecunda las flores de Hass en cada
una de las combinaciones, mediante la caracterizacion de isoenzimas presentes
en los embriones de los frutos.

e Establecer los  porcentajes de  autopolinizacion y  polinizacion

cruzada a partir de los frutos del cultivar Hass en cada combinacién.

e Determinar la variacién en los porcentajes de polinizacion cruzada y de
autopolinizacion a medida que aumenta la distancia de la fuente donadora de

polen.

» Determinar el origen del polen parental que origina la fruta en huertos del cultivar

Hass, sin polinizante cercano, en cuatro zonas climaticas.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1. Antecedentes de produccion de la especie.

La falta de produccion y afierismo son fendmenos que se presentan con mucha
frecuencia en paltos, lo que interfiere continuamente en la produccion de los huertos
(ROSEMBERG Y GARDIAZABAL, 1987). Este problema que atafie a diversas
zonas productivas a nivel mundial como Australia, California, Florida e Israel

(SCHOLEFIELD, SEDGLEY y ALEXANDER, 1985).

El ciclo de produccion bianual consiste en que un afio se produce una gran cantidad
de flores y frutas, y al afio siguiente, la floracidn se presenta pobre y la produccién
baja, debido a un aumento en el nivel de giberelinas provenientes del exceso de
fruta, lo que inhibe la induccion (SCHOLEFIELD, SEDGLEY y ALEXANDER,
1985; CAUTIN, 1988; GARDIAZABAL Y ROSEMBERG, 1991). La produccion
bianual puede también estar relacionada con el nivel de carbohidratos del arbol;
ocurre una alta acumulacion de carbohidratos durante el invierno, determinando una
buena produccion en la temporada y una baja acumulacion de carbohidratos para la
temporada siguiente (SCHOLEFIELD, SEDGLEY y ALEXANDER, 1985). La baja
produccidn, en cambio, se presenta el los huertos a pesar de existir una alta floracién

(CAUTIN, 1988; ROSEMBERG y GARDIAZABAL, 1987).



Un palto maduro origina alrededor de un millon de flores cada floracién; sin
embargo, s6lo unos pocos cientos de flores originan fruta (DEGANI, GOLDRING y
GAZIT, 1989; WOLSTENHOLME, 1990; CALABRESE, 1992). El porcentaje de
flores que llega a fruta madura varia entre 0,001 y 0,23%, lo que determina cosechas
impredecibles y usualmente bajas (SEDGLEY, 1980). A pesar de que el porcentaje
de flores cuajadas necesario para obtener una buena cosecha es relativamente
pequefio, en muchas ocasiones no se logra alcanzar esta cuaja minima (BERGH,
1967; GARDIAZABAL Y ROSEMBERG, 1991). Las actuales producciones (5,6 a
21,5 ton/ha) caen muy por debajo del maximo teérico estimado de 32,5 ton/ha

(WOLTENHOLME, 1986).

El palto es una especie muy poco eficiente en cuanto a cuaja. En durazneros, perales
0 manzanos, cuaja una flor de cada 6 6 de cada 10, mientras que, en palto, se
obtiene una buena produccion cuando cuaja una de cada mil flores que abren

(GARDIAZABAL y ROSEMBERG, 1991) .

Un problema mayor en la produccion de paltas, es el alto rango de fruta caida,
especialmente durante el mes siguiente a la polinizacion, aunque alguna
abscisiona durante todo el periodo de desarrollo (SEDGEY, 1987). Luego, la cuaja

no es una buena medida de la produccion (DAVENPORT y LAHAYV, 1992).



2.2. Floracion.

La floracion ocurre en primavera a partir de las yemas provenientes del crecimiento
de la primavera o el verano anterior (THORP, ASPINAL y SEDGLEY, 1993). Se ha
sugerido que una mayor cantidad de frutos proviene del crecimiento de verano

(CALABRESE, 1992).

Las flores van dispuestas en una inflorescencia Ilamada panicula (GARDIAZABAL
y ROSEMBERG, 1991), la cual puede ser axilar o terminal, y posee
aproximadamente 200 flores (RODRIGUEZ, 1982).

La yema terminal de la inflorescencia es mixta, es decir, origina un brote y flores. La
inflorescencia termina normalmente en una yema vegetativa, la cual, salvo que el
brote sea muy débil o que el arbol se haya debilitado después de floracion, empezara

a crecer emitiendo hojas (GARDIAZABAL y ROSEMBERG, 1991).

Las flores son completas, es decir, poseen androceo, gineceo, caliz y corola
(CALABESE, 1992; GARDIAZABAL y ROSEMBERG, 1991); son pequefias, 0,5 a
1,5 cms. de didmetro cuando estdn completamente abiertas, de color amarillo
verdoso y densamente pubescentes (OCHESE et al., 1965; CALABRESE, 1992). El
periantio estd formado por tres sépalos y tres pétalos, cada uno de los sepalos se
encuentra opuesto a un estambre interno. Rodeando al gineceo se encuentran tres

estambres con dos nectarios en la base de cada uno e intercalados



por tres estaminodios. Hacia el exterior, se encuentran seis estambres que no poseen

nectarios (BECKEY, 1989).

El gineceo consta de un carpelo simple (OSUNA, 1982). El estilo es delgado y el
estigma es lobulado (BERGH, 1969). El ovario es supero y posee un Unico évulo,

blanco y pubescente (OSUNA, 1982).

La duracion de la floracion varia entre cultivares de 1 a 8 meses, pero en la mayoria
de las variedades, tiene una extension de 2 a 3 meses (PAPADEMETRIOU, 1976).
La gran extension de la floracion se debe a que el periodo de induccidn que ocurre

durante el otofio dura dos o tres meses (WOLSTENHOLME, 1990).

Al cuajar las primeras flores de la inflorescencia, las que tedricamente abririan
después, se caen. El palto tiene yemas de reserva bajo la inflorescencia, que pueden
0 no ser emitidas. Al inhibirse la apertura de las flores apicales por cualquier tipo de
dafio, como por ejemplo helada, puede emitir flores mas basales, lo que parece ser
un mecanismo del arbol para regular la carga y evitar el alto gasto energético de un

proceso de diferenciacion innecesario (GARDIAZABAL y ROSEMBERG, 1991).

Cuando culmina el proceso de floracion, ya se ha producido la fecundacion y las

primeras divisiones celulares del embrion. En este



momento, el fruto alcanza el estado fenoldgico del cuajado y comienza el proceso de
desarrollo del fruto (RODRIGUEZ, 1982). El fruto cuajado es altamente sensible a
las condiciones ambientales y cualquier condicidn adversa puede determinar su caida
0 en algunos casos puede originar que éste se desarrolle sin semilla (SCHROEDER,

1954).

2.3. Grupos florales.

Las flores del palto presentan un fendmeno llamado dicogamia protoginea que
determina un doble ciclo de apertura; es decir, las partes femenina y masculina de la
flor maduran a destiempo (BERGH, 1969). Cuando una flor abre inicialmente, el
estigma esta receptivo y las anteras no estan dehiscentes, después de permanecer
abiertas por varias horas, las flores cierran y vuelven a abrir durante el dia siguiente.
Esta vez, el estigma estda seco y no receptivo, pero las anteras estdn maduras
(VRECENAR-GADUS y ELLSTRAND, 1985). De cierta forma, la planta trata de
que la flor no cuaje por efecto de su mismo polen (GARDIAZABAL vy
ROSEMBERG, 1991). Este comportamiento es idealmente sincronizado entre todas
las flores que abren en un mismo arbol y un mismo cultivar (BERGH, 1969);

VRECENAR-GADUS y ELLSTRAND, 1985).

Ademas, las distintas variedades de palto pueden ser clasificadas en dos grupos, A

y B, segun sus tiempos de apertura floral, cuya



sincronizacion de estados femenino y masculino permiten que ocurra polinizacion

cruzada (BERGH,1969; ROB1INSON y SAVAGE, 1926).

En las variedades tipo A, las flores abren primero al estado femenino en la mafiana,
actuando exclusivamente como hembras, con el estigma receptivo y las anteras sin
producir polen. El pistilo esta erecto y sobresaliente y el estigma brillante, blanco y
receptivo en apariencia (esta etapa corresponde a la fase 1). Luego cierran
completamente y reabren al estado masculino en la tarde del dia siguiente
(VRECENAR-GADUS y ELLSTRAND, 1985; BECKEY, 1989; GARDIAZABAL
y ROSEMBERG, 1991) . Durante la segunda apertura (fase 1) de la flor, el aspecto
ésta es totalmente diferente, el pistilo aparece pardo y deshidratado y las anteras son

la estructura sobresaliente (BRINGHURST, 1952).

Al comenzar el estado masculino, el polen queda rapidamente disponible y se
observa adherido a las valvas y alejandose en masas. Este no se adhiere a los

estigmas desecados (DAVENPORT, 1989).

En cultivares tipo B, las flores abren al estado femenino en la tarde, luego cierran y
reabren al estado masculino en la mafiana del dia siguiente (GARDIAZABAL vy
ROSEMBERG, 1991). Existe una estrecha relacion entre el estado | de las flores
tipo Ay la apertura al estado TI de las flores tipo n (PAPADEMETRIOU, 1976).
Este



comportamiento floral complementario tiende a promover la polinizacion cruzada

(VRECENAR-GADUS y ELLSTRAND, 1985).

Sin embargo, la dicogamia es rara vez absoluta y la autopolinizacion suele ocurrir;
por ende, la fruta puede provenir tanto de polinizacion cruzada como de
autopolinizacion (DEGANI Y GAZIT, 1984). Se ha observado que una gran
cantidad de estigmas permanecen blancos durante la segunda apertura floral
(DAVENPORT y LAHAYV, 1992), y que su numero varia segun el cultivar
(PAPADEMETRIOU, 1976)

SCHROEDER (1954) reporta que el polen transferido por contacto directo de las
anteras al estigma en el estado floral masculino, podria germinar y penetrar el
estigma; no obstante, DAVENPORT y LAHAV (1992) sefialan que aunque es
posible la autopolinizacion de flores al estado masculino, el tubo polinice no crece

bajo esas condiciones.

Durante la segunda apertura, la fertilidad de los érganos femeninos es muy baja
(SEDGLEY y GRANT, 1983). La aparicion de tejido calloso en el pistilo podria
estar reduciendo la viabilidad de ciertas sustancias necesarias para la germinacion
del tubo polinico y contribuyendo, asi, a la esterilidad del estado floral masculino

(SEDGLEY, 1977b).



2.3.1. Influencia de los factores climaticos:

2.3.1.1. Temperatura:

El ciclo floral se encuentra fuertemente influenciado por las condiciones
climaticas; cualquier cambio en el clima afecta la continuidad, regularidad y

secuencia del ciclo floral (STOUT, 1923; BERGH, 1969).

Cuando a la apertura floral le precede un dia frié y con alta humedad por la noche y
estas condiciones se mantienen durante la apertura, se produce una completa
inversion del ciclo normal de apertura en cultivares tipo A, es decir, la liberacion
del polen ocurre en la mafiana y los rganos femeninos estan receptivos en la tarde.
En cultivares tipo B, en cambio, bajo condiciones ambientales similares, las flores
no abren completamente y puede ocurrir una completa omision del estado femenino
(LESLEY y BRINGHURST, 1952; BERGH, 1975; SEDGLEY, 1977a). La omision
del estado femenino puede alcanzar un 90% (SEDGLEY, 1987) .

Bajas temperaturas durante floracion han mostrado coincidir con una cuaja pobre
(SEDGLEY, 1977a), lo que puede resultar en una alta produccién al afio siguiente y
un ciclo de alternancia (SEDGLEY y GRRNT, 1983). Se ha visto, ademas, una
prolongacion del ciclo floral a mas del doble del largo normal, la antesis ocurre

muchas veces durante la noche. Esto puede reducir la polinizacion y la cuaja, ya



que los insectos polinizantes no estan activos durante la noche (SEDGLEY, 1987) .

Los cultivares de tipo A, como Hass, responden mejor a bajas temperaturas que los
de tipo B. Todas las flores presentan estado femenino, pero con una larga extension
del ciclo floral (GARDIAZABAL y ROSEMBERG, 1991; COETZER vy
ROBERTSE, 1987). SEDGLEY y GRANT (1983) observaron que los cultivares tipo
B tienen menores producciones que los de tipo A con bajas temperaturas. En un
ensayo realizado por los autores, todos los cultivares tipo A y s6lo un cultivar tipo B,
mantuvieron su fertilidad medida cono penetracion del 6vulo por el tubo polinice

bajo condiciones de baja temperatura.

Durante el tiempo frio, se producen cortos periodos de traslape entre el estado floral
receptivo y el polen maduro, permitiendo la autopolinizacion (ROBINSON vy
SAVAGE, 1926). Segin GARDIAZABAL y ROSEMBERG (1991), a mediodia, se
produce un sobrecubrimiento de flores de diferente estado y mientras mas fresco y
nublado sea el clima, mas parece encontrarse un estado con otro. El traslape no
ocurre cuando prevalecen temperaturas mas altas durante el mediodia (ROBINSON

y SAVAGE, 1926).

Ensayos realizados por SEDGLEY (1977a) reportan que la temperatura tiene un

gran efecto en todos los aspectos de produccion de fruta; a



17°C durante el dia'y 12°C durante la noche, se produce un retraso en el crecimiento
del tubo polinico y el desarrollo embrional. A 33°C en el dia 'y 28°C en la noche, el
desarrollo reproductivo se ve superado por el crecimiento vegetativo, incidiendo en
el tamafno de las partes florales y generando un crecimiento anormal del tubo
polinico, resultando en una abscision de flores y frutos recién cuajados. Condiciones
calidas y secas, pueden, ademaés, desecar las flores impidiendo la polinizacion

(BECKEY, 1989).

La temperatura Optima para el crecimiento del tubo polinico en la mayoria de las
variedades es de 25°C (GARDIAZABAL y ROSEMBERG, 1991) . Un desarrollo
normal del ciclo floral y un crecimiento del tubo polinico, fertilizacién y desarrollo
de fruto ocurren con temperaturas de 25°C durante el dia 'y 20°C en la noche, segun

reportaron SEDGLEY y ANNELS, (1981) .

2.3.1.2. Humedad atmosférica:
LESLEY y BRINGHURST (1952) sefialaron que, bajo las condiciones de
California, las abejas meliferas son muy importantes para la cuaja y que su

actividad se ve afectada por la humedad atmosférica y las bajas temperaturas.

La humedad atmosférica tiene una importancia significativa en la polinizacion dada

por el grado de receptividad del estigma. Al



producirse una disminucion de la humedad atmosférica por sobre un 50%, los
liquidos estigmatices comienzan a decaer lo que limita la germinacién de los granos

de polen, llegando a inhibirla por completo (CALABRESE,1992).

Existe una relacion entre la deposicion de polen y las condiciones de humedad dada,
especialmente, por la condicién secante del aire. Cuando la humedad relativa se
mantiene alta (80-95%) y los vientos son ligeros (menos de 14,4 Km/hr), la
superficie estigmatica tiende a mantenerse blanca durante la Il apertura. Cuando los
dias son ventosos o se presentan frentes frios y secos (40-75% HR) o con vientos
superiores a 25.2 Km/hr, los estigmas se secan rapidamente durante la segunda
apertura, e incluso durante la primera. Cuando las condiciones ambientales son de
alta humedad, no es necesario que haya una transferencia de polen entre los estados I
y I, ya que la autopolinizacion puede ocurrir durante la segunda apertura de la flor

(DAVENPORT, 1989).

En dias cubiertos, se produce un retraso del estado femenino de ambos tipos de
flores por sobre tres horas. Esto significa, que en variedades del tipo B, el
crecimiento del tubo polinico ocurre durante el atardecer, cuando las temperaturas

suelen ser demasiado bajas para su desarrollo (SEDGLEY, 1977a).



2.3.1.3. Viento:

El viento es otro importante factor climatico que incide en la cuaja (CHANDLER,
1962). Vientos superiores a los 10 Km/hr limitan el vuelo de las abejas e influyen
negativamente en la fecundacion si son secos y deshidratantes (RODRIGUEZ,
1982). Ademas, si los vientos son frios pueden reducir el crecimiento del tubo

polinice (BECKEY, 1989) .

Vientos frios costeros pueden originar pequefias variaciones de temperatura a nivel
de huerto determinando, que en huertos no protegidos, las flores no cuajen y

haya muy poca fruta (GARDIAZABAL y ROSEMBERG, 1991).

Estudios han reportado un considerable beneficio del uso de cortinas cortavientos de
variedades polinizantes. Esto origina un microcliina de las filas adyacentes, que
favorece tanto el vuelo de las abejas como el desarrollo del tubo polinico. Debido a
que el polen del palto es pesado y pegajoso, el estudio realizado no sugiere al viento

como agente primario en el movimiento del polen (BECKEY, 1989).

2.4. Polinizacién, fecundacion v cuaja.

La produccion de paltas depende de una exitosa induccion, diferenciacion,

polinizacién y cuaja. Cualquier problema que altere



alguno de estos procesos, tendra un efecto detrimental en la produccion no pudiendo
ser resuelto a través de manejos posteriores (GARDIAZABAL y ROSEMBERG,
1991). La polinizacion conduce a la fertilizacién y ésta determina el éxito de la
formacion de fruta en la mayoria de los cultivos. En el palto, donde existe un
mecanismo de polinizacion abierta, la falta de polinizacion puede limitar la
formacion de fruta, asi como es posible que, aumentando la polinizacion, se

produzca una mayor cantidad de fruta (VTTHANAGE, 1990) .

La polinizacion no siempre garantiza fecundacién, ya que no todos los granos de
polen que germinan en el estigma logran que sus tubos polinices lleguen al ovario
(PAPADEMETRIQU, 1975b). EI nimero de tubos polinicos en el pistilo depende en
gran medida del parental femenino. Por ejemplo, el cultivar Reed tiende a tener
relativamente pocos granos de polen germinando sobre el estigma, mientras que

Bacon tiene un gran niumero (SEDGLEY, 1979b).

El tiempo que tarda el tubo polinice en alcanzar el ovario es un importante factor por
considerar a nivel de produccién, ya que si el rango de crecimiento del tubo es muy
lento, el 6vulo puede no estar en una condicién apropiada de fertilidad cuando es
alcanzado por el tubo (PAPADEMETRIOU, 1975b) . Este crecimiento esta sujeto a

un evidente control genético; sin embargo parece ser mas dependiente



del parental femenino (SEDGLEY, 1979a). Segun la autora, los cultivares A tienden

a tener un mayor nimero de dvulos penetrados que los de tipo B.

Si la polinizacion es adecuada y se depositan en el estigma muchos granos de polen,
la variacion en el crecimiento del tubo polinico no serd ningun problema, pero bajo
condiciones inadecuadas de polinizacion, en que hay pocos granos de polen sobre el
estigma, la variacion en el crecimiento del tubo polinico puede afectar la produccion

(PAPADEMETRIOQOU, 1975b).

Existen, por otro lado, diferencias en cuanto a la fertilidad femenina
(GARDIAZABAL y ROSEMBERG, 1991). El tamafio del estigma varia entre
cultivares y, al parecer, estigmas mas grandes presentan un mayor porcentaje de
receptividad (PAPADEMETRIOU, 1976). SEDGLEY (1978) reportd diferencias en
cuanto a la fertilidad femenina entre las variedades Fuerte y Hass dada por una
mayor proporcion de sacos embrionales defectuosos, lo que resultd en una menor

cantidad de fruta fertilizada postpolinizacion de la variedad Fuerte.

Estudios realizados por SEDGLEY (1979a), realizando cruzamientos dirigidos con
los cultivares Edranol, Ryan, Hass, Talbot, Jalva, Fuerte, Bacon y Sharwil, muestran
que no hay evidencia de incompatibilidad sexual entre el grano de polen y el pistilo.

A



excepcion del cultivar Bacon, como parental femenino, todos presentaron
compatibilidad cruzada. No hay diferencia entre el polen de una misma variedad, de
una variedad del mismo grupo o de una de tipo complementario. Segun la autora,
aunque existe la posibilidad de mal funcionamiento del proceso de fertilizacion y
aborto del y 6vulo o del endosperma, los resultados sugieren que el genotipo del

polen no es de primera importancia.

2.5. Polinizacion e insectos polinizantes.

Generalmente, son las abejas las que llevan el polen de una flor a otra
(GARDIAZABAL y ROSEMBERG, 1991). Ellas visitan sus flores para alimentarse
del néctar (RUEHLE, 1963). Este hecho permite manipular la polinizacion a través

de la adicion de colmenas al huerto durante la floracion (VITHANAGE, 1990).

A pesar de que las flores del palto son poco atractivas, verde amarillentas y suelen
confundirse con el follaje (VITHANAGE, 1990), la introduccion de abejas beneficia
la produccion aun cuando existe s6lo una variedad presente en el huerto, esto debido
a que existe la posibilidad de que el polen de las flores al estado Il colectado por
abejas, quede adherido a ellas y sea viable por varias horas, permitiendo que flores

del mismo arbol o cultivar sean polinizadas durante el estado | (BECKEY, 1989) .



Al analizar los granos de polen portados por las abejas de un huerto de paltos, es
posible ver que la mayoria proviene de otros cultivos presentes en el éarea,

especialmente, citricos (VITHANAGE,1990).

Se ha visto en algunos estudios recientes, que el polen no muere rapidamente,
teniendo una viabilidad cercana a las 72 horas, lo que permite la ocurrencia de
autopolinizacion por medio de abejas (PAPADEMETRIOU ,1975a). Segln
PAPADEMETRIOU (1975a), el polen permanece activo durante 566 dias, cuando
las temperaturas varian de 20,6 a 32,8°C y la humedad relativa es de 57 a 63%. A
4°C y 23% de humedad relativa, puede conservarse casi un mes (SEDGLEY y
ANNELS, 1981). Luego, la baja productividad que se observa en los paltos no puede
ser atribuida al polen, aun cuando las condiciones ambientales sean desfavorables

(CALABRESE, 1992).

La eficiencia de las abejas en la polinizacion es mayor cuando existe traslape entre
los estados masculino y femenino, ya que éstas tienden a visitar las flores entre las
11:00 y las 14:00 hrs, tiempo en que suelen encontrarse ambos estados en los

arboles (BERGH, 1967).

Es también posible lograr un aumento de la polinizacion cruzada al introducir

abejas al huerto, ya que éstas visitan mas variedades de



paltos en huertos mixtos (VITHANAGE, 1990). Al respecto, GARDIAZABAL vy
ROSEMBERG (1991) sefialan que el éxito de una buena polinizacion cruzada esta

dado por una buena dosis de abejas por hectarea.

BERGH (1967) afirma que las abejas son el principal agente polinizante en paltos y
descarta la posibilidad de que el polen se movilice por viento o por gravedad.
BECKEY (1989) sefiala que el polen del palto es demasiado pesado y pegajoso para
poder ser llevado por el viento; sin embargo, al monitorear la polinizacion y la cuaja
sobre ramas encerradas en bolsas, se vio que el transporte de polen fue similar dentro
y fuera de ellas. Esto estaria determinando que un adecuado porcentaje de estigmas

del palto reciben polen por transferencia directa o a través de insectos visitantes.

Por otro lado, al analizar el polen de seis variedades, se determind que este no es
adhesivo, sino cohesivo, debido a la humedad que presenta en la dehiscencia, y que
al secarse puede ser dispersado sobre el estigma adyacente. Luego, bajo estas
condiciones la autopolinizacion resulta ser el mecanismo principal de polinizacion
(DAVENPORT y LAHAV, 1992). Sin embargo, inflorescencias cubiertas con bolsas
muestran una pequefia proporcién de pistilos con tubos polinicos, ya que las bolsas
no permiten la llegada de polen externo a las flores. El porcentaje de pistilos que

presentan tubos



polinicos en el interior de las bolsas, puede deberse a que flores cambiando al estado
masculino liberen algo de polen producto del movimiento de las bolsas por el
viento. La proporcién de pistilos que poseen tubos polinicos es mucho mayor en las
flores que no han sido cubiertas por bolsas, o que evidencia la. importancia de la

visita de los insectos para la efectiva transferencia de polen (VITHANAGE, 1990) .

VITHANAGE (1990) sefiala que, al introducir 2 colmenas por hectarea se obtuvo
un significativo aumento del ndmero de frutos por arbol (ver Anexo 1). Sin
embargo, no hubo una diferencia significativa en el peso promedio de la fruta. Por
otro lado, al aumentar la densidad de colmenas de 2 a 3, no se observé un
incremento significativo de la cantidad de fruta, pero si creciod significativamente el
peso promedio de la fruta, lo que puede estar relacionado con una mayor

oportunidad de polinizacién cruzada.

2.6. Polinizantes v su utilizacién en plantaciones de palto.

El comportamiento floral del palto tiende a promover la polinizacion cruzada.
(VRECENAR-GADUS y ELLSTRAND, 1985; BECKEY, 1989). Por esta razon,
para asegurar una adecuada polinizacion y aumentar la produccion, se recomendaba
la plantacion de cultivares complementarios en un mismo huerto. (DEGANI,

GOLDRING y GAZIT, 1989;



GUSTAFSON, 1967), basado en el hecho de que cuando cultivares
complementarios son plantados adyacentes o intercalados a nivel de huerto, las
producciones son

significativamente més altas (DEGANI, GOLDRING y GAZIT, 1989).

Con frecuencia, ha sido utilizada la plantacion de cortinas de variedades
polinizantes para dar polen a la variedad principal. También se ha intentado el
injerto de parte de la variedad principal con la variedad polinizante; no obstante,
esto suele generar problemas como el sobrecrecimiento de la variedad principal o

polinizante (BECKEY, 1989).

Al elegir la variedad polinizante, se debe asegurar que ambos cultivares se
traslapen en el periodo de floracion para lograr una absoluta coincidencia de, los
estados masculino y femenino de los dos cultivares (SEDGLEY, 1979a). No
obstante, debido al largo periodo de floracién que presentan, en general, las
distintas variedades, este aspecto no resulta ser un problema real al momento de
elegir la variedad (BECKEY. 1989). Segun el autor, la principal consideracion al
seleccionar el cultivar complementario debiese ser el valor comercial de su fruta.
Desde que la variedad Hass superé a las otras en importancia, el precio que han
obtenido variedades como la Bacon, no ha logrado siquiera cubrir sus costos de

cosecha en muchas ocasiones.



Un alto porcentaje de hibridos no necesariamente determina una alta produccién;
con todo, se puede asumir que un sustancial aumento en el rango de polinizacion
cruzada iria en beneficio de un significativo incremento de la produccién (DEGANI,
GOLDRING y GAZIT, 1989). Los polinizantes que originan un alto porcentaje de
hibridos, también pueden incrementar producciones bajo condiciones de huerto

(DEGANI y GAZIT, 1984).

La influencia del uso de variedades polinizantes puede variar segun las condiciones
climaticas imperantes el huerto. En afios en que se produce un alto rango de traslape
entre los estados | y 1, puede haber poca necesidad de tener polinizacion cruzada.
Sin embargo, en afios en que las temperaturas ocasionan una gran separacion entre
el estado femenino y masculino de la flor, resulta fundamental contar con cultivares
de ambos grupos florales en el huerto. Este argumento avala la plantacion de arboles
polinizantes para asegurar la plantacion en afios en que no ocurre traslape de estados

(BECKEY, 1989) .

En diversos estudios realizados por BERGH vy colaboradores (BERGH vy
GUSTAFSON, 1958; BERGH y GARBER, 1964; BERGH et. als., 1966),
destinados a determinar el efecto de interplantar cultivares complementarios, los
autores verificaron que cuando diversos cultivares eran plantados adyacentes a un

cultivar complementario,



los rendimientos obtenidos eran significativamente mayores. Ellos concluyen que la

polinizacién cruzada era la principal causa del aumento en la produccién.

BERGH (1968) recomendo, para aumentar la polinizacion cruzada, que las ramas de
ambas variedades estuvieran muy juntas e idealmente se traslaparan. Segin BERGH
et al. (BERGH, 1968; BERGH y GUSTAFSON, 1958), el efecto de la variedad
polinizante estaba limitado a la primera hilera adyacente a ésta, especialmente a
aquellos arboles que presentaban los brazos traslapados. El, incluso, concluy6 que
una distancia de 100 metros podia garantizar la total ausencia de polinizacion

cruzada.

Los estudios citados, no obstante, estuvieron limitados a diferencias en cuanto a
produccion, ya que no se contaba entonces con un método que permitiera determinar
los rangos de polinizacion cruzada (VRECENAR-GADUS y ELLSTRAND, 1985,
GOLDRING; DEGANI y GAZIT, 1987) .

Ensayos realizados por GUIL y GAZIT (1992) muestran que diferentes huertos de
Hass vecinos a huertos de Ettinger, presentaron, durante cuatro afios, una
produccién mayor en las hileras adyacentes a Ettinger, siendo significativo el efecto
hasta los 18 metros de distancia. Segun los autores, las hileras de Hass bordeando a

los



Ettinger produjeron 17-20 ton/ha; a una distancia de 50 metros, la produccion se
redujo a 8-10 ton/ha, para disminuir a 5 ton/ha cuando la distancia fue de méas de 50
metros. En este caso, se realizaron andlisis con isoenzimas para confirmar el efecto
de la polinizacién cruzada de Ettinger sobre Hass. Los resultados mostraron que un
90% de los frutos de Hass provenian de polen aportado por Ettinger, con lo cual se

confirmo la debilidad de Hass como autopolinizante.

Segun McGregor (1976), citado por VRECENAR-GADUS y ELLSTRAND (1985),
la polinizacion cruzada por abejas estarla limitada a distancias menores de 80
metros; sin embargo, ELLSTRAND (1992) sefiala que la polinizacién cruzada puede
ocurrir a muchos metros de distancia de la fuente donadora de polen. VRECENAR-
GADUS (1985), citado por BECKEY (1989), reportd que en un huerto de la
variedad Hass ubicado a 76 metros de uno de Bacon, un 42,2% de la fruta provenia

de polinizacion cruzada con Bacon.

Por otro lado, por muchos afios ha sido bien conocido que es posible obtener buenas
cosechas sin el beneficio de la polinizacion cruzada (DEGANI y GAZIT, 1984). Se
ha visto que bloques compactos de una sola variedad, con una pequefia cantidad de
abejas han mostrado una produccion tan buena como los huertos interplantados con
un cultivar complementario, (DAVENPORT y LA11AV, 1992; DEGANI,
GOLDRING y GAZIT, 1989), ya que siempre es posible encontrar algin momento
de



coincidencia de los estados femenino y masculino dentro de un mismo éarbol o
cultivar y, por lo tanto, una oportunidad para la autopolinizacion (SEDGLEY y

ANNELS, 1981).

Al respecto, GARDIAZABAL y ROSEMBERG (1991), sefialan que a mediodia se
produce en un mismo arbol un sobrecubrimiento de flores en diferentes estados vy,
por ende, con Optimas temperaturas y una buena cantidad de abejas, se puede plantar
bloques compactos de una sola variedad sin necesidad de considerar otros cultivares

para la polinizacion.

El hecho de que los estados masculino y femenino se encuentren, incluso, dentro de
una misma inflorescencia (GARDIAZABAL y ROSEMBERG, 1991;
VITHANAGE, 1990; DAVENPORT, 1989; SEDGLEY y GRANT, 1983), permite
que la fruta pueda resultar de autopolinizacién o de polinizacion cruzada (DEGANI
y GAZIT, 1984). Sin embargo, PAPADEMETRIOU (1976), sefiala que solo en las
variedades tipo A es posible que los estados femenino y masculino se encuentren en

el mismo arbol y que el grado de traslape varia segun cultivar.

Segin VRECENAR-GADUS y ELLSTRAND (1985), es posible que las buenas
producciones las cuales se logran en huertos de Hass aislados se deban a que arboles
complementarios estan aportando polen desde distancias considerables o a que

dentro del mismo huerto haya



arboles de otra variedad, arboles de semilla o arboles que al haber sido dafiados por

heladas u otra causa, hayan rebrotado desde el patrén.
Se ha visto en California, que las zonas donde son obtenidas las menores
producciones de palta, coinciden exactamente con aquéllas en que no es posible ver

otra variedad que Hass en muchas millas a la redonda (ELLSTRAND, 1992).

2.7. Abscision de fruta y la influencia del parental donador de polen.

Un mayor problema en la produccién de paltas resulta el hecho de la gran cantidad
de fruta que abscisiona después de la polinizacion. La mayor parte de ésta cae
durante el mes siguiente a la polinizacion, pero otra lo hace durante todo el periodo
de desarrollo (SEDGLEY, 1987). Luego, la cuaja no es una buena medida de la
polinizacion (DAVENPORT y LAHAYV, 1992).

Se conoce muy poco acerca de la regulacion de la abscision en palto. La mayoria de
los trabajos realizados en el tema estdn orientados a aspectos fisiologicos y
anatomicos (ADATO y GAZIT, citados por DEGANI et. als., 1986; SEDGLEY,
1980). Algunos estudios sugieren que existen mejores donadores de polen, al igual

que una diferencia en la cantidad de fruta abortada dependiente del origen del polen



parental (VRECENAR-GADUS y ELLSTRAND, 1985: DAVENPORT y LAHAYV,
1992) .

La abscision selectiva de frutos puede ser afectada por factores genéticos. EI nimero
de flores encontradas en el palto y la masiva abscision de frutitos apuntan a la
importancia de la tolerancia a las condiciones ambientales y la capacidad de
competencia de los frutos sobrevivientes de un determinado cultivar (DEGANI,
GOLDRING y GAZIT, 1989). Estudios recientes muestran que la supervivencia de
los frutitos jovenes es dependiente del parental donador de polen (DEGANI et. als.,
1986; DEGANI y GAZIT, 1984) . Los genotipos del embrion y del endosperma
pueden jugar un rol fundamental en la seleccidn diferencial por la supervivencia

(DEGANI y GAZIT, 1984).

Al analizar los porcentajes de polinizacién cruzada de distintas combinaciones, se
ha observado una alta variabilidad en cuanto al rango de hibridacion final. Esta
puede ser afectada en cualquier estado de la polinizacion, fertilizacion o abscision
de frutitos. La causa de esta variabilidad podria explicarse por la resistencia y
capacidad de supervivencia conferida a traves del polen parental (DEGANI vy

GAZIT, 1984) .

En arboles de Hass sujetos a polinizacién cruzada de Ettinger y Fuerte, la poblacién

de frutitos de Hass, un mes después de la



cuaja, correspondié en un 88% a autopolinizacion. Sin embargo, durante el
desarrollo del fruto, la proporcion de Hass autopolinizados disminuye, mientras
aumenta el rango de polinizacion cruzada con Ettinger y tuerte. Al finalizar la
abscision de frutitos, la mayor parte de los frutos sobrevivientes corresponden a
hibridos de Hass (alrededor de un 84% de hibridos). Este aumento en el porcentaje
de hibridos resulta de una abscision selectiva en la cual la progenie de Ettinger y
Fuerte desplazé en ventaja a la progenie proveniente' de autopolinizacion de Hass.
Ademas, la produccién de frutos de Hass esta significativamente correlacionada con
el rango de polinizacion cruzada con Ettinger (DEGANI, GOLDRING y GAZIT,
1989).

Sobre un 90% de las flores y frutos pequefios que abscisionan durante la primera y
segunda semana después del término de la floracion no son fertilizados (SEDGLEY,
1987). Esto puede sugerir una polinizacion inadecuada y falta de fertilizacion.
Todos los frutos abscisionados durante la cuarta semana seguida al término de la
floracion, en cambio, habian sido fertilizados (SEDGLEY, 1980). Un mes después
de la floracion, toda la fruta caida presentaba desarrollo de embrién y endosperma

normal (SEDGLEY, 1987).

La selectiva abscision de frutos puede ser afectada por factores como la seleccion
genética, sensibilidad a condiciones ambientales y la habilidad de competir con el
crecimiento vegetativo y con frutitos vecinos (DEGANI, GOLDRING y GAZIT,
1989). Segin SEDGLEY (1987), la competencia entre frutitos y entre los frutos y
los "flush" de crecimiento vegetativo serian la causa de la elevada abscision
observada, ya que no se distingue una razon anatomica para la gran cantidad de

fruta que abscisiona.

Segin DAVENPORT y MANNERS (1982), citados por MUNOZ y JANKIEWICZ
(1984), normalmente, los frutos que caen presentan un oscurecimiento de la

cubierta seminal, aunque existen frutos que presentan esta anormalidad y persisten



hasta la cosecha. Los autores sefialan que la descomposicion de la cubierta seminal

esta asociada con la caida de frutos.

El anillamiento del pedinculo del fruto es otra causa de calda prematura de un gran
numero de frutos y afecta a varios cultivares. Asi, los frutos afectados temprano en
la temporada se desprenden rapidamente, mientras que aquéllos en que el
anillamiento del pedunculo aparece mas tarde, aunque no caen, presentan menor

crecimiento 2 a 3 meses antes de la cosecha (MUNOZ y JANKIEWICZ, 1984) .

Un estudio realizado por GANDOLFO (1995) destinado a determinar los
porcentajes de polinizacion cruzada de frutos sobrevivientes con anillamiento del
peddnculo, mostré un alto porcentaje de frutos hibridos, lo que evidencia la
superioridad de la fruta hibrida respecto a la autopolinizada, en cuanto al grado de
retencion que presenta la fruta con esta anomalia. Segun la autora, los frutos
provenientes de polinizacion cruzada reciben- en su material hereditario-
informacién proveniente del parental donador de polen que les permite sobrevivir
pese atener anillamiento del peddnculo y la cubierta seminal normalmente

necrosada.

2.8. Isoenzimas vy su utilizacién en técnicas electrofcréticas.

Las moléculas de enzimas son proteinas especificas, codificadas por un gen, una
seccion de DNA cromosomal. EI DNA es una copia patron de un cédigo que
determina la secuencia de aminoacidos de proteinas constituyendo bloques, los
cuales, en cambio, dictan las caracteristicas de la proteina. Los genes son
transmitidos a través de las células sexuales, y con raras excepciones no cambian o
mutan a otras formas. Cuando se presenta una mutacién, como ocurre para muchos
casos en palto, la forma que ha cambiado es fielmente copiada y transmitida a la
descendencia. La mutacion puede resultar en una enzima con caracteristicas
detectablemente diferentes, especialmente en cuanto a la carga eléctrica neta
(TORRES y BERGH, 1980).



Las proteinas estan compuestas de aminoacidos, los cuales tienen carga positiva o

negativa segun sea su composicion quimica. Por lo



tanto, la Carga neta que tiene una proteina depende de la composicion de
aminoacidos que la constituyen. A su vez, las diferentes formas de una proteina se
deben a la substitucion de un aminoacido por otro y por lo tanto, pueden determinar
un cambio en la carga neta de ésta. Si bien, todas las substituciones originan un
cambio en la carga neta de una proteina, muchas de ellas ( 30% ) la producen. Este
cambio puede ser detectado, debido a que, proteinas con diferente carga migran a
diferente velocidad en un campo eléctrico, siendo ésta, la base de la técnica de
electroforesis (EATON, 1995)*

La migracion de las enzimas en un gel y la separacion de las enzimas con diferentes
cargas, resulta de la integracion de la corriente eléctrica, el pH en el gel y el pH en la
camara del electrodo. La direccién (anodal o catodal) y el rango de migracién de la
enzima, depende del tipo de carga eléctrica (positiva 0 negativa) y la fuerza de la
carga. Son necesarios muchos sistemas de gel para analizar el maximo de enzimas
posible (CONKLE et. al., 1980).

Después que los geles han sido mantenidos por un tiempo suficiente en el campo
eléctrico, las planchas de gel son cortadas en delgadas capas, las cuales son tefiidas
para detectar las diferentes enzimas. Las soluciones de tincion contienen substratos

especificos para las enzimas, las cuales catalizan una determinada reaccion. Los

EATON, L. C. Lic.Biol. M.S. 1995. Universidad de Chile. Facultad de Ciencias.
Comunicacion personal.



productos de esta reaccion son la base de las procesos de tincion (EATON, 1995)*

Diferentes bandas sobre un mismo gel denotan moléculas funcionalmente
relacionadas, que difieren en su carga eléctrica, las isoenzimas, las cuales se analizan
por los rangos de segregacion mendeliana. La electroforesis a embriones
individuales resuelven modelos de bandeo diploides, producto del aporte de ambos
parentales en su material hereditario (CONKLE et. al., 1980).

Las diferentes formas de una misma proteina se llaman Aloenzimas, y corresponden
a diferentes alelos de un mismo gen. Estos diferentes alelos se acostumbra a
identificarlos por numeros o letras, segin su velocidad de migracion; por ejemplo, F
(Fast), para el alelo que especifica la migracion anddica mas rapida 'y S (Slow), para
el que migra mas lento. Cuando existen dos alelos, hay tres posibles genotipos
diferentes: homocigoto para F, homocigoto para S o heterocigoto (CONKLE et al,
1980).

En una electroforesis, cuando un individuo es homocigoto para un gen, siempre
presentard una banda. La posicién de esta banda en el gel indicaré para cual alelo es
homocigoto. La union de gametos que portan diferentes alelos produce un genotipo
heterocigoto. Un individuo con genotipo heterocigoto puede producir diferentes
tipos de gametos. Los heterocigotos producen proteinas diferentes, una para cada

alelo. En una electroforesis, el nUmero de bandas



observadas dependeré de la forma funcional de la enzima (EATON, 1995)* .

Cuando en una poblacién todos los individuos son homocigotos para el mismo alelo,
este gen invariante es llamado monomdrfico, codificando una enzima que no
presenta variacion en su forma molecular, y en el gel se presentard como una sola
banda en el mismo lugar para cada individuo; es decir, presenta sélo un alelo.
Cuando los genes son variables y se presentan dos 0 mas aleles, se dice que el gen es
polimorfico, codificando enzimas que presentan variacion en su forma molecular,

evidenciandose en el gel dos 0 mas bandas (EATON, 1995)*.

Se denominan alelos codominantes a aquéllos que carecen de relaciones dominantes
y recesivos. Esto significa que cada alelo posee cierto grado de expresion cuando se
encuentra en una posicion heterocigota. EL genotipo heterocigoto origina un
fenotipo bastante diferente de cualquiera de los fenotipos homocigotos (CONKLE
et. al., 1980).

Cuando una enzima funciona con una sola unidad, se denomina enzima monomeérica
y en un gel los heterocigotos presentan dos bandas, una correspondiente a cada alelo.
Las enzimas diméricas tienen dos unidades funcionales. Los heterocigotos pueden
formarse con dos proteinas provenientes del mismo alelo o con una de cada una.
Esta Ultima es una especie de enzima hibrida, que presenta una movilidad intermedia
a la de las bandas de los homocigotos en el gel. En este caso el heterocigoto presenta
tres bandas (EATON, 1995)*.

*EATON, L.C. Lic.Biol. M.S. 1995. Universidad de Chile. Facultad de Ciencias.
Comunicacion personal.



Algunas proteinas tienen isoenzimas, es decir, proteinas especificas con multiples
formas moleculares que cumplen la misma funcion, pero son producidas por otro.

Esto se visualiza como sistemas separados en un mismo gel (EATON, 1995)*.

2.9. Electroforesis, isoenzimas y su uso especifico en paltos como marcadores

genéticos.

Las isoenzimas han sido utilizadas exitosamente como marcadores genéticos en
muchos cultivos, incluyendo el palto (GOLDRING et. al., 1987; TORRES et. als
,1978; TORRES y BERGH, 1979; GOLDRING, GAZIT y DEGANI, 1987,
TORRES, 1984 citado por GOLDRING, GAZIT y DEGANI, 1987), siendo
especialmente apropiados para cultivos propagados clonalmente (ARULSEKAR y
PARFIT, 1986). Cultivos con largos tiempos entre cada generacion, tales como
arboles frutales, resultan especialmente beneficiados con la técnica, debido a que
evitan la espera hasta la madurez de la descendencia para evaluar los resultados de
programas de cruzamiento de cultivos (TORRES, 1984, citado por VRECENAR-
GADUS y ELLSTRAND, 1985).

'EATON, L.C. Lie. Biol. M.S. 1995. Universidad de Chile. Facultad de Ciencias.
Comunicacion personal.



La técnica de isoenzimas permite también seleccionar donadores de polen
promisorios para ser utilizados como polinizantes en los huertos (DEGANI y
GAZIT, 1984). Como marcadores genéticos para resolver problemas de sistematica
en paltos, documentacion de parentales y discriminacion de arboles de semilla en
programas de hibridacion, es también posible emplear esta técnica (TORRES y
BERGH, 1980) . La identificacion de cultivares se lleva a cabo habitualmente a
través de caracterizaciones visuales y las variaciones observadas pueden deberse
solo a las condiciones ambientales y no a una real expresion de una variacion

genética (TRUSEIT y LEWIS, 1992) .

Sin embargo, las isoenzimas no han sido muy explotadas en arboles frutales y s6lo
se han reportado limitados estudios (TORRES, 1983). Este progreso limitado en el
area, puede deberse a que existen ciertos problemas técnicos asociados a la
extraccion de enzimas activas desde los tejidos y probablemente a procedimientos
inadecuados en los ensayos realizados (CARR y JOHNSON, 1980). Se ha detectado
la presencia de compuestos fendlicos en los tejidos de especies perennes lefiosas

que interfieren con la extraccion enzimatica (LOOMIS, 1969; LOOMIS, 1974).



El hecho de que los paltos sean ricos en variacion isoenzimética, permite que las
isoenzimas sean utilizadas para realizar estudios de sistematica y de evolucion en el

palto (TORRES y BERGH, 1980)

Se han utilizado muchos sistemas isoenzimaticos en palto tanto en tejido foliar como
mesocarpo. Las hojas son preferidas dado que su utilizacion permite trabajar con
arboles antes de que la fruta esté disponible (TORRES, DIEDENHOFEN, BERGH y
KNIGHT, 1978, citados por TORRES y BERGH, 1980).

TORRES et. als., (1978) introdujeron el uso de las isoenzimas en palto como
marcadores genéticos para la caracterizacion de cultivares. Desde entonces, se ha
utilizado también isoenzimas para determinar el origen de la descendencia y
determinar los rangos de polinizacion cruzada entre cultivares (TORRES y BERGH,
1978a,b; DEGANI y GAZIT, 1984; TRUCEIT y LEWIS, 1992; TANSKLEY vy
ORTON, 1983ay b citados por VRECENAR-GADUS y ELLSTRAND, 1985).

Las isoenzimas son un excelente marcador genético, debido a que normalmente
estan codificadas por aleles codominantes lo que permite que el parental donador de
polen pueda ser identificado en la F1, si se conoce el genotipo de los parentales. Los
modelos de electroforesis reflejan habitualmente el genotipo y no suelen ser

afectados por condiciones ambientales (DEGANI y GAZIT, 1984; TRUCEIT



y LEWIS, 1992). Por lo tanto, para diferenciar la descendencia hibrida de la propia,
la técnica de electroforesis con isoenzimas es de fundamental importancia

(TRUCEIT y LEWIS, 1992).

Al analizar una enzima determinada en una poblacién, se puede realizar
asignaciones individuales de la progenie cuando los dos parentales son homocigotos
diferentes (FF y SS). Cuando uno de los parentales es heterocigoto, las asignaciones
pueden ser parciales. Si el parental masculino es heterocigoto, se puede identificar
la mitad de los hibridos, y s6lo un 25% en el caso de que el parental femenino sea

heterocigoto. (DEGANI y GAZIT, 1984).

TORRES et. als., (1978) citados por TORRES y BERGH (1980), analizaron
alrededor de treinta cultivares de palto. Los autores encontraron cuatro sistemas
isoenzimaticos del mesocarpo (ADH, LAP, PGM y GOT), especificados por 10
genes con 20 alelos: ADH es dimérico y especificado por Adh-1 y Adh-2; LAP y
PGM son monomericos y cada uno codificado por dos genes: Lap-1y Lap-2; Pgm-1
y Pgm-2. Las isoenzimas de Got-1 y Got-2 son diméricas; Got-3 y Got-4 se

describen como monomorficas.

DEGANI y GAZIT (1984) discriminaron los porcentajes de polinizacién cruzada y
autopolinizacion en un sistema cerrado que contenia dos cultivares

complementarios de palto, analizando la poblacion de



semillas. Para ello, los autores utilizaron la isoenzima Malato deshidrogenasa
(MDH), a la cual sefialaron como dimérica y codificada por los aleles F y S. No
obstante, sus resultados muestran una gran variabilidad respecto a los porcentajes de
hibridos esperados. Segun sefialaron, ésta variabilidad puede ser originada en algin

estado de la polinizacion, fertilizacidn o abscision de fruta.

DEGANI, GOLDRING y GAZIT (1989) lograron también discriminar rangos de
hibridacion en bloques de paltos del cultivar Hass y Fuerte usando tres sistemas
isoenzimaticos: MDH, LAP y TPI. Los autores reportaron que TPI es una enzima
dimérica con los alelos F y S como los mas comunes (también reportado por
GOLDRING, GAZIT y DEGANI, 1987; VRECENAR-GADUS y ELLSTRAND,
1985; DEGANI et. als., 1989). Sefialan ademas a LAP-2 como una enzima
monomérica con alelos F y S (también citado por TORRES y BERGH, 1980 y por
DEGANI et. als.,, 1986), y a MDH como dimérica con alelos F y S. Ellos
determinaron que la abscision de frutitos es muy dependiente del parental donador
de polen y que los frutos sobrevivientes de Hass eran, en su mayoria, frutos hibridos

de Ettinger.

DEGANI, GOLDRING y GAZIT (1989) analizaron la distancia de influencia del
polen parental de Ettinger, en el porcentaje de hibridos, advirtiendo que, a medida
que la distancia aumentaba, el porcentaje de hibridos disminuia, alcanzando los

menores valores



entre los 153 y 165 metros desde Ettinger. El rango més alto de polinizacion cruzada
se encontro entre las hileras 3 y 5, alcanzando valores de 65%. Ademas, los autores
observaron que la produccion fue disminuyendo en la medida que aumentaba la

distancia desde Ettinger.

DEGANI et. als. (1986) realizaron un estudio partiendo con una poblacién de frutos
autopolinizados de Ettinger obtenida a partir de arboles encerrados, analizando seis
sistemas isoenzimaticos: LAP, GOT, PGM, TPI, MDH y ACP. En este ensayo, se
concluyo que los rangos de segregacion para LAP-2 variaban mucho de lo esperado,
no obteniéndose ningdn individuo con el genotipo SS para la isoenzima. Segun los
autores, la fruta con este genotipo posiblemente cuaja y luego abscisiona. Los
autores sefialan, ademas, no haber visualizado correlacion entre los frutos pequerios

y el genotipo para LAP-2.

La seleccion genética, que resulta en una mayor supervivencia de los individuos
heterocigotos para LAP-2, es probablemente responsable del hecho que, en frutos de
Hass, el rango observado de la progenie Ettinger (heterocigotos para LAP-2) es mas
alto que la diferencia entre el total de la progenie hibrida (heterocigota para TPI-1) y
la progenie de Fuerte (heterocigota para MDH-1) y no igual a esta diferencia, como
podria, ser esperado. Ellos concluyen diciendo que Ettinger se muestra como un
fuerte parental donador de polen, como lo sefialan estudios previos (DEGANI y

GAZIT, 1984; GOLDRING, GAZITy



DEGANI, 1987). El positivo efecto de Ettinger sobre su progenie se debe,
probablemente, a su capacidad de conferir una mayor resistencia al estrés
ambiental y una mayor habilidad de competir con el crecimiento vegetativo

(DEGANI et.al. ,1986)

El hecho de que se observe un nimero considerable de hibridos incluso a distancias
considerables de la fuente pueden ser el resultado de una transferencia indirecta de
polen, debida a un cambio de éste dentro de la colmena (DEGANI, GOLDRING y
GAZIT, 1989; GOLDRING, GAZIT y DEGANI, 1987).

En California, TORRES y BERGH (1980) realizaron un estudio en palto y otras

especies de Persea, utilizando seis sistemas isoenzimaticos, especificados por 12

genes y 37 alelos: PX, MDH, LAP, PGM, ADH y GOT. Los autores lograron
analizar mas de cien cultivares de palto y otras ocho especies, mostrando que las
enzimas MDH, LAP y PGM provenientes de las hojas y del mesocarpo presentaban
idénticos modelos, intensidad relativa y posicién de las isoenzimas. Sin embargo, las
isoenzimas ADH y GOT no pudieron ser detectadas en las hojas sino s6lo en el

mesocarpo.

Otra experiencia al respecto es la realizada por VRECENAR-GADUS vy
ELLSTRAND (1985), quienes utilizaron dos sistemas isoenzimaticos para

determinar los rangos de polinizacion cruzada en huertos puros



e interplantados de Hass. Ellos observaron que el disefio de plantacién tiene un
efecto significativo sobre la produccion y sobre el rango de polinizacion cruzada.
Los autores sefialan un namero de frutos promedio por arbol de 138,8 en el huerto
mixto y de 92,7, para el huerto de Hass puro. Por otro lado, la polinizacion cruzada
en el huerto mixto fue de 89,6,% (promedio); en cambio, en el huerto de Hass solo,
tuvo un valor promedio de 42,2%, cuando el arbol méas cercano de Bacon se

encontraba a 76 metros.

VRECENAR-GADUS y ELLSTRAND (1985) realizaron estudios con las enzimas
MDH y TPI para detectar los rangos de polinizacion cruzada, trabajando con huertos
de Hass puro e interplantados con la variedad Bacon. En este caso s6lo un cuarto de
la polinizacion cruzada no pudo ser detectada, debido a que Hass es homocigoto
para ambas enzimas y Bacon heterocigoto, también para ambas. Segun los autores,
los dos loci mostraron tener una segregacion independiente segun los rangos de
segregacion mendeliana (VRECENAR, 1984; VRECENAR -GADUS vy
ELLSTRAND, 1985) .

También GOLDRING, GAZIT y DEGANI (1987) reportaron haber analizado
porcentajes de polinizacion cruzada en un blogue compacto de Hass utilizando tres
sistemas isoenzimaticos: MDH, LAP y TPI. Los autores identificaron el polen
parental de frutos maduros de Hass y reportaron a MDH como dimérica, LAP-2

monomeéricay TPl como



dimérica. Ellos notaron un efecto positivo de Ettinger, pero sélo en la primera hilera

de Hass.

GOLDRING, GAZIT y DEGANI (1987), observaron que, incluso con seis hileras de
separacion entre el cultivar Hass y Ettinger, casi todos los frutos de Hass provenian
de Ettinger. Similares resultados fueron obtenidos por VRECENAR-GADUS vy
ELLSTRAND (1985), en un estudio realizado con las variedades Hass y Bacon. Sin
embargo, los autores GOLDRING, GAZIT y DEGANI (1987) sefialan que no hubo
una declinacion consistente en el rango de frutos de polinizaciéon cruzada con un
aumento de la distancia desde el polen parental. Esta falta de declinacién en la
produccién puede ser el resultado de la cuaja inicial de los frutitos Ettinger, la cual
es mas alta que la capacidad productiva de los arboles. Asi, incluso con una
gradiente inicial en polinizacion cruzada, ésta podria no ser detectada al tiempo de
cosecha. Es posible que, aungue las abejas trabajaran sobre las flores de Ettinger,
visitaron sélo flores de Hass adyacentes, y el cambio de polen que pudo haber
ocurrido en la colmena sea responsable de la expandida y baja intensidad de
polinizacién cruzada a través del huerto. En tales condiciones, no deberia ser
esperada una gradiente de polinizacion cruzada, ya que el polen no es transferido
directamente desde los Ettinger a los arboles de Hass. Los frutos pequefios
autopolinizados Hass, en caso de haberse formado, abscisionaron gradualmente

durante el



desarrollo, ya sea debido a la competencia con los frutos pequefios de descendencia

Ettinger o independientemente, debido a la mayor susceptibilidad al estrés climatico.

GANDOLFO (1995) analizd los porcentajes de polinizacion cruzada obtenidos en
distintas combinaciones del cultivar Hass (Hass sin polinizante, Hass con Bacon,
Hass con Zutano, Hass con Edranol y Hass con Rincén). En dicho estudio, fueron
utilizadas nueve enzimas: LAP, TPI, 6-PGD, SKDH, MDH, GOT, PGI, PGM y Est-
fl, con catorce sistemas isoenzimaticos. Segun sus resultados, las asociaciones de los
cultivares Zutano y Edranol con Hass, presentaron los mas altos porcentajes de
polinizacion cruzada con valores de 94,7% y 97,4% respectivamente. Las
combinaciones Hass/Bacon, Hass/Rincon y Hass testigo no se diferenciaron
significativamente en sus porcentajes de polinizacion cruzada, presentando valores

promedio de 84,7%, 79,5% y 78%, respectivamente.



3. MATERIAL Y METODO

3.1. Origen v recoleccion del material.

Se realizaron tres ensayos paralelos en un total de siete huertos ubicados en las

localidades de Longotoma, Panquehue, Quillota, Naltagua y Mallarauco.

El primer ensayo se realizd6 en un huerto de paltos situado en la Estacion

Experimental La Palma/ ubicado en el sector de La Palma, provincia de Quillota.

Dicho huerto se encuentra plantado con cinco combinaciones de palto (Hass con
Bacon, Hass con Zutano, Hass con Rincon, Hass con Hass y Hass con Edranol).
Cada parcela consta de un total de 32 arboles de los cuales 20 corresponden a Hass y

12 al cultivar acompafante (ver Anexo 2).

Se seleccionaron tres parcelas (tres repeticiones), de cada una de las combinaciones

siguientes: Hass con Hass, Hass con Edranol y Hass con Zutano.

El material por muestrear fue obtenido seleccionando dos de los seis arboles
centrales de cada parcela correspondientes al cultivar Hass, para evitar, en lo

posible, influencia de las parcelas vecinas. Se



tomaron 17 muestras en cada una de las parcelas, de las cuales un 50% correspondid
a fruta de calibre chico (161-188 grs) y un 50%, a calibre grande (226-280 grs),

constituyéndose un total de 50 frutos por tratamiento y 150 frutos en total.

El segundo ensayo se realiz6 en un huerto ubicado en la localidad de Mallarauco, en
el cual se encontraban plantadas 12 hileras del cultivar Hass a 12 x 12 m. y
adyacentes a un bloque similar de la variedad Edranol plantado a 7x7 m. Se
seleccionaron los tres primeros arboles de las seis primeras hileras adyacentes a los

Edranol (12, 24, 36, 48, 60 y 72 m. del polinizante).

Se tomaron 10 frutos de cada uno de los arboles seleccionados en cada una de las
hileras sefialadas, constituyéndose un total de 30 frutos por tratamiento (distancia al

polinizante) y de 210 frutos en total.

El tercer ensayo se llevo a cabo en cuatro huertos de similares condiciones de
plantacion, ubicados en Longotoma, Mallarauco, Naltagua y Panquehue. Cada uno

de ellos se encontraba plantado con bloques compactos, de la variedad Hass.

En cada caso, se seleccionaron los cuatro arboles ubicados en los vértices del

blogue y el &rbol central, y se tomaron 14 frutos de



cada uno de ellos; 7 de calibre chico y 7 de calibre grande. Se analizaron, por lo
tanto, un total de 70 frutos por huerto, exceptuando el huerto ubicado en la localidad
de Naltagua, en que, debido al dafio producido por una helada, la mayor parte de la
fruta se perdio, lo que hizo necesario reducir el namero de muestras a la mitad.

Ademas, toda la fruta seleccionada en este huerto fue de calibre grande.

En cada uno de los ensayos los frutos cosechados fueron transportados en bolsas de
papel al laboratorio donde se realizaron electroforesis en geles de almidén, cuya
metodologia .se detalla a partir del punto 3.3. Los frutos fueron conservados hasta

por 10 dias a temperatura ambiente.

3.2. Caracterizacidén enzimatica.

Fueron analizadas 8 enzimas con 14 sistemas isoenzimaticos para poder diferenciar,
en la mayor parte de los casos, los posibles parentales de los frutos. Las enzimas que

se analizaron fueron:

GOT 1y GOT 2 : Glutamato oxalacetato transaminasa.
LAP 1y LAP 2 : Leucino aminopeptidasa.

MDH : Malato deshidrogenasa.

PGM 1y PGM 2 : Fosfoglucomutasa.

PGI 2 : Fosfoglucosa isomerasa.

TPI 2 : Triosa fosfato isomerasa.



SKDH 1y SKDH 2 : Shikimato dehidrogenasa.
6 PGD 2, 6 PGD 3y 6 PGD 4 : 6 Fosfogluconato dehidrogenasa.

3.3. Extraccién enzimatica.

3.3.1. Identificacién de los parentales:

Se recolectaron paltas de las variedades Hass, Edranol, Bacon, Rincén y Zutano con
el fin de corroborar los genotipos de los parentales, previamente descritos por
GANDOLFO (1995). De las frutas/ se extrajeron pequefias ldminas de mesocarpo,
las cuales fueron molidas en una placa de acrilico y mezcladas con un "buffer" de
extraccion que contiene 0,1 M de fosfato de potasio (pH 7,5), cuya composicion se
sefiala en la Tabla 1. El buffer de extraccion incluyé PVP (360.000) al 12% soluble
(segun antecedentes de TORRES y BERGH, 1980). Se adicionaron, ademas, 10 mM
de 2-mercaptoetanol para mejorar la resolucion (TORRES y BERGH,1980).

El buffer de extraccion debio ser previamente refrigerado y la mezcla de tejido con
el buffer de extraccion se realiz6 en una placa de acrilico colocada encima de un
envase rectangular de hielo congelado. El extracto de mesocarpo y buffer fue
adsorbido sobre papeles filtro Whatman 3MM (SIGMA) de 2xI2ml y a continuacion

colocado en el gel de almidon.



TABLA 1. Preparacién buffer de extraccién: Fosfato 0,1M pH 7,5

Stock buffer fosfato:

3,48g Fosfato de sodic monobasico
23,86g Fosfato de sodio dibéasico
2,01t Agua destilada

2 gotas Mercaptoetanol/100ml buffer fosfato
40mg albumina de bovino/100ml buffer fosfato
1% Polietilenglicol

1,3% PVP soluble (360000)

Fuente: GANDOLFQ, 1995,

3.3.2. Identificacidon de la progenie:

Para el analisis de frutos, se parti6 cada uno de ellos por la mitad y se abrid la
semilla para ubicar el embrion, el cual fue extraido y triturado con el buffer de
extraccion antes sefialado, utilizando el mismo procedimiento descrito para la

identificacion de los parentales.

3.4. Preparacion de los geles.

Tres sistemas de geles, con valores de pH desde 6,1 a 8,3, fueron usados para
resolver las diferentes isoenzimas (ver Cuadro 1). Las formulaciones quimicas

especificas para los geles y buffers de cAmaras y de geles estan dados en la Tabla 2.



CUADRO 1.Condiciones electroforéticas para cada isoenzima.

ENZIMA | BUFFER DE GEL |pH BUFFER DE GEL] pH BUFFER DE CAMARA
AP A 8,3 8,3 *
TP1 i 5,0 5,0

¢PGD ) 6,1 %)

SKDH i) 6,1 6,1

MDH ) 6,1 61

GoT H 5,0 8,0

BGI A 5,3 8,3

PG H 5,0 8,0

Fuente: GANDOLFOQ, 1995.

TABLA 2. Preparacidn de geles y buffers

1. Sistema A:
Preparacién del gel :
30g almidon SIGMA ( S55651)

8 ml buffer de camara A,completar 280 ml con
buffer de gel

Buffer de gel A :

Tris citrae ( pH 8,3)

62,0g Trizma base

14,6g Citrid acid

10,01t Agua destilada

Almacenar a temperatura ambiente
Buffer de camara A :

Lithium borate ( pH 8, 3)

12,0g Lithium hydrixide

118, 9g Boric acid

10,01t Agua destilada

Almacenar a temperatura ambiente.

2. Sistema D:
Preparacién del gel :
30g Almidon STGMA (N7004)

14 ml buffer de gel D completando con agua
destilada

hasta 280 ml.

Buffer de gel D :

Morpholine citrate (pH 6,1)



Continuacién

15,49 citrid acid

2,01t agua destilada

Disolver el citrid acid y citrate a pH 6,1 con N-
( 3aminopropyl)morpholinie (20ml).

Mantener refrigerado a 4°C.

Buffer de camara D

Igual al buffer de gel.

3. Sistema H:

Preparacion del gel

35g almiddédn SIGMA (N7004)

320ml buffer de gel

Buffer de gel H

Histidine (pH 8,0)

1,05g/1t D-L-histidine-HCL monohydrato. Ajustar
a pH 8 con NaOH 4.

Mantener a temperatura ambiente.

Buffer de camara H :

Citrato de sodio (pH 8,0)

103,09 citrato de sodio/lt

Ajustar con acido citrico 0,4M a pH 8,0
Mantener a temperalura ambiente.

Fuente: GANDOLFO, 1995,

Se suspendieron 30 o 35 grs. de almidon (SIGMA) (segun el sistema de gel
utilizado, ver Tabla 2) en 230 o 280 mi de buffer de gel correspondiente, en un
frasco de vacio de 1 It. Se cocio el almidon, agitando constantemente el frasco

durante 5 minutos, hasta que adquirié una textura espesa y una tonalidad opaca.

Se aplic6 vacio por 15 segundos para quitar burbujas de aire en el gel y se vacio de
inmediato en un molde de plastico de 20x20xIcm, colocado encima de un rectangulo

de vidrio, procurando que quedara de un espesor uniforme.



Después de 10 minutos, se colocd un pedazo de plastico transparente encima de cada
gel para sellarlo y se dejé enfriar a temperatura ambiente. Los geles fueron siempre
preparados la tarde del dia anterior al corrimiento de la electroforesis. En la mafiana,

los geles fueron colocados al refrigerador por una hora.

Los geles fueron separados de los moldes, previa la realizacion de un corte a todo lo

ancho del gel, y a seis centimetros de un extremo, corte que fue Illamado origen.

Se prepar6 la camara llenando los reservorios con el buffer de camara
correspondiente y colocando trozos de tela de algodén empapados con el buffer de
camara, para hacer puente entre los electrodos de entrada y salida del gel. Esto se
colocé en el refrigerador para que se enfriara. Los buffer de camara y de gel se

basaron en antecedentes previos, segun CONKLE et. als., (1980).

3.5. Electroforesis:

Se colocaron 35 muestras en cada gel, distribuyendo los trozos de papel filtro
verticalmente a lo largo del origen. En cada gel, se colocé siempre en un lugar
predeterminado un papel filtro impregnado en azul de bromofenol, el cual actuo
como indicador. Luego de colocadas todas las muestras, se juntaron nuevamente las

partes del gel (divididas anteriormente con el origen) . Se coloco cada gel en



la cdmara correspondiente, previamente enfriada; se cubrieron cuatro centimetros de
cada extremo del gel con los trozos de género y se aplico corriente con las fuentes
de poder (Heath Zenith regulated H.V. Power supply modelo SP-2717A) , que
mantiene voltaje constante a 75 mA para los sistemas A y H, y 60 mA para el
sistema D. El gel se cubrié con plastico para evitar su desecamiento durante el

corrimiento del gel.

Después de 15 minutos de corrimiento del gel, se detuvo la corriente y los geles
fueron sacados para extraer los papeles filtro. Luego se colocé una varilla de vidrio
en el lado catodal para asegurar un buen contacto de ambas partes del gel y se volvio

a aplicar corriente.

Las electroforesis fueron efectuadas en el refrigerador a 4°C y se debid, ademas,
colocar bolsas de agua fria sobre cada gel, las cuales debieron ser cambiadas cada
aproximadamente media hora durante las cuatro horas y media de corrimiento del

gel.

3.6. Tincién de enzimas.

La tincion de enzimas fue realizada considerando antecedentes previos de

GANDOLFO (1995), los cuales concuerdan, en general, con



referencias LAP (DEGANI et. als, 1986) ,MDH (DEGANI y GAZIT, 1984), TPI
(GOLDRIN, GAZIT y DEGANI, 1987), PGM (ARULSEKAR y PARFIT, 1986) y
GOT (CONKLE et. als., 1980). Sus composiciones se muestran en la Tabla 3.

TABLA 3: Tincidn de enzimas

1. GOT: GLUTAMATO OXALACETATO TRANSAMINASA

Buffer de tincion: 30ml buffer fosfato 0,2M pH 7,

Componentes de tincién:

0,8 ml solucidn 0,5% pyridoxal 5- fosfato

1,6 ml albuimina de bovino al 3%

6,8 ml L-aspartic acid 0,2M ajustado a ph 7,5 con KOH 2N

2 ml solucidén alfa-ketoglutarato

120 mg de Fast blue BB salt disuelto en B8 ml de agua destilada
Combinar los componentes con el buffer, cuando el gel esté listo
para ser tenido, agregar la solucion de Fast Blue BB salt a la
solucidn; agregarlo al gel y mantener a temperatura ambiente.

2. LAP: LEUCINO AMINOPEPTIDASA.

Buffer de tincién: 75 ml de buffer aminopeptidasa

Componentes de tincidn:

5 ml de solucién 0,4% L-leucine B-naphthylamide.

20 mg de Black K salt.

Agregar los componentes al buffer a 37°C e incubar a esa
temperatura.

3. MDH: MALICO DESHIDROGENASA.

e Buffer de tincién: 75 ml 0,05M de Tris-HCL pH 8,0

e Componentes de tincidn:
5 ml de solucidén de &cido malico: (°134,1 g DL-malic acid, 80 gr
NaOH, 1 1t agua destilada, ajustar a pH 7,0 con NaOH 4N.

e NAD: 1 ml de solucidn stock
MTT: 1 ml de solucidén stock.

e PMS: 0,5 ml de solucion stock
Agregar los componentes al buffer a 37°C e incubar el gel a esa
temperatura en la obscuridad.



Continuacidn

4.

6-PGD: 6- FOSFOGLUCONATO DESHIDROGENASA

Buffer de tincidén: 75 ml 0,05M de Tris-HCIl pH 8,0
Componentes de la tinciédn:

20 mg de 6-Phosphogluconic acid

NADP: 1 ml de solucidén stock

MTT: 1 ml de solucién stock

PMS5: 0,5 ml de solucidn stock

MgCl2: 1 ml
Agregar los componentes al buffer de tincién a 37°C, agregar al
gel e incubar en la obscuridad.

PGI: FOSFOGLUCOSA ISOMERASA

Buffer de tincién: 75 ml 0,05M de Tris-HCI pH 8,0
Componentes de tincidn:

25 mg de D-fructosa 6-fosfato

1 ml de solucidén de MgCl2 al 1%

NADP: 1 ml

MTT : 1 ml

PMS : 0,5 ml

G6PDH: 20 unidades
Agregar los componentes al buffer de tincién a 37°C, agregarlo
al gel e incubar en la obscuridad.

PGM: FOSFOGLUCOMUTASA.

Buffer de tincidén: 75 ml 0,05M de Tris-HCI pH 8,0

Componentes de tincién:

1 ml de solucién de alfa-D glucosa 1,6 difosfato (100 mg/100 ml
agua destilada)

140 mg de alfa-D glucosa l-fosfato

Iml de sclucién de MgCl2 al 1%

NADP: 1ml

MTT: 1 ml

PMS: 0,5 ml

G6PDH: 20 unidades

Agregar todos los componentes al buffer de tincidén caliente.
Agregar al gel e incubar en la obscuridad.

SKDH: SHIKIMATO DESHIDROGENASA.

Buffer de tincién: 75 ml 0,05m de Tris-HCl1 pH 8,0
Componentes de la tincidn:

75 mg de Shikimic acid

NADP: 1 ml

MTT: 1 ml



Continuacidn

e PMS: 0,5 ml
Agregar todos los componentes al buffer a 37°C e incubar el gel
en la oscuridad

9. TPI: TRIOSA FOSFATO ISOMERASA.

Buffer de tincién: 4 ml 0,1 M de Tris HC1

Componentes de tincidn:

15 mg EDTA

75 unidades de Gliceraldehido-3 fosfato dehidrogenasa

e 1,5 mg NAD

e 5 mg MTT

e 1 mg PMS

e 6 ml de agarosa

Agregar todos los componentes al buffer de tincién a 37°C vy
luego la agarosa, pintar el gel e incubar a 37°C.

Fuente: GANDOLFO, 1995.

Los buffer de tincion fueron preparados una o dos horas antes de realizar las
tinciones y fueron incubados a 37°C. Una vez terminado el corrimiento de los geles,
fueron retirados de las camaras y cortados en delgadas laminas de alrededor de 1,2
mm de espesor, las cuales se colocaron en cubetas de acrilico para agregarles las

tinciones especificas de cada enzima.

Una vez agregadas las soluciones de tincidn, se debid esperar 1 a 3 horas para que se
revelaran las bandas. Luego, la solucién de tincion era eliminada y los geles' se
lavaban para evitar un oscurecimiento del fondo del gel. Para evitar el desecamiento

posterior de los geles, éstos eran conservados con un poco de agua.



3.7. Interpretacion de las bandas en los geles.

Se establecié una equivalencia entre el patron de bandeo que aparece en el gel
(fenotipo) y los alelos que llevan los individuos para tal tincion (genotipo). Se
siguieron las anotaciones que varios autores han sugerido y utilizado para otras
especies: si aparece mas de una isoenzima, la que migra mas rapido anodalmemte es
la N° 1. El alelo que especifica la migracion isoenzimatica anodica mas lenta de un

set fue llamado S y F, el més rapido.

La identificacion del parental se realiz6 por medio de descartes sucesivos; es decir,
se verificd el fenotipo para la primera isoenzima y, de los posibles parentales que
arrojo ésta, se verificd los que correspondian para el fenotipo de la segunda
isoenzima y asi, sucesivamente, para las 14 isoenzimas hasta llegar, en lo posible, a

diferenciar al parental donador de polen (ver Anexo 3).

3.8. Anadlisis de datos.

A partir de la determinacion del parental donador de polen, realizada a través de las
electoforesis, se obtuvo el porcentaje de polinizacién cruzada, como una proporcion

de éste sobre el total de fruta analizada en el ensayo y tratamiento correspondiente.

Para el analisis estadistico de los datos, se siguié un modelo completamente al azar

con submuestreos para los distintos calibres.



Se utilizd una tabla ANDEVA para determinar el efecto del submuestreo y del
tratamiento en cada caso. En los casos en los cuales se advirti6 diferencia

significativa, se realiz6 un test de comparacién de medias de Tuckey.

Los datos fueron sometidos a una tranformacién arcoseno antes de ser realizarse el

analisis estadistico.



4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. Determinacion de los parentales.

Se realizo utilizando tejido de mesocarpo de fruta, tomando en consideracion los
resultados obtenidos por GANDOLFO (1995). La autora sefiala que se observaron
patrones de bandeo similares a los encontrados en las hojas, pero de una mayor
claridad e intensidad. Estos resultados habian sido obtenidos también por TORRES

y BERGH (1980) para LAP, MDH y PGM.

CUADRO 2. Genotipo obtenido para las trece iscenzimas utilizadas vy
las cinco variedades ensayadas.

CULTIVAR | MDH LAPl | LAP2 | PGM1 | PGM2 | PGI3 | 6PGD]1 | 6PGD3 | 6PGD4 | SKDH TPI2 | GOT1ly2

HASS S5 FS FF FF FS FS 55 S5 FS FS Ss Fs

ZUTANO FF' | SS FS FS F'S FS S5S SS FF FS FS FF

RINCON FFF | S5 FF FF FF S5 5SS 5SS FF FF FS FS

EDRANOL | 55 FF | FS FS FS SS sSS 5SS FE FF FS FS

BACON FS FS FF FS FS FS FS Fs FF SS FS FF

Cabe sefialar que los genotipos para los posibles parentales fueron similares a los
reportados por GANDOLFO (1995), exceptuando el genotipo de Hass para 6PGD3,
el cual fue descrito por la autora como FS; con todo, no existen antecedentes
previos respecto a esta isoenzima que permitan corroborar alguna de las

observaciones.



4.1.1. Caracteristicas y patrones electroforaticos de cada isoenzima:

4.1.1.1. LAP-2:LEUCINO AMINOPEPTIDASA

Bajo las condiciones de este estudio, LAP-2 se mostr6 como una enzima
monomérica, codificada por el gen LAP-2, teniendo los alelos F y S como los mas
comunes (ver Figura 1), cuyos resultados coinciden con reportes previos (TORRES
y BERGH, 1980, GOLDRING, GAZIT Y DEGANI, 1987). El presente estudio
coincidio en que solo los cultivares Zutano y Edranol presentan el alelo S en su
genotipo para LAP-2, pero difiere de reportes previos en los cuales LAP-1 se

presentaba como invariante FF.

Cabe sefialar que en la mayor parte de las electroforesis realizadas, se perdio la
informacion aportada por esta enzima. Por razones que no se pudieron determinar,
no se produjo un bandeo adecuado, los sistemas se presentaron totalmente

sobrepuestos en el gel y la tincion difusa, haciendo imposible su interpretacion.

4.11.2. TPIl: TRIOSAFOSFATO ISOMERASA

El control genético de esta enzima, descrito previamente por DEGANI,
GOLDRING y GAZIT (1989); VRECENAR-GADUS y ELLSTRAND (1985) y por
GOLDRING, GAZIT y DEGANI (1987), coincidi6 completamente con los

resultados de este estudio, comportandose con una enzima dimérica,



codificada por los genes TPI-1 y TPI-2, teniendo como los aleles méas

comunes: FyS (ver Figura 2).
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4.1.1.3. 6-PGD: 6- FOSFOGLUCONATO DESHIDROGENABA

Esta enzima se comport6 como monomérica codificada por cuatro genes: 6-PGD-I,
6-PGD-2, 6-PGD-3 y 6-PGD-4, teniendo dos aleles F y S como los mas comunes
(ver Figura 3), resultados que coincidieron con los reportados por GANDOLFO
(1995), no obstante, en el presente estudio, el gen 6-PGD-2 se comportd como
invariante en las cinco variedades analizadas y las otras tres isoenzimas aportaron
informacién que permitié diferenciar Hass de Bacon, bajo ciertas condiciones, en
contraposicion a lo sefialado por GANDOLFO (1995), quien describe al gen 6-PGD-
| como invariante para las variedades analizadas. Sin embargo, es probable que esto

se deba solo a un problema en la nomenclatura utilizada.

4.1.14. SKDH: SHIKIMATO DEHIDROGENASA

Los resultados obtenidos para esta enzima coincidieron con los reportados por
GANDOLFO (1995). Bajo las condiciones del estudio, SKDH se comportd como
una enzima monomérica, codificada por dos genes: SKDH-1 y SKDH-2, con los
alelos F y S como los méas comunes (ver Figura 4). Los resultados obtenidos con
esta enzima sefialan un aparente ligamento de los genes, hecho que fue sefialado

también por GANDOLFO (1995).
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4.1.1.5. MDH: MALICO DESHIDROGENASA

Esta enzima fue claramente identificada, comportadndose como una enzima dimérica,
con los alelos F, Sy M como los mas comunes (ver Figura 5), lo cual coincidié con
reportes previos (DEGANI y GAZIT, 1984, DEGANI, GOLDRING y GAZIT,
1989; TORRES y BERGH, 1980; GOLDRING, GAZIT y DEGANI, 1987,
GANDOLFO, 1995).

Se observo, ademas, una serie de bandas de migracion mas rapida que no pudieron
ser interpretadas, pero que presentaron cierta variacion entre los individuos
analizados. Similares observaciones fueron realizadas por GANDOLFO (1995).
Pese a esto, se descartd la idea de buscar una interpretacion mas consistente de estas
bandas, debido a que los patrones de bandeo presentados para las cinco variedades

fueron similares; luego, no permitian obtener informacion relevante para el estudio.

411.6. GOT: GLUTAMATO. OXALACETATO TRANSAMINASA

Los resultados obtenidos indican que GOT es una enzima dimérica, codificada por
dos genes: GOT-1y GOT-2, teniendo los alelos F y S como los mas comunes (ver
Figura 6). Estos resultados coinciden con antecedentes previos (TORRES vy
BERGH, 1978, TORRES y BERGH, 1980; GANDOLFO, 1995). Los genotipos
observados para GOT-1 y GOT-2 fueron siempre los mismos concordando con

observaciones previas de TORRES y



BERGH (1980), VRECENAR-GADUS y ELLSTRAND (1984) y GANDOLFO

(1995), quienes sefialan un posible ligamiento entre los genes.



FIGURA 5. Electrofcoresis de la progenie (embriones de frutos) para

la enzima MDH.
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4.1.1.7. PGIl: FOSFOGLUCOSA ISOMERASA

El patron de bandeo de esta enzima resultd ser bastante complicado coincidiendo
con antecedentes previos (TRUCEIT y LEWIS, 1992; GANDOLFO, 1995), por lo
gue no pudo determinarse el nimero de genes involucrados en su codificacién. Sin
embargo, la isoenzima PGI-1, se ubicaba en la parte inferior del gel y fue
consistentemente clara para poder realizar las lecturas en el gel, comportandose
como dimérica con alelos F y S como los mas comunes (ver Figura 7) y

coincidiendo plenamente con lo sefialado por GANDOLFO (1995).

4118. PGM: FOFOGLUCOMUTASA

Los resultados obtenidos, muestran a PGM como una enzima monomerica,
codificada por dos genes: PGM-1 y PGM-2, con los alelos F y S (ver Figura 8).
Cabe sefialar que ambos sistemas se mostraron variantes para efectos de este estudio
en contraposicion a lo sefialado por TORRES y BERGH (1980) y TORRES y
BERGH (1978a), quienes reportaron que el sistema PGM-2 se comporté como
homocigoto FF para todos los individuos analizados. Con todo, GANDOLFO (1995)

observé en su estudio resultados similares a los obtenidos en este caso.



FIGURA 7. Electroforesis de la progenie (embriones de frutos) para




FIGURA 8. Electroforesis de la progenie (embriones de frutos) para

la enzima PGM.




4.2. Determinacion del polen parental en la progenie. Para la determinacion del

parental donador de polen en la progenie, lo dptimo es tener isoenzimas que sean
homocigotas de diferente tipo entre los parentales, de modo de poder diferenciar toda
la progenie. Pese a lo anterior, esta situacion no se dio en el presente estudio, por lo
cual se diferencié en muchos casos s6lo un cuarto o la mitad de la descendencia,

pero se pudo acotar los posibles parentales en cada caso.

Para facilitar la determinacion del parental donador de polen, se utilizé el Cuadro 3,
en que se presentan los posibles hijos de Hass segun los genotipos de las catorce

isoenzimas, obtenidos para Hass y los otros cultivares analizados.

CUADRO 3. Posible parental donador de para cada genotipo obtenible
de un individuo proveniente de madre Hass.

ISOENZIMA | GENOTIPO HASS GENQOTIPO HIJO | POSIBLE PARENTAL DONADOR
| POLEN
MDH-1 S8 sSs Hass, Edranol, Bacon
FSs Zutano,Rincon, Bacon
LAP-1 F5 FF Hass,Edranol, Bacon
FSs Todos
SS Todos menos Edranol
LAP-2 FF FF Todos
| FS Zutano y Edranol
TPI-2 58 55 | Todos
Fs Todos menos Hass
6-PGD-1 FF FS Bacon
| FE Todos
6-PGD-3 58 58 Todos
FS Bacon
6-PGD-4 FS FF Todos
FS Todos
SS |Hass




ISOENZIMA | GENOTIPO HASS|GENOTIPO HIJO POSIBLE PARENTAL DONADOR
POLEN
GOT 1y2 FS SS Hass, Rincén, Edranol
FS Todos
FF Todos
PGI-3 FS FF Hass, Zutano, Bacon
FS Todos
SS Todos
PGM-1 FF FF Todos
FS Zutano, Edranol, Bacon |
PGM-2 FS SS Todos menos Rincén
FSs Todos
FF Todos
SKDH 1 FS S5 Hass, 2Zutano, Bacon
FS Todos
FF Todos menos Bacon

La realizacién de las electroforesis dio una serie de genotipos para cada isoenzima
los que se encuentran publicados en el Anexo 3. Por diferentes causas, en ciertas
ocasiones no pudieron ser leidas todas las enzimas en los diferentes corrimientos,

razon por la cual falta informacion, en algunos casos, para algunas enzimas.

Normalmente se encontrd una correlacion entre el tamafio del embrién y la
intensidad de la tincion obtenida para las distintas enzimas, lo cual puede deberse a
una menor concentracion enzimatica en los embriones de menor tamafio.
Observaciones similares fueron realizadas por GANDOLFO (1995), quien advierte,
ademas, la posibilidad de que exista una menor actividad enzimatica en ciertos

embriones.

Los resultados de la determinacion del parental donador de polen para el Ensayo 1,

en cada tratamiento, se aprecian en las Tablas



4.1. a4.3., donde la letra H corresponde a Hass, E a Edranol, B a Bacon, R a Rincon y

Z a Zutano.

TABLA 4.1. Parcela Hass con Hass. Parentales donadores de polen
obtenidos en para los individucs analizados dentro de
cada calibre.

‘Posible parental donador Calibre Grande Calibre Chico
de polen

Hass 4 5

Zutano Z2 3

Edranol 0 2

Bacon 5 3

Rincon 0 0

H-E-B 4 5

H-E 1 2

H-B 5 2

Z-B-R 1 0

Z-B 1 2

Z-R 1 0

E-B 1 0

Total de casos 25 26

Dos © méas ]etras significa que no se pudo discriminar a un solo
parental donador de polen.

TABLA 4.2. Parcelas Hass con Zutano. Parentales donadores de polen
obtenidos para los individuos analizados dentro de cada

calibre.
Posible parental donador Calibre Grande Calibre C
de polen
Hass 1 3
Zutano 12 8
Edranol 0 0
Bacon 0 1
Rincén 0 0
H-E 1 2
H-B 1 0
E-B 1 1
Z-B 10 3
Z-R 1 1
Z-B-R 1 1
Total de casos 27 25

Dos ©0 més letras 51gn1f1ca que no se pudo d15cr1m1nar a un solo
parental donador de polen.



TABLA 4.3. Parcelas Hass con Edranol. Parentales donadores de polen
obtenidos para los individuos analizados en los distintos

calibres.
Posible parental donador Calibre Grande Calibre Chico
de polen
Hass 0 0
Zutano 0 1
Edranol 9 12
Bacon 0 1
Rincdn 0 0
H-E-B 1 2
H-E 3 5
H-B 2 1
E-B 9 1
Z-B-R 1 0
Z-B 1 2
Z—R ] 0
Total de casos 27 25

Dos o mas letras significa que no se pudo discriminar a un solo
parental donador de polen.

Se puede apreciar que existe un nimero muy elevado de casos en que no se pudo
diferenciar un solo parental, debido a que sus genotipos no aportaron informacién
suficiente para lograr discriminarlos de los otros posibles parentales. Descartar los
casos dudosos para poder analizar esta informacién conducirla a error, ya que se
podria estar sobreestimando a algunos cultivares en cuanto a su aporte a la
polinizacion cruzada. Por otro lado, el hecho de considerarlos también implica un
error, ya que se altera la real participacion de cada cultivar. Por esta razon, se
mostraran, de aqui en adelante, los datos y analisis para ambos casos: cuando existe
un parental asignado individualmente y cuando no se pudo discriminar entre varios
parentales posibles. En este Gltimo caso, se repartird la probabilidad de ocurrencia

entre los posibles parentales involucrados.



Para los tres ensayos realizados se presenta el mismo problema, luego, los analisis de

todos ellos seran efectuados de la forma anteriormente sefialada.

El Cuadro 5 detalla los porcentajes de polinizacion cruzada obtenidos por

tratamiento, por parcela y por calibre, considerando sélo los casos en que se

identificé un posible parental donador de polen.

CUADRO 5.

Porcentajes de ©polinizacién <cruzada obtenidos por
tratamiento, por percela y por calibre, considerando
los frutos con sdlo un parental identificado.

Tratamiento | Calibre Parcela 1 ‘Parcela 2 | Parcela 3
H/H Grande 75,0 | 66, 6 0
Chico 83, 3 t 66, 6 25
H/Z Grande 100 { 100 100
Chico 100 | 60 50
H/E Grande 100 r 100 100
Chico 100 100 100

]

Al analizar estadisticamente estos datos, se concluyd, con un 5% de significancia,

qgue no existe una diferencia significativa entre los calibres, en relacion con los

porcentajes de polinizacién cruzada obtenidos. Por ello, se tomaron los mismos

datos agrupando los calibres de cada parcela en cada tratamiento, obteniéndose

nuevos porcentajes de polinizacidn cruzada, los cuales se muestran en el Cuadro 6.



CUADRO 6. Porcentaje de polinizacidon cruzada obtenido en cada
tratamiento y cada parcela, considerando sélo los frutos
con el parental donador de polen identificado.

Tratamiento | Parcela 1 Parcela 2 Parcela 3 T Media J Tuckey
|

H/H 80 66,6 20 55,5 ‘ a

’H/z 100 84,6 T 66, 6 83,7 ab

lH/E 100 L 100 100 100 b
1

Al analizar estadisticamente los datos se obtuvo que al 5% de significancia existe
diferencia significativa entre los tratamientos, en cuanto a los porcentajes obtenidos
de polinizacién cruzada. Medias con letras iguales indican que los tratamientos no
difieren estadisticamente, segin Tuckey, con un 5% de significancia. Para el analisis

estadistico se realiz6 una transformacion arcoseno de los datos.

Se deduce del cuadro anterior, que el tratamiento Hass/Edranol presenta en
promedio porcentajes de polinizacion cruzada significativamente mayores a los del
tratamiento Hass/Hass, pero que no difieren estadisticamente de los observados en el

tratamiento Hass/Zutano.

De los resultados obtenidos, Ilama la atencion el bajo porcentaje de polinizacion
cruzada obtenido en la parcela 3 del tratamiento de Hass con Hass, que se aleja
considerablemente de los observados en las parcelas 1 y 2 para el mismo
tratamiento. Sin embargo, es posible que esto se relacione con la ubicacion de dicha
parcela dentro del huerto, ya que las dos adyacentes corresponden a Hass sin

polinizante y una a Rincon, Cultivar que mostro la menor incidencia



como donador de polen en todos los tratamientos; por lo tanto, la Unica fuente
posible de polen para este tratamiento fueron arboles de los cultivares Bacon vy
Edranol, los que, si bien mostraron ser buenos donadores de polen, resultaron ser las
variedades mas dificiles de separar de Hass a través del método utilizado, debido a
los genotipos que presentan para las isoenzimas ensayadas. Esto podria ser la causa
de la baja cantidad de casos en que se logrd obtener asignaciones individuales vy,
como se menciond anteriormente el analisis de éstos, podria estar induciendo a una
sobreestimacion de la autopolinizacion. En el Cuadro 7, se puede observar un
significativo aumento en el porcentaje de polinizacion cruzada de esta parcela, al

considerar los casos con mas de un posible parental donador de polen.

CUADRC 7. Porcentaje de polinizaciédn cruzada obtenidos para cada
parcela de cada tratamiento, considerando los casos con
mas de un posible parental donador de polen.

Tratamiento | Parcela | Parcela | Parcela Media
1 2 3

H/H 76,4 [ 70,5 52,9 66, 6

H/Z 100,0 83,3 88,2 90,5

H/E 93,0 94,1 73,9 87,0

Al analizar estadisticamente estos datos, se obtuvo que, con un 5% de significancia,
no hubo diferencia significativa entre los tratamientos, en cuanto a los porcentajes

de polinizacion cruzada.

Los resultados obtenidos para el analisis dé los frutos con parental de polen

identificado, concuerdan con reportes previos de GANDOLFO



(1995). Sin embargo, los estudios realizados por la autora sefialan diferencias entre
los tratamientos al analizar los casos con mas de un posible parental donador de

polen, en contraste con los resultados obtenidos en el presente estudio.

Es posible que la diferencia de éstos en relacion con los reportados por GANDOLFO
(1995) se deba a la mayor cantidad de casos dudosos (méas de un posible parental
donador de polen) obtenidos en este ensayo, probablemente asociados a la pérdida de

la enzima LAP.

De los resultados obtenidos, se puede inferir que Hass resulta ser muy débil como
autopolinizante, ya que se observan muy pocos casos de autopolinizacion, incluso en
el tratamiento Hass/Hass. Estos resultados concuerdan con reportes previos (GUIL y
GAZIT, 1992; GANDOLFO, 1995), que sefialan a Hass como un débil

autopolinizante.

Esta baja influencia del polen de Hass como parental de su propia fruta puede ser
atribuida a distintas causas. Puede ser que las condiciones ambientales no hayan
favorecido el traslape entre los estados florales de la variedad y hayan, por lo tanto,
dificultado la posibilidad de autopolinizacion; es también posible que exista alguna
limitacion a nivel de polen en la variedad Hass que dificulte la autopolinizacién o la
fecundacion y, en tercer lugar, puede ser que el material genético que Hass esta
aportando en su polen presente alguna desventaja frente al aportado por otras
variedades en cuanto a la sobrevivencia de los frutos, y que éstos (frutos

autopolinizados) estén abscisionando en una mayor proporcion.



En el Cuadro 8, se puede observar el aporte de los distintos cultivares presentes en el

huerto a la polinizacion cruzada.

CUADRC 8. Aporte da cada variedad al porcentaje de polinizacién
cruzada de cada tratamiento, considerando sdlo los frutos
con parental asignado individualmente.

Tratamiento Frutos Frutos con Porcentaje parental donador de polen
ensayados parental (segin cultivar)

identificado

Hass | Zutano | Edranol | Bacon | Rincén
H/H 51 24 37,5 20,8 8,38 33,3 0
H/E 52 23 0 4,3 | 91,3 4,3 | 0
H/Z 52 24 12,5 83,3 0 4,1 0

Se puede apreciar que existe un aporte de polen de distintas variedades en cada
tratamiento y que, por lo tanto, hay una influencia de las variedades ubicadas en
parcelas vecinas. Ademas, es claro que la mayor diversidad en cuanto a donadores
de polen se observa en el tratamiento Hass/Hass. Por otro lado, la influencia de las
variedades Edranol y Zutano dentro de su propio tratamiento alcanza los mayores

valores.

En él Cuadro 9, se puede observar la influencia de las distintas variedades de polen
dentro de cada tratamiento en cuanto a los porcentajes de polinizacion cruzada que

presentan.



CUADRO 9. Aporte de cada cultivar al porcentaje de polinizacidn
cruzada de cada tratamiento, considerando los casos con
mas de un posible parental donador de polen.

Tratamiento Frutos Porcentaje parental donador de
ensayados polen (segun cultivar) |
Hass ;Zutano Edrancl | Bacon RincénJ
H/H 51 33,3 16,2 11,7 34,9 2,9
H/Z 52 9,6 58,9 | 4,8 23,3 3,1
H/E 52 9,6 6,4 J 59,6 19,8 1,6

En este caso, los resultados obtenidos en son similares a los observados en el Cuadro
8. Los tratamientos Hass/Edranol y Hass/Zutano presentan en su progenie un alto
porcentaje de fruta proveniente del cultivar polinizante del tratamiento que los
contenia. El tratamiento de Hass/Hass presentd, también en este caso, la mayor
diversidad en cuanto a donadores de polen. Sin embargo es también posible observar
que los porcentajes tuvieron una gran variacién al considerarse los frutos con mas de
un posible parental donador de polen, lo que evidencia que existe una gran cantidad

de casos de este tipo.

Otro aspecto importante de resaltar es la escasa participacion del cultivar Rincén
como polinizante del cultivar Hass, hecho previamente reportado por GANDOLFO
(1995). Este cultivar presenta una floracion similar a la de Hass (tipo A) y, por lo
tanto, la oportunidad de coincidencia de estados florales debiese estar supeditada a
las condiciones ambientales. Desde este punto de vista, resultaba esperable obtener
valores similares de autopolinizacion y de polinizacién cruzada con Rincén, sin
embargo, la participacion de Hass como donador de polen fue mayor. La no

despreciable



participacion de Hass como donador de polen para su propia progenie deja en
evidencia que hubo traslape entre los estados. Existen ademas reportes previos
(DEGANI, GOLDRING y GAZIT, 1989), sefialando una exitosa polinizacion

cruzada entre cultivares del mismo tipo de floracion.

Es posible pensar, entonces, que la baja participacion de Rincon en la polinizacion
cruzada se debe a algun problema a nivel de polen que esté limitando la polinizacion
0 que esté confiriendo a su progenie una menor capacidad de competencia frente a

frutos polinizados con una variedad polinizante e incluso Hass.

La capacidad del polen de ciertas variedades de conferir a su progenie una mayor
capacidad de supervivencia, ha sido reportada por DEGANI y GAZIT (1984),
quienes observaron una variacion en los rangos de abscision de frutitos dependiente
del origen del polen parental. Asi, DAVENPORT y LAHAV (1992) y GUIL y
GAZIT (1992) sefialan que los frutos de Hass provenientes de polinizacion cruzada
con Ettinger sobreviven mejor a la madurez y que Ettinger resulta ser un muy buen

donador de polen para Hass.

Los resultados obtenidos, en este caso, para la polinizacion cruzada de Hass con
Edranol y Zutano en sus respectivos tratamientos concuerdan con los reportados por
GANDOLFO (1995), y muestran que ambas variedades influyen altamente en la
polinizacién del cultivar Hass al estar presentes en el huerto. Es muy posible que
algo similar a lo sefialado por DAVENPOT y LAHAYV (1992) y GUIL y GAZIT

(1992) esté ocurriendo en este caso, y que las variedades Edranol y



Zutano estén confiriendo ciertas caracteristicas a través de su material genético a su

progenie que le permita sobrevivir en mayor proporcion.

Otro aspecto que resulta importante de analizar es el alto porcentaje de polinizacion
cruzada que se observa en el tratamiento de Hass/Hass. Es claro que las parcelas
utilizadas en este ensayo se encuentran muy proximas entre si y que existe influencia
de polenes diferentes al contenido en cada parcela como polinizante. Este hecho
evidencia que el polen es capaz de recorrer distancias relativamente altas o, al
menos, superiores a la distancia entre las parcelas ensayadas. Resulta, por ello,
interesante considerar la distancia entre los arboles Hass y la fuente donadora de

polen méas cercana de cada variedad.

En la Figura 9, se presenta la distribucion de las parcelas presentes en la estacion
experimental y se sefialan las parcelas seleccionadas en cada tratamiento. En las
Figuras 10 a la 18, se presentan graficos donde se muestran los porcentajes de
participacion de cada polinizante con respecto al total de polinizacion cruzada de
cada parcela en relacion a la distancia de la fuente donadora ' de polen mas cercana
de cada variedad, considerando los casos en que se diferencio el parental de polen y

los casos con mas de un posible parental (datos entre paréntesis).



FIGURA 9. Distribucién de las parceclas en la E.E. La Palma.

1 a 17
H/Z H/H H/E
2 10 18
H/R H/Z H/B
3 11 19
H/E H/H H/Z
4 12 20
H/H H/H H/R
5 13 21
11/B /R /1
6 14 22
H/n H/B n/m
7 15 | 23
H/H H/B I[ /1
8 16 24
H/H H/E H/B

Parcelas seleccionadas en el ensayo.




FIGURA 10.

Participacidén de
polinizacidén cruzada de

Hass/Hass relacién a

en

cada cultivar en el porcentaje de
la parcela 9 del tratamiento
la distancia de los arboles
muestreados con la fuente donadora de polen mas cercana
de cada cultivar. '

CULTIVAR % DISTANCIA AL ARBOL MAS CERCANO (m)
ZUTANO 50 (34, 6) 25
RINCON 0 (0) 42
EDRANOL 12,5 (20, 4) 25
BACON 37,5 (39, 7) 42
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FIGURA 11.

Participacidén de cada cultivar en el porcentaje de
polinizacién cruzada de la parcela 11 del tratamiento
Hass/Hass, en relacién a la distancia de los &rboles
muestreados con la fuente donadora de polen mas cercana
de cada cultivar.

CULTIVAR % DISTANCIA AL ARBOL MAS CERCANO (m)
ZUTANO 33,3 (29,2) 35
RINCON 0 (4,1) 42
EDRANOL 0 (12,5) 25
BACON 66, 6 (54,2) 42
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FIGURA 12.

Participacién de cada cultivar en el porcentaje de
polinizaciédn cruzada de la parcela 4 del tratamiento
Hass/Hass, en relacién a la distancia de los &arboles
muestreados con la fuente donadora de polen mas cercana

de cada cultivar

*

CULTIVAR % DISTANCIA AL ARBOL MAS CERCANO (m)
ZUTANO 0 (14,7) 84
RINCON 0 (3,6) 42
EDRANOL (16,6) 35
BACON 100 I(64,7) 35

% participacion polinizacion cruzada.
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FIGURA 13. Participacién de cada cultivar en el porcentaje de
polinizacién cruzada de la parcela 4 del tratamiento
Hass/Edranol, scgun distancia de los &rbolces
muestreados con la fuente donadora de polen mas
cercana de cada cultivar.

CULTIVAR 3 DISTANCIA AL ARBOL MAS CERCANO (m)

ZUTANO 0 (5,6) 42

RINCON 0 (2,8) 72

EDRANOL 88,8 (64,1) 0

BACON 11,1 (27, 3) 35
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% Participacién polinizacion cruzada.

FIGURA 14. Participacidon de cada cultivar en el porcentaje de
polinizacion cruzada de la parcela 3 del tratamiento
Hass/Edranocl, cn rclacién a la distancia de los arbolces
muestreados con la fuente donadora de polen mAs cercana
de cada cultivar.

CULTIVAR % DISTANCIA AL ARBOL MAS CERCANQO (m)

ZUTANO 6.3 = 3 42

RINCON 0 (0) 35

EDRANOT, 92,3 (81,2) 0

BACON 0 (9,3) 12
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% Participacion polinizacion cruzada.

FIGURA 15.

Participacién de cada cultivar en el porcentaje de
polinizacién cruzada de la parcela 16 del tratamiento
Hass/Edranol, en relacién a la distancia de los arboles
muestreados con la fuente donadora de polen mas cercana
de cada cultivar. '

CULTIVAR % DISTANCIA AL ARBOL MAS CERCANO (m)
ZUTANO 0 (7,0) 250
RINCON 0 (2,7) 25
EDRANOL 100 (56, 3) 0
BACON 0 (33,8) 35
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FIGURA 16.

Participacién de cada cultivar en el porcentaje de
polinizacién cruzada de la parcela 1 del tratamiento
Hass/Zutano, segun distancia de los arboles
muestreados con la fuente donadora de polen méas
cercana de cada cultivar.

CULTIVAR ks DISTANCIA AL ARBOL MAS CERCANO (m)
ZUTANO 100 (76,4) 0
RINCON 0 (0) 35
EDRANOL 0 (0) 85
BACON 0 (23,5) 12
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% Participacion polinizacion cruzada.

FIGURA 17. Participacidén de cada cultivar en el porcentaje de
polinizacidén cruzada de la parcela 10 del tratamiento
Hass/Zutano, en relacién a la distancia de los arboles
muestreados con la fuente donadora de polen mas cercana
de cada cultivar.

CULTIVAR % DISTANCIA AL ARBOL MAS CERCANO (m)

ZUTANO 100 (83, 3) 0

RINCON 0 (0) 35

EDRANOL 0 (3,3) 42

BACON 0 (13, 3) 25
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% Participacion polinizacion cruzada.

FIGURA 18.

Participacién de ceda cultivar en el porcentaje de
polinizacibén cruzada de la parcela 19 del tratamiento
Hass/Zutano, en relacién a la distancia de los arboles
muestreados con la fuente donadora de polen m&s cercana
de cada cultivar.

CULTIVAR % DISTANCIA AL ARBOL MAS CERCANO (m)
ZUTANO 50 (40, 5) 0
RINCON (11,8) 35
EDRANOL (14, 3) 65
BACON 50 (33,4) 35
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Se puede apreciar que la polinizacién cruzada de los tratamientos Hass/Zutano y
Hass/Edranol proviene, casi en la totalidad de los casos, del polinizante (Zutano y
Edranol, respectivamente), lo que es mas evidente cuando se analizan los casos con
un solo parental donador de polen. En el tratamiento de Hass sin polinizante, en
cambio, el polen parental proviene de arboles de las cuatro variedades presentes,
especialmente de Zutano y Bacon, ubicados a distancias, en general, menores a los
50 metros. Sin embargo, se aprecia en los resultados, que no existe una relacion
directa entre la distancia a la fuente donadora de polen y el porcentaje de
polinizacién cruzada. Los porcentajes de polinizacion cruzada con Bacon son
significativamente mayores que los aportados por Rincon. Lo mismo se puede

observar para Zutano en el tratamiento Hass/Edranol.

Para poder seleccionar la variedad polinizante mas apropiados para el cultivar Hass,
es necesario considerar la cantidad de fruta hibrida que origina cada uno, ya que esto
presenta una incidencia directa con la produccidn. A pesar de ésto, existen, ademas,
otros aspectos que deben ser considerados como, por ejemplo, el valor comercial del
polinizante. Se ha visto que Edranol resulta ser un mal productor de fruta y que
presenta un afierismo muy marcado a diferencia del cultivar Zutano, el cual es un
muy buen productor. No obstante, la calidad de la fruta de Zutano es menor y
alcanza precios de mercado mas bajos que los alcanzados por la fruta de Edranol.
Por otro lado, Edranol presenta una floracion muy abundante lo que estarla

favoreciendo la polinizacién cruzada para el cultivar Hass.



La distancia hasta la cual influye un polinizante como donador de polen, es otro
aspecto fundamental de considerar a nivel de huerto para poder determinar la
densidad de polinizante necesaria para garantizar un alto porcentaje de fruta hibrida y

una mayor produccién.

En el Cuadro 10 se presentan los resultados obtenidos en el ensayo N°2 para las
distintas distancias de la fuente donadora de polen ensayadas, en cuanto a los

parentales donadores de polen.

CUADRO 10. Parentales donadores de polen obtenideos para los
individuos analizados en cada tratamiento.

Posible parental  Hilera Hilera Hilera Hilera Hilera Hilera

donador de polen 1 2 3 4 5 3]
Hass 3 1 0 5 2 5
Edranol 20 16 15 13 17 8
H-E 3 3 7 2 2 7
H-B 0 3 0 2 3 2
E-B 3 2 4 4 2 1
H-E-B 1 5 4 4 3 3
Total de casos 30 30 30 3029 26

Dos © méas letrés 'signi.fi_ca que no se pudo ' discriminar un sol.cln"
parental donador de polen.

Se observa, en este cuadro, que existe un nimero importante de casos en que no fue
posible discriminar un so6lo parental donador de polen. Es importante destacar que
los genotipos para las enzimas analizadas de las variedades Edranol y Hass son muy

similares 'y



pocas veces es posible discriminar una de la otra y, que la pérdida de la enzima LAP
significo en este caso reducir la posibilidad de lograr asignaciones individuales del
parental donador de polen, ya que ésta aporta informacion fundamental en ese

sentido.

En el Cuadro 11 se presentan, por un lado, los porcentajes de polinizacion cruzada
obtenidos a las distintas distancias de la fuente donadora de polen (tratamientos) y
por otro los resultados obtenidos al considerar los casos con mas de un posible

parental donador de polen se presentan en el Cuadro 12.

CUADRO 11. Porcentaje de polinizacién cruzada obtenido para cada
hilera (tratamiento) Y cada arbol {repeticidn),
considerando los casos en que se logrd identificar un

s0lo parental donador de polen.

Tratamiento | Arbol 1 | Arbol 2 | Arbol 3 Media
Hilera 1 87,5 75,0 100,0 57,5
Hilera 2 100,0 100,0 85,7 95,2
Hilera 3 100,0 100,0 100,0 100,0
Hilera 4 60,0 100,0 57,1 72,3
Hilera 5 100,0 85,7 75,0 86,9
Hilera 6 80,0 100,0 20,0 66,6

Al practicar los andlisis estadisticos a estos resultados, se pudo concluir, con un 5%
de significancia, que no existen diferencias significativas entre los tratamientos en
cuanto a los porcentajes de polinizacion cruzada; es decir, entre 12 y 72 metros de
distancia de la fuente donadora de polen (Edranol), los porcentajes de polinizacion

cruzada fueron estadisticamente iguales.



CUADRO 12. Porcentajes de polinizacidén cruzada obtenidos en cada
hilera (tratamiento) y cada arbol (repeticidn),incluyendo
los frutos con més de un posible parental de polen.

Tratamiento | Arbol 1 | Arbol 2 | Arbol 3 Media
Hilera 1 81,6 70,0 100,0 83,8
Hilera 2 86,7 73,3 93,4 84,5
Hilera 3 83,4 91,7 76,7 83,9
Hilera 4 58,4 91,7 66,7 72,2
Hilera 5 96,7 78,3 70,0 81,6
Hilera 6 66, 7 77,8 31, 3 58, 6

Al analizar los resultados estadisticamente, se obtuvo que con un 5% de significancia
no existe una diferencia relevante entre los tratamientos, en cuanto a .los porcentajes

de polinizacion cruzada.

Los altos valores de polinizacion cruzada observados, al igual que el hecho de que
los porcentajes de polinizacion cruzada sean estadisticamente iguales entre 12 y 72
metros de distancia de la fuente donadora de polen, concuerda con reportes previos
de VRECENAR-GADUS y ELLSTRAND (1985), quienes observaron un 42,2% de
polinizacién cruzada con Bacon en un huerto de Hass ubicado a 76 metros del arbol
de Bacon maés cercano y de GOLDRING, GAZIT y DEGANI (1987), quienes
reportaron que casi todos los frutos de Hass provenientes de un blogue solido de 10

hileras vecino a un bloque de Ettinger eran hibridos de Ettinger.

En el Cuadro 13, se puede ver la influencia del cultivar Edranol sobre los
porcentajes de polinizacion cruzada obtenidos en cada tratamiento considerando los
casos en que se pudo realizar una asignacion individual del parental donador de

polen. La misma



informacién, pero considerando los casos en que no se pudo hacer una asignacion

individual, sé presenta en el Cuadro 14; en ambos casos se agruparon las tres

repeticiones de cada tratamiento.

CUADRO 13. Participacién del parental donador de polen segin
cultivar, en el porcentaje de polinizacidn cruzada de
cada hilera, considerando los casos con el parental
donador de polen identificado.

Tratamiento Frutos Frutos con Donador de Porcentaje parental
Ensayados polen Identificado donador de polen

{(segun cultivar)
Hass | Edranol | Bacon

Hilera 1 30 2 13,0 86,9 0,0

Hilera 2 30 17 5,8 94,1 0,0

Hilera 3 30 15 0,0 100,0 0,0

Hilera 4 30 18 27,7 72,2 0,0

Hilera 5 29 19 10,5 89,5 0,0

Hilera 6 26 13 38,4 61,5 0,0

Se deduce de este cuadro que la participacion del cultivar Edranol como donador de

polen es muy superior a la presentada por Hass y que, por lo tanto, los porcentajes de

polinizacidn cruzada son significativamente mayores a los de autopolinizacion.




CUADRO 14. Participacidén del parental donador de polen segun
cultivar, en el porcentaje de polinizacidn cruzada de
cada hilera, considerando 1los frutos con mas de un
posible parental donador de polen.

Tratamiento Frutos Porcentaje parental donador polen
ensayados (seglin cultivar)

Hass Edranol Bacon
Hilera 1 30 16,1 77,7 6,1
Hilera 2 30 T8 [ 65,5 13,8
Hilera 3 30 16,1 72,7 11,1
L?ilera 4 30 27,7 57,7 14,4
‘Hilera 5 29 18,9 68,9 12,0
[Hilera 6 26 40,4 50,0 L_ 9,6

Al analizar los casos con méas de un posible parental donador de polen, los frutos
polinizados con Edranol se ven "reducidos” y aumentan los casos de
autopolinizacion, asi como la participacion de Bacon dentro de la polinizacion
cruzada. El hecho de que el cultivar Bacon tenga participacion en la polinizacion
cruzada s6lo cuando se analizan los casos con mas de un posible parental donador de
polen y que no exista ningun caso en que se haya podido asignar individualmente su
participacion, evidencia que probablemente su presencia en los resultados se deba
s6lo a deficiencias en cuanto a los analisis; es decir, que no se cuente con enzimas
que permitan separarla de otras variedades. Del mismo modo, es posible inducir que
el incremento en la participacion de la autopolinizacion al considerar los casos
dudosos se debe a problemas del mismo tipo, que los genotipos de las enzimas

utilizadas no permiten separar las variedades Hass y Edranol en muchos casos.

El hecho de que no se presente una disminucién en los porcentajes de polinizacion

cruzada al alejarse de la fuente donadora de polen,



como seria lo esperado, ha sido analizado por GOLDRING, DEGANI y GAZIT
(1987), quienes sefialan que es posible que exista un gradiente inicial en la
polinizacién cruzada que podria no ser detectado al tiempo de la cosecha, debido a
una abscision selectiva de los frutitos provenientes de autopolinizacion. Los autores
sefialan también que no se deberla esperar un gradiente de polinizacion cruzada a
través del huerto, debido a que el polen no es transferido directamente desde la
variedad polinizante a la variedad Hass, sino que las abejas pueden realizar un
recambio de polen en la colmena, lo que estaria permitiendo que el polen de la
variedad polinizante se expandiera en forma méas uniforme. Sin embargo, estudios
realizados por GOLDRING, DEGANI y GAZIT (1987) y por DEGANI,
GOLDRING y GAZIT (1989) sefialan que la produccién declina en la medida que
los arboles se alejan de la fuente donadora de polen e incluso que el efecto de
aumento de produccion observado en arboles vecinos a un cultivar polinizante es

significativa solo en la primera hilera.

El hecho de que exista una declinacién en la produccién al alejarse de la fuente
donadora de polen y, en cambio, no haya una disminucién de los porcentajes de
polinizacién cruzada, como sefialan GOLDRING, DEGANI y GAZIT (1987),
evidencia la ocurrencia de una abscision selectiva de frutitos , dependiente del polen
parental; ya que es probable que la fruta polinizada con Ettinger disminuya al
alejarse de la fuente y origine una menor produccion a pesar de no existir una

variacién porcentual de los rangos de polinizacion cruzada.



Este fundamento puede ser también aplicado en este estudio para justificar que no
haya una variacion porcentual de la polinizacion cruzada al alejarse hasta 72 metros

del polinizante.

Debido a la fuerte influencia de la temperatura durante floracion en el
comportamiento floral, se ha reportado que, bajo ciertas condiciones climaticas, el
traslape entre los estados femenino y masculino es suficiente para garantizar una

polinizacién adecuada y una produccion satisfactoria.

Las zonas en que se cultiva el palto en Chile difieren bastante en cuanto a sus
condiciones climaticas y esto podria estar determinando que, en ciertas zonas de
cultivo de la especie, las condiciones de temperatura, especialmente durante la
floracion, permitieran un alto rango de autopolinizacién, pudiendo lograr buenas

producciones aun sin el uso de polinizantes.

En el Cuadro 15, se presenta los resultados obtenidos en el ensayo N°3, en cuanto a
origen del polen que poliniza la fruta de huertos de Hass sin polinizante en cuatro

condiciones climéticas diferentes.



CUADRO 15. Parentales donadores de polen obtenidos para los
individuos analizados en cada zona climatica.

Posible parental donador Panquehue Longotoma Mallarauco Naltagua

de polen
Hass 10 16 11 9
Zutano 1 0 0 1
Bacon 2 0 1 0
H-E 8 12 27 6
H-B 16 15 7 3
Z-B 5 1 1
Z-R 0 0 1 0
E-B 1 0 0 0
H-E~-B 20 18 22 13
Z-B-R 7 1 0 0
Total de casos 70 63 70 33

Dos o mas letras significa que no se pudo discriminar a un solo
parental donador de polen.

Al observar los resultados obtenidos, se puede apreciar que existen muy pocos casos
en que se logrd realizar asignaciones individuales respecto al donador de polen,
incluso que el cultivar Hass pudo ser reconocido en muy pocos casos como Unico
donador posible. Ademas, existe una gran diversidad en cuanto a combinaciones de
posibles parentales. A pesar de que este hecho no permite afirmar que el origen de la
fruta no sea de autopolinizacion, los resultados se alejan mucho de lo esperable, ya
que los bloques de Hass seleccionados para este ensayo se hallaban a distancias muy
elevadas de cualquier otra variedad, por lo que debio haberse encontrado una gran

cantidad de fruta proveniente de autopolinizacion.

Al respecto, se debe sefialar que para los huertos utilizados en este ensayo, las

distancias a posibles variedades polinizantes fueron de




aproximadamente 1000 m. (Panquehue: 1000 m de Bacon; Mallarauco: 800 m de
Bacon; Naltagua 1200 m de Bacon y Mallarauco: 800 m de Bacon y 300 m de
Gwen). Sin embargo, es necesario destacar que los posibles donadores de polen de
estos huertos no corresponden necesariamente a los utilizados para realizar las
asignaciones, es posible que hayan existido arboles de otra variedad que hayan estado
aportando polen y cuyos genotipos para las enzimas analizadas se desconocen. Esto
puede estar explicando en parte, la gran cantidad de casos en que no se asignaron
individualmente los parentales y la gran diversidad de combinaciones de posibles

parentales.

En el Cuadro 16 se presentan los valores de polinizacion cruzada obtenidos, por
calibre para las distintas zonas climaticas considerando los casos en que se asigno

individualmente al parental donador de polen.

CUADRO 16. Porcentaje de polinizacidén cruzada obtenido para cada
zona Yy por calibre, considerando soélo los casos con
parental donador de polen identificado.

Zona climatica Calibre Porcentaje de polinizacidn
cruzada.
Panquehue Grande 50
Chico 0
Longotoma Grande 0
Chico 0
Mallarauco Grande 0
Chico 25
Naltagua Grande 10

Es necesario destacar de este Cuadro, que existe una gran variabilidad entre los

porcentajes de polinizacién cruzada por zona




e incluso por calibre, dentro de una misma zona. Sin embargo, esta variabilidad esta
asociada al reducido nimero de casos en que se asigné individualmente un parental,
mas que a una variacion real de los rangos de polinizaciéon cruzada. Esto se puede
apreciar al observar el Cuadro 17 en el que se presentan los porcentajes de
polinizacion cruzada obtenidos al analizar los casos con mas de un posible
parental donador de polen.

CUADRO 17. Porcentaje de polinizacidn cruzada obtenido en cada zona

y por calibre, considerando los casos con mas de un
posible parental donador de polen.

Zona climatica Calibre Porcentaje de polinizacidn
cruzada
Pangquehue Grande 68, 6
Chico 49,7
Longotoma Grande 44,7
Chico 54,2
Mallarauco Grande 38,5
Chico 48,9
Naltagua [Grande [ 45,9

Al analizar estadisticamente estos datos, se obtuvo que al 5% de significancia no
existen diferencias significativas entre los calibres en cuanto a los porcentajes de
polinizacién cruzada. En el Cuadro 18, se presentan los porcentajes de polinizacion
obtenidos agrupando los calibres grande y chico, considerando los casos en que se
identificé un sélo parental; por su parte, en el Cuadro 19, se presentan los resultados

obtenidos para los casos con mas de un posible parental donador de polen.



CUADRO 18. Porcentaje de polinizacién cruzada obtenido en cada zona,
considerando sélo los casos con parental donador de polen
identificado.

Zona Total de frutos | Frutos con donador Porcentaje de
climatica analizados de polen polinizacidn
. identificado cruzada
Panquehue 70 13 23,1
Longotoma 70 16 0
Mallarauco 63 12 8,3
Naltagua 33 10 11,1

Al observar los resultados presentados en este cuadro, se puede apreciar que existe
un porcentaje no despreciable de polinizacion cruzada. Cabe destacar que en este
analisis (con sélo los casos de parental Unico identificado), el hecho de encontrar
casos de polinizacion cruzada significa que Hass pudo ser descartado en forma
absoluta como parental de esos frutos. Si bien es cierto que los porcentajes de
polinizacion cruzada obtenidos en los huertos de Hass compactos distan mucho de
los obtenidos al analizar parcelas con polinizante, estos porcentajes son
considerablemente altos si se considera la gran distancia en que se encontraban de
posibles polinizantes.

CUADRO 19. Porcentaje de polinizacidédn cruzada obtenido en cada zona

considerando los casos con mas de un posible parental
donador de polen.

Zona Total frutos Porcentaje de polinizacidn
climatica analizados cruzada
Pangquehue 70 59
Longotoma 70 49,5
Mallarauco 63 ' 43,7
Naltagua 33 45,9




La gran diferencia observada entre los resultados obtenidos en este caso y los del
Cuadro 18, se puede explicar a través del bajo nimero de casos en que se determind
un parental Unico, lo que origina un alto rango de error al distribuir la probabilidad

entre todos los posibles donadores de polen.

Los resultados obtenidos en este ensayo muestran que es posible tener polinizacién
cruzada aun a grandes distancias de la variedad polinizante. EI hecho de haber
obtenido un nimero no despreciable de casos en que se descartd la autopolinizacion,
estaria corroborando los reportes de VRECENAR-GADUS y ELLSTRAND (1985),
quienes explican el buen rendimiento obtenido en huertos compactos de una sola
variedad a través del aporte de polen que realizan cultivares complementarios

ubicados a distancias considerables de la variedad principal.

A pesar de que estudios realizados por GOLDRING, GAZIT y DEGANI (1987)
sefialan que no existe una declinacion al alejarse de la fuente donadora de polen
(hasta 76 m), en cuanto al polinizacién cruzada, situacion que explican a través de un
intercambio de polen en la colmena, las distancias de las fuentes donadores de polen
en el caso de este ensayo fueron mayores y los porcentajes de polinizacion cruzada

dificilmente pueden ser explicados a través de esa teoria.

Resulta, en cambio, mas probable pensar en la ventaja que presentan ciertos
cultivares donadores de polen sobre la fruta proveniente de polen de Hass, lo que

estaria justificando que la, probablemente,



baja cantidad de flores que recibe polen de algun otro cultivar sobreviva hasta la

cosecha en un alto porcentaje.



5. CONCLUSIONES

Se logro determinar los porcentajes de autopolinizacion y de polinizacién cruzada en
los tres ensayos realizados mediante el uso de la técnica de electroforesis con

isoenzimas como marcadores genéticos, en embriones de frutos.

Al evaluar los porcentajes de polinizacion cruzada obtenidos en las combinaciones
Hass/Zutano, Hass/Edranol y Hass sin polinizante, se observd que el mayor valor
promedio se obtuvo con Edranol como polinizante, con un 100% de polinizacién
cruzada, diferenciandose significativamente del porcentaje de polinizacion cruzada
obtenido en el tratamiento sin polinizante, cuyo valor promedio fue 55,5%. Sin
embargo, el tratamiento que contenia a Zutano como polinizante no se diferencio
significativamente de ninguno de los anteriores, presentando un porcentaje de

polinizacién cruzada promedio de 83,7%.

Ambos cultivares (Zutano y Edranol) mostraron ser fuertes donadores de polen
contribuyendo a la polinizacion cruzada de sus tratamientos con porcentajes de

83,3% y 91,3%, respectivamente.

Se determind, ademas, que no existe diferencia significativa entre los porcentajes de
polinizacion cruzada con Edranol entre 12 y 72 metros de distancia, obteniéndose un

valor promedio de 84,7%.

Se concluy6 que existe polinizacién cruzada a grandes distancias de la fuente

donadora de polen, en las cuatro zonas productoras de



palto evaluadas, no pudiendo ser determinada la procedencia exacta del polen que la

origino.

Sobre la base de los resultados obtenidos, se concluye que los cultivares Edranol y
Zutano resultan ser los polinizantes mas efectivos para el cultivar Hass, seguido por
el cultivar Bacon, el cual a pesar de no haber sido considerado dentro de un
tratamiento, mostr6 una fuerte influencia en la polinizacion cruzada de los
tratamientos que se encontraban vecinos a él. El cultivar Rincon, en cambio, a pesar
de encontrarse vecino a algunos tratamientos evaluados, presentd una participacion
despreciable en los porcentajes de polinizacion cruzada, mostrando ser un muy mal

polinizante para el cultivar Hass.

El cultivar Hass mostrd ser un débil autopolinizante, al ser facilmente desplazado

por otro polen parental al encontrarse asociado a un polinizante.



6. RESUMEN

Se realizaron tres ensayos paralelos, en un total de siete huertos plantados con el
cultivar Hass, llevandose a cabo una evaluacion de la influencia de distintos
cultivares polinizantes sobre el cultivar Hass, en cinco zonas productoras de palto.

El objetivo general del estudio fue determinar los porcentajes de polinizacion
cruzada y autopolinizacion en la progenie del cultivar Hass para las distintas
combinaciones y condiciones de huerto, mediante el anélisis del origen del polen
parental en embriones de fruto, utilizandose isoenzimas como maracadores
genéticos.

Se realizaron electroforesis en geles de almidén al 11%, utilizando 14 sistemas
isoenzimaticos de LAP (leucinoaminopeptidasa), TPl (triosa fosfato isomerasa),
6PGD (6 fosfogluconato deshidrogenasa), GOT (glutamato oxalacetato
transaminasa), SKDH (shiquimato deshidrogenasa), MDH (malato deshidrogenasa),
PGM (fosfoglucomutasa) y PGI (fosfoglucosa isomerasa).

El primer ensayo se realizo en la Estacion Experimental La Palma, perteneciente a la
Facultad de Agronomia de la Universidad Catolica de Valparaiso que se encuentra
ubicada en la localidad de La Palma, provincia de Quillota. En él fueron evaluadas
las combinaciones Hass/Zutano, Hass/Edranol y Hass sin polinizante, las que se
encontraban con un marco de plantacion de 10x10 con el polinizante al centro
(quincunce).

El segundo ensayo se realiz6 en un huerto ubicado en la localidad de Mallarauco, el
cual se encontraba plantado con un bloque del cultivar Hass plantado a 12x12,
adyacente a un bloque del cultivar Edranol plantado a 7x7. En este caso, fueron
evaluados los porcentajes de polinizacion cruzada y autopolinizacion obtenidos entre
los 12 y 72 metros de distancia de la fuente donadora de polen.

El tercer ensayo se llevd a cabo en huertos del cultivar Hass sin polinizante cercano,
ubicados en las localidades de Longotoma, Naltagua, Mallarauco y Panquehue.

Los resultados obtenidos sefialan a Hass como un débil autopolinizante, siendo
facilmente desplazado por otro polen parental cuando se encuentra asociado a un
cultivar polinizante. EI mayor porcentaje de polinizacion cruzada se observo en la
combinacion de Hass con Edranol como polinizante.

Por otro lado, se observd que no existe diferencia significativa entre los porcentajes
de polinizacion cruzada con Edranol entre los 12 y 72 metros de distancia de la
fuente donadora de polen y que para los cuatro zonas productoras de palto evaluadas,
existe un aporte de polen externo al huerto, originando un porcentaje no despreciable
de fruta hibrida.
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ANEXOS



ANEXO 1

CUADRO 1. Peso y numero de frutos obtenidos con 0 y 2 colmenas por
hectarea. Los datos estédn basados en 36 arboles. E1 nivel de
significancia estd indicado por ** (p=0.05); n.s.= no significativo.

Peso promedio de la fruta Numero promedio de
(kqg) frutos/arbol.
Sin colmenas 0.270 227.2
Con 2 colmenas 0.258 788.2
n.s .

Fuente: VITHANAGE, V., 1990.

CUADRO 2. Peso y numero promedio de frutos en tratamientos con 2 y 3
colmenas por hectérea. Los registros de produccién estan basados en
36 arboles. El nivel de significancia estd indicado por ** (p=0.05);
n.s.= no significativo.

Peso promedio de la Numero promedio de
fruta (kg) frutos/arbol
Sitio 1 Sitio 2 Sitio 1 Sitio 2
2 colmenas/ha 0.241 0.247 774.8 474.3
3 colmenas/ha 0.279 0.297 806.0 560.9
*x * x n.s n.s

Fuente: VITHANAGE, V., 1990.




ANEXQO 2

CUADRO 1. Disefio de plantacidén correspondiente a una parcela tipo
de la Estacidén Experimental La Palma. El1 esquema muestra la
distribucién del cv. Hass con el polinizante (P).

H H H H
P P P

H H H H
P P P

H H H H
P P P

H H H H
P P P

H H H H




ANEXO 3

Flanillas con los genotipos obtenidos en cada electroforesis para
los distintos ensayos, tratamientos y calibres.

ENSAYO 1

PARCELAS 9y 1. . . . et et o et eras et 1
Ne INDIV LAP2 PGl TPI 6PGIDT 6PGD3 GPGIY SKDH MDH GOT PGM1  PGM2
1 HHG FF ss 55 S8 FF IS 85 FS FS FS
2 HHG FF FS - 55 55 FF S8 FS FS FF F8
3 HHG FF¥ 55 - 58 55 FF 58 Fs FF FF FF
4 HHG FF 55 - 55 55 F¥ Fs 55 FS FF 55
5 HIIG IS FF - 55 55 F§ 58 Fs Fs FS 88
6 HHG FF FS - 58 8S FF sS 58 S8 FF FF
7 HHG Fs IF - 55 58 FS S8 Fs F§ FF -
L] HHG FF - . 55 55 FF Fs 58 Fs F Fs
9 HM FF Fs - 55 55 IF Fs 58 Fs FF Fs
10 HHC Fl Fs - 58 58 F$ 88 58 58 FF F§
11 HHC FF F§ - 55 55 Fs 58 58 - FF -
12 nHe ¥ EH - 58 585 - 88 58 I'F Fs IF
13 HHC FF FF - 58 Fs s 585 58 Fs FS FF
14 HIC FF FF - Ss 58 s g FS FF ¥ Fs
15 HHC IF 58 - S5 55 FF Fs 88 S8 FF FF
16 HHC FF Fs - 55 55 FF Fs 58 - FF Fs
17 HHC Fs 58 - 55 58 FI s 58 85 FF FF
I8 HHC FS F$ - 55 S8 FS Fs F$ Fs FS FF
o HZG Fs s - 58 88 FF Fs Fs§ Fs FS -
0 HIG FS ¥s - 58 58 FS rs ¥S ¥s 33 ¥F
21 HZG F§ FS - 55 58 Fs FS F§ FS FF FF
22 HAG ¥ FS - S5 S8 ¥ s Fs IS ¥ Fs
23 HAG FF ¥ - 85 58 S Fs Fs FF ¥ FF
24 HZG FF FS§ - 58 S8 ¥ IS rs Is FF 88
25 174 F¥ FS - 8% s% Fr [ Fs ] Fs ks
26 HAG ¥ FI? - 58 85 ¥ 88 Fs FF Fs Fs
27 HAG Fs 58 - 58 55 FF FF Fs F§ Fs Fs5
% HAC 1 ¥ - 85 S5 ¥ Y ] FF FF ¥
29 e s S . 8% 8% ¥ 55 s ES FF -
30 HAe IS F§ - 58 85 ¥ [ s IS FF Fs
A e FI¥ s - 55 5% I 85 F$ S FF Fs
iz H/ic FF Fs - 55 55 I ks F5 ks FS 55
ER} Haw Fr 55 . 55 55 I'F FF Fs Fs Fs FF
34 HZC F5 S8 - 58 S8 F5 S8 FS FF FF FS

3s HZC FF FS - 88 55 FF ¥ ks W Fs ¥



‘Parcela 17 y parentales,

N° INDIV
1 HEG
2 HEG
3 HEG
4 HEG
5 &

L s

7 Z

£ z

9 HEG
1LY HEG
11 HG
12 HEG
13 E
14 I
15 E
16 E
17 HEG
1] Likts
19 HEC
20 HEC
2 n
22 B
23 B
2 B
25 HEC
26 HEC
27 HEC
28 HEC
29 H
n il

Kl | ]
32 H
i1 HEC
3 HEC
A5 HEC

Parcelas 10y 3.

NT INDIV
1 HAG
2 G
a HAG
4 /G
5 HZG
[ /G
7 HAG
H 1170
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n T
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Parcelas 11y 19

Ne INDIV LAFR2  PGI TPL 6PGDI 6PGI3 6PGDA SKDII  MDH  GOT PG

1 HHG . FF ss sS - rs S8 ss IS FF

2 HHG . FS ss 5SS - rs FS 58 FS FF

3 HHG - FS Fs FS g FS FF FS FS FF

4 HH(G L Fs Fs Fs i 55 Fs 55 FSs FF

5 HHG < S5 Fs Fs - FS vs ES FS FS s
6 HHG . F$ ss ss - 58 FS s§ F Fs ss
7 HHG - 55 ss 58 - FF s s FF FF FF
] HHG - FF 55 55 - FS FF 55 Fs FF 38
° HHG - F§ Fs FS - FF S8 Fs FF 8 FS
10 HHC . ¥s S8 $s y rs FS ss FF FF Fs
1 HHC - Fs ss S8 . Fs F¥ FS FF Fs FS
12 HHC . Fs 55 58 . ES FS 5§ 58 FF ss
13 HHC . FF ss sS . - FS FS$ F FS FF
14 TTHC - F¥ 58 © 88 - Fs ¥ 58 F FI° ¥
15 e - FI¥ s I's - s 585 s s ¥ s
16 HHC - S5 kS FS - ES FF 58 FS FF ss
17 HHC - F§ 55 58 - FF 55 55 F¥ FF Fs
18 HHC - FF 55 55 - 55 Fs 58 Fs FF FF
19 HAG - FF 55 55 - FS F¥ Fs FF Fs Fs
b 1] 172G - 55 55 85 - s FS Fs Fs FF 55
21 HZG - s S8 58 - s ss ss ss FF FS§
2 HAG - 55 Fs Fs - s Fs8 55 FF s Fs
2 HZG - S8 s§ s8 : FS Fs ¥S FF FF FS
24 HZG - Fs 55 55 - FI ¥s Fs FF Fs Fs
25 IZG - F§ 55 55 - s 55 F8 ¥ Fs Fs
R LG - ¥ s s - - 55 s s Fs 55
27 112G - 58 Fs IS - Fr I s ¥ FF Fs
28 HZC - F§ 55 55 - FS F¥ 55 Fs FF FS§
29 HZC - FS§ 58 55 - FS FS FS FF FS FS
0 e - FS 55 58 - ks 55 ¥ FF FF 35
3l HZC - 5§ Fs rs - ¥F FS$ 5§ FS Fs FF
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34 HZC - FF 55 585 - s F 58 F5 FF Fs
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PARCELAS 4 y 16 LSOOI . S A
N DIV LAP2 PG TR PG PG 6PGDA SKDH  MDH  GOT  PGM) PGM2
1 HHG Fs Fs ss ss - - 58 58 - FF FS
2 HIG 55 ss 58 s$ - . FF ss - FF FS
3 HHG FS FS 58§ 55 - - F§ FS . FF FS
4 HHG Fs 55 55 55 - - 55 55 - FF FS§
5 HIIG F s$ 55 ss - ; ss 58 - FF FS
6 HHG s 55 55 55 - = s 55 - FF F5
7 HHG IF FF . ss - . s$ 58 - FF Fs
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15 HHC FF I ss 58 . FF ss ss sS FF T8
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17 GWEN TF FF FS s - 58 ] s8 FS FF F§
18 GWEN FF F¥ FS Fs - 55 Fs 58 S FF Fs
19 GWEN ¥ FF Fs S - ss Fs 58 FS FF FS§
0 TG Fs 13 55 S5 - FS FS 855 ¥ FIF FS
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25 HEG F ss ss $8 - I's FS ES FF FF FF
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L] ke ¥S 5 S 55 - s 35 L] [ 4.4 FF 55
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n e ¥ s 88 88 5 1 i §8 s ¥ S8
34 HEC - Ks [ ] 55 - 55 FF 55 FF Fs

35 HEC - FS sS sS . ¥ FF s8 s FF_ FS
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Continuacion

N INDIV LAP2 PG TP 6PGDI 6PGD3 6PGD4 SKDH  MDH  GOT PGMI PGM2
i H53 i S sS 55 ss s8 IS 88 s T ss
2 1153 g V¥ 58 58 S8 i FS 58 s FF FS
3 HS3 ¥ FS FS 55 S5 ¥s Fs 55 FS FS ss
4 H53 FF 55 55 88 ss FF Fs 55 58 FS FS
5 153 FF 55 55 58 sS FS FF 58 FF FF s
6 Hs3 FF FF 58 55 S5 s S5 55 FF ¥ FF
7 153 ¥ IS 58 58 S8 I 43 58 I’ IT ]
# H53 ¥ Ks 58 88 §8 F¥ F¥ 58 s Fs FF
9 HS3 FS 55 FS 55 58 Fs Fs 58 FS FF F§
in H61 FF s 5§ 58 e Fs FF 55 Fs FF s
i Hel FF 58 55 58 58 FS FF¥ 58 38 FS FF
12 He1 ¥ ] 58 88 s8 S8 rs 55 55 T §S
13 1161 s F$ 58 58 58 F¥ Fs 58 FF F§ S5
14 H6l ¥ FS 55 55 S8 FF Fs 58 58 F¥ Fs
15 Hel IS 55 F$ 58 ss FF Fs 58 FS FF FF
16 Hol FF FS§ 58 58 58 FF FF 55 55 FF 55
17 Ho1 ¥S 58 ¥8 58 58 IS ] 58 ES FF 58
18 161 e FS 59 58 58 0% FF 58 58 FF FF
19 162 i 58 55 55 58 0y ] 58 s F¥ ]
20 H62 ¥s 58 88 58 88 VF kS 58 s FS FS
2 162 ¥ 55 S8 S8 CH IS F$ 88 FS Fs FF
2 H62 Fs 58 FS 55 53 FF F$ 58 F3 FF FF
23 H62 T F8 8 58 ss 0y FS$ 58 FF FF ¥F
24 1162 FF 58 55 55 58 0% rr 58 FS FF FS
25 re2 I¥ Fs 88 55 S5 FF K S8 S8 FF FF
26 162 kS Fs 58 55 58 s ¥ 58 s FF g
27 1162 ¥ Fs 58 55 B oy s S8 FF ¥ 58
2R 163 v ES 58 58 58 58 Fs 5% FS ¥ 58
2 H63 FE K 55 58 58 ¥ 58 58 Fs FF S
£l 163 F¥ s 58 55 S5 58 FF 58 FF FF FS
31 H63 ¥ 58 88 58 55 FF FF 58 Fs FF s
32 - He3 I¥ FS 58 55 58 5% k¥ 58 ES FF FF
33 H63 FF FS 88 . 88 58 s $8 58 F§ FF S8
34 1163 rs 55 FS 58 S8 ¥ ¥ 58 58 F¥ 55
35 163 V¥ Fs S8 55 55 s ss 5§ 58 FF 8§

ENSAYO 3.

HUERTO MALLARAUCO

N° INDIV LAP2 PGl ™I 6PGDI 6PGDA GG SKDH MDH GOT PGMI

1 MIG - Fs - 85 85 FF 58 S8 FS FF

2 MIG - 88 - S8 S8 FF 58 S8 FF FF FS
3 MIG - FS - 58 85 FF FF 88 Fs FF FF
4 MIG - FS - 55 58 FF FS FS FF FF Fs
5 MIG - S8 - 55 55 FS FF 58 FS FF FS
6 MIG - Fs - 55 55 Fs s 58 43 FF¥ FF
7 MIG - FS - 55 58 Fs 88 S8 58 FF FF
8 MIC - FS - 58 55 ES FF 58 58 FF F8
9 MIC - Fs - 58 58 FF Fs SS FS FF SS
1] MIC - s - hh 85 5 Fi h+4 Fs ¥ I’'s
11 MiC - S8 B S8 58 Fs Fs 88 88 FF ES
12 MIC - FF - 55 55 Fs FF 55 FS FF 58
13 MIC - FS - S8 S8 F Fs s8 F§ FF FF
14 MIC - FS - 55 55 Fs 55 S5 FS FF F§
15 M2G - FS - 55 58 FS s 58 FS FF Fs
16 M2G - 133 - 58 58 i 58 88 FF F¥ FS
17 M2G - FS - 58 S8 58 ¥ ss 58 FF FS
1% M2G - 55 - 58 55 Fs FF 55 Fs FF FS
19 M2G - FF - 58 55 Fs 58 S5 85 FF Fs
20 M2G - Fs - 58 58 Fs Fs 58 FS FF FS
21 Mz2C - Fs - S8 58 Fs s8 S8 FS FF Fs
2 M2C - s - 55 55 FS 58 55 Fs FF FF
3 M2C - B - 58S 55 Fs Fs 58 FF FF FF
24 M2 - Fs - 55 55 Fs FF 58 FF FF FF
28 M2 - FF - 58 58 FF Fs 58 FF FF FF
26 N2C - 55 - 55 58 I's kS 55 FF ¥ Fs
27 M2C - I's - 55 55 I ke 58 88 ¥ 55
] M - ] - 55 58 Il ¥S 55 58 ¥ FS
29 M3G - 55 - 55 88 IS F §8 FS FF FS
ki) MG - S5 - 55 55 58 58 55 Fs FF Fs
1 MG - s - 85 58 IS 88 S8 s I 58
i LYRIH - I's - 545 88 I's IS 88 s (53 s
RX] M3G - 55 - 55 55 FF s 55 58 FF Fs
M MIG - Fs - 55 55 [ Fs 55 58 FF [

i5 MAG . 58 = S8 55 I's g 85 88 I s



Continuaciin

N INDIV LAP2 PGI TP GPGDI 6PGD3 6GD4  SKDH  MDH  GOT  PGMI  PGM2
| M3 . FS 5 88 58 FI FF $8 S FF FS
2 M3C . 58 : 55 58 FI S8 55 FS FF FF
3 M3C . FS§ . S8 S8 FF s8 5§ 55 FF FS
4 M3C - Fs - 55 58 rs Fs 35 Fs FF FF
5 M3C - FS - ss 58 Fs FS 58 FS FF F§
6 M3C - Fs 3 58 s8 s ¥S S8 S FF 8
7 M3C - FS - 58 58 FF FF 8% FS FF FF
% MG - ¥s . s8 58 s FF s FF FF FF
9 MiG - 55 . s5 ss FF Fs S8 58 FF FS
10 MG - Fs - 55 55 5 b 55 S5 FF Fs
1 MG . rs . 58 58 Fs FS 55 S8 FF FF
12 MG - ¥s . $8 ss o Fs 58 58 ¥ Fs
13 MAG - 58 - 58 55 F¥ FS 55 55 FF 55
1 MAG s S8 = 58 $8 S8 85 $s S FF FF
15 MAC - FS§ - 55 85 55 FF 85 55 FF F8
16 MAC - Fs - 55 58 ¥ [ $5 FF FF FS
17 MacC - Fs - 55 58 ¥ FF 83 FF FF 58
18 MiIC - FS 3 55 58 FF s8 $s F8 FF FF
19 M = Fs - 55 58 FS FF S5 Fs FF FS
20 hYCle - Fs - 55 b s Fs5 55 Fs FF F5
2 MdC - Fs - 58 58 ¥s 58 s8 $8 FF FS
22 MEG - ¥s - 85 585 I'F Fs 88 55 FIF s
23 MSG . F¥ 2 $8 88 KS ¥ 88 S FF F8
24 MG - Fs - 55 55 IF FF hhi s FF Fs
25 MSG - 55 - 55 55 s F5 55 FF FF¥ 'S
26 MSG - 55 - 88 58 55 55 55 58 FF FF¥
27 MSG - F$ - s8 s8 s rs s8 FS FF FS§
b MSG = FF 5 $8 5 S8 Fs 88 S FF FS
29 MSC - FS - 55 55 Fs Fs 55 Fs5 FF 55
A MSLC - 55 - 55 55 s FSs 88 s FF ¥5
3 MsC - S8 - 55 85 ¥s FF 88 Fs FF Fs
32 MSC : Fs = 55 $8 I's S8 58 ¥ FF FS
33 MSC = Fs . 58 58 Fs FF §8 FS FF S
34 MSC - FF¥ - 55 55 s ¥ 55 s Fr FrF
s MSC - Fs - 58 88 K8 ¥s 58 Fs FF FF )
ITUERTO NALTAGUA - ) - . o I
N DIV LAP2 PG ™ PG PG 6PGDA SKDH MDH GOT  PGMI  PGM2
1 NI - FS§ - 58 s FS§ ¥F 58 FS FF FS
2 N2 - 8 - S8 s FS Fs S8 F$ FF 58
3 N3 - FS . s 58 ss FS §8 Fs FF ¥S
4 N4 - s5 - s s8 Fs S 58 F$ IF FS
5 NS . F¥ - 55 55 Fs FS 55 F§ FF F8
6 NG . FF 2 55 55 s8 $8 ss FF FF S
7 N7 - FS % 85 58 F$ FF ss Fs FF FF
% N§ - 58 3 58 58 s ¥F s8 ¥ FF FF
9 N9 . FS§ . S8 s FS FS§ ss FF FF F§
10 N0 = FS E S5 58 F¥ s 55 s FF FS
1 NI ) FS§ - 55 s Fs ¥F S8 FF FF 8
12 Ni2 - Fs d 58 58 FF 58 s5 ES FF FS
13 NI3 . ss . 55 §8 FF ¥$ s8 FF FF FF
14 N14 - FF = 58 5% Fr FF s Fs FF Fs
15 NS = F5 - 55 58 55 Fs 55 55 FF FF
113 NG = Fs - 55 55 Fs Fs 55 s FF FF
17 NIT - Fs - 58 §8 FS FS§ S8 FS FF S8
18 MNIK - 58 = 55 a8 I'F Fs 55 S5 IF 55
19 NI9 - Fs - 55 58 FF 88 s8 FF FF FF
0 N20 - 55 - 58 55 FF Fs 58 FSs FF FF
21 N21 - Fs 3 58 55 ss FS s8 FF FF FF
22 N22 - Fs§ - 55 35 Fs Fs 55 Fs FF FF
23 N23 - s - 55 55 hh s hhi Fs F¥ Fs
24 N4 - I'¥ - 55 58 s Fs 85 55 F¥ I'F
25 N2§ - 55 - 55 55 Fs F8 Fs Fs FF¥ FS
M NG - s - 88 58 FF s bt hhy F¥ Fs
1 N2T . s E 58 8 58 s 8 s ¥ S
bt NIK - s - b 88 55 s b I's 1 55
Fil NIy - Fs = 55 55 Fs Fs 58 F¥F FF¥ Fs
an N - rs - 55 85 F8 Fs k1 ¥ F¥ F¥
il N3L - FF - 58 83 85 F¥ 55 FF FF¥ FF
E% N32 - Fs - 5% 55 ¥ ¥ $8 S5 FF FS
33 N33 . ss = $8 §8 FF F$ 88 FF FF :
34 Nid - - - - - - - - - - -
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