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Resumen

Espafia es el Unico pais europeo con una produccion comercial significativa de
aguacate, principalmente en las costas de Malaga y Granada. El aguacate (Persea
americana Mill.) es un frutal tropical nativo de América central y Méjico que pertenece
a la familia de las Lauraceas incluida en el orden Laurales, dentro del complejo
Magnoliid de Angiospermas basales. El aguacate muestra dicogamia protoginica; cada
flor abre dos veces, la primera siendo funcionalmente femenina, y la segunda como
masculina. Uno de los principales limitantes en la produccién de esta especie es que
solo una pequefia proporcion de flores (menos del 1%) se convierte finalmente en fruto.
El objetivo principal de esta tesis consiste en el estudio de la biologia reproductiva para
determinar las causas de la baja tasa de cuajado. Este objetivo general se desarrolla en
tres subobjetivos (1) el estudio de la fase progdmica, desde la polinizacién a la
fecundacién bajo las condiciones ambientales del sureste de Espafia en ‘Hass’, el
cultivar méas importante a nivel mundial, (2) el establecimiento de la influencia de la
polinizacion y del estatus nutritivo de las flores en el cuajado vy, finalmente, (3) las
implicaciones agrondémicas de la biologia reproductiva de la especie.

La temperatura tuvo un claro efecto sobre la fase progamica. Se observaron
diferencias en el comportamiento del polen en base al origen racial; asi, los cultivares de
raza Mejicana, Guatemalteca y sus hibridos son los que mejor se adaptan a nuestras
condiciones de cultivo. Las altas temperaturas aceleraron el crecimiento del tubo
polinico y la degeneracion del 6vulo. Bajo condiciones de temperatura de 20-25°C y
humedad relativa de 75-95%, la capacidad del estigma de permitir la germinacién de
polen se mantiene en el estadio masculino lo que podria explicar la alta tasa de
autofecundacion y la produccién en parcelas monovarietales. Ademas, aunque el
aguacate se ha descrito como una especie con una marcada dicogamia protoginica, es
frecuente observar flores en diferentes estadios sexuales coexistiendo en el mismo arbol
0 entre arboles de la misma variedad; este solape entre flores en estadio masculino y
femenino podria ser considerado como una estrategia que asegura la fecundacion
cuando las oportunidades de fecundacion cruzada son limitadas.

La determinacion del patron de caida de flores y frutos indicO que la
polinizacion es un factor limitante en la produccién, aunque no el Gnico. Con el fin de
estudiar factores adicionales se analizd la influencia de las reservas nutritivas de la flor

en antesis en el cuajado, observandose una estrecha relacién entre el contenido de
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almidon y la capacidad de la flor de transformarse en fruto, lo que sugiere que las
reservas nutritivas en la flor de aguacate podrian jugar un papel importante en el éxito
reproductivo, siendo una condicién necesaria aungue no suficiente para el cuajado.

En aguacate, tradicionalmente se ha considerado que la plantacion de cultivares
complementarios en proximidad incrementa la produccion, aunque actualmente las
implicaciones de la fecundacion cruzada en la produccion es objeto de una gran
controversia. Por esta razon, se determino la tasa de fecundacion cruzada en el momento
de la cosecha en varios arboles de ‘Hass’ situados a diferente distancia de una parcela
de ‘Fuerte’ (el cultivar mas frecuentemente empleado como polinizador en Espafia) y no
se observo un efecto de la distancia en la produccion. Debido a ello y a la asincronia en
las etapas de floracion entre ‘Hass’ y ‘Fuerte’, se decidid buscar polinizadores
adicionales que idealmente presenten frutos similares a los de “‘Hass’. Con este objetivo,
se determino la duracién de la etapa de floracion y el solape entre estadios sexuales en
varios genotipos. Los resultados obtenidos en este trabajo ponen de manifiesto que
‘Nobel’ y ‘Marvel’ podrian ser usados como polinizadores alternativos o
complementarios a ‘Fuerte’ en el sureste espafiol.

Los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen a un mejor conocimiento de
la biologia reproductiva en aguacate y proporcionan pistas para un manejo adecuado del
cultivo lo que puede permitir incrementar la produccion utilizando las propias

estrategias intrinsecas a la flor.
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Summary

Spain is the only European country with a significant commercial production of
avocados, mainly in the coasts of Malaga and Granada. The avocado (Persea americana
Mill.) is an evergreen subtropical fruit tree native to Central America and Mexico. Itis a
member of the Lauraceae, a mostly subtropical or tropical family included in the basal
angiosperm clade Magnoliidae within the order Laurales. Avocado shows protogynous
dichogamy where each flower opens twice: first functionally as female, then the flower
closes and reopens the next day functionally as male. One of the main problem in
avocado production worldwide is that only a very small fraction of the flowers (less
than 1%) are able to set fruits. The main objective of this thesis is the study of avocado
reproductive biology to analyze the causes leading to this low fruit set. This general
objective is developed along three objectives (1) the analysis of the progamic phase,
from pollination to fertilization under the environmental conditions of Southern Spain in
‘Hass’, the most important cultivar worldwide, (2) the establishment of the influence of
pollination and flower nutritive status on fruit set and, finally, (3) the agronomical

implications of avocado reproductive biology.

Temperature had a clear effect on the progamic phase. Diferential pollen
behaviour was observed based on racial origin; thus, the Mexican and Guatemalan
cultivars and their interracial hybrids are the best adapted to our environmental
conditions. High temperatures accelerated pollen tube growth and ovule degeneration.
Under temperature conditions of 20-25°C and relative humidity of 75-95%, the capacity
of the stigma to support pollen germination is maintained at the male stage. This could
explain the high self pollination rate and the yield obtained in solid blocks of single
cultivars. Moreover, although avocado has been described as a species with a marked
protogynous dichogamy, it is common to observe flowers in different sexual stages at
the same time among trees of the same genotype and even within the same tree; the
overlapping between flowers in both male and female stages can be considered as a bet-
hedging strategy to ensure fertilization and seed production when the opportunities for

outcrossing are limited.

An examination of flower and fruit drop patterns showed that pollination is a
limiting factor for production but not the only one. As a next step, we analyzed the

influence of the starch reserves of the flower at anthesis on fruit set, and a significant
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relationship was found between the amount of starch and the capacity of a flower to set
a fruit, suggesting that nutritive reserves in avocado flowers could play an important

role on fruit set, being a necessary although not sufficient condition for fruit setting.

It has been traditionally considered that interplanting complementary cultivars in
close proximity significantly increases yield in avocado, although the relative impact of
outcrossing in final yield is still under debate. For this reason, we determined the
outcrossing rate at harvest time on several ‘Hass’ trees situated at different distances
from a ‘Fuerte’ (the most commonly cultivar used as pollen donor in Spain) plot and no
effect was found in yield. Due to this and to the asynchrony between flowering periods
of those two cultivars we decided to find additional pollinizers, ideally producing Hass-
like fruit. With this objective, the length of the blooming period, the overlapping in
sexual stages and fruit set was studied in several genotypes. Results herein indicate that
‘Marvel’” and ‘Nobel’ could be an interesting alternative to the current use of ‘Fuerte’ as
pollinizer for *Hass’ in Southeastern Spain.

These results contribute to a better understanding on the evolution of
reproductive biology of avocado. But they also provide clues for an adequate
management of crop that could allow an increase in production using the strategies
already developed in the flowers.
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INTRODUCCION GENERAL

1. El aguacate (Persea americana Mill.)
1.1. Taxonomiay origen

El aguacate (Persea americana Mill.) pertenece a la familia de las
Lauraceas incluida en el orden Laurales que, junto con los 6rdenes Canellales,
Magnoliales y Piperales, forman el complejo Magnoliid (Zanis et al., 2002),
dentro de las Angiospermas basales. Este complejo esta constituido por varios
miles de especies, algunas de ellas de importancia econémica, pero, sobre todo,
de gran interés para comprender la evolucion de las Angiospermas. Estas
especies se encuentran distribuidas a través de areas tropicales y templadas de
todo el mundo (Judo et al., 2002; Soltis, 2005).

Dentro del orden Laurales se encuadran 7 familias (Atherospermataceae,
Calycanthaceae, Gomortegaceae, Hernandiaceae, Lauraceae, Monimiaceae y
Sipuranaceae) siendo la familia de las Lauréceas la mas amplia del orden (Buzgo
et al., 2007). Las Lauraceas comprenden 50 géneros y un nimero indefinido de
especies que oscila entre 2.500 y 3.000 distribuidas en regiones tropicales y
subtropicales. Dentro de las Laurdceas existen numerosas especies de
importancia econdémica, como la canela (Cinnamomum verum), el laurel (Laurus
nobilis) o el alcanfor (Cinnamomum camphora) siendo la mas importante el
aguacate. Tradicionalmente dentro del género Persea se han diferenciado dos
subgéneros: Persea y Eriodaphne (Kopp, 1966); sin embargo, actualmente

tienden a considerarse como dos géneros distintos (Campos-Rojas et al., 2007).

El origen del aguacate se situa en la region geografica comprendida desde
el este hasta las tierras altas de Méjico, a lo largo de Guatemala y la costa del
Pacifico de América Central (Popenoe, 1920). La especie alcanz6 Mesoamérica
hace 1,6 millones de afios durante los cambios climaticos del Pleistoceno, y
prolifer en los distintos habitat disponibles en aquellas zonas (Chanderbali et al.,
2001).
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La primera evidencia del contacto humano con este frutal se remonta a
hace 9.000-10.000 afios en Puebla (Méjico), donde se han encontrado restos de
cotiledones de aguacate. El aguacate fue uno de los primeros frutales
domesticados, por lo que podria ser considerado como un patron de referencia
para abordar el estudio de los procesos de domesticacion en el Neotropico
(Galindo-Tovar et al., 2008).

Dentro del subgénero Persea, Scora et al. (2002) distinguieron 3 especies:
P. schiedeana, P. parviflora y P. americana; a su vez esta Ultima incluye 8
variedades botéanicas bien definidas, de las que 5 carecen de importancia
comercial (floccosa, zentmyerii, steyermarkii, nubigera y tolimanensis). Las otras
tres, tradicionalmente se han descrito como razas o variedades botanicas en base
a diferencias morfologicas, ecoldgicas y caracteristicas moleculares: Antillana
(P. americana var. americana), Guatemalteca (P. americana var. guatemalensis)
y Mejicana (P. americana var. drymifolia). Trabajos moleculares realizados con
minisatélites (Mhameed et al., 1997) indican que las razas Guatemalteca y
Antillana son mas parecidas entre ellas que a la raza Mejicana. Ashworth y Clegg
(2003), mediante microsatélites, distinguieron claramente los tres grupos y

describieron otros subgrupos intermedios constituidos por genotipos hibridos.

Cada raza tiene un origen geogréfico determinado (Heiser, 1965; Kopp,
1966; Williams, 1977; Storey et al., 1986) y se encuentra adaptada a diferentes
condiciones ecoclimaticas; asi, los cultivares de raza Antillana son arboles de los
bosques humedos y calurosos de tierras bajas de América Central. El habitat
nativo de la raza Mejicana consiste en regiones més frias situadas a alturas de
1400-2500 metros. La raza Guatemalteca es la mas sensible a las condiciones
extremas, de ahi que su habitat sean las zonas templadas himedas (Papadakis,
1966). Como consecuencia de la amplia distribucién del germoplasma de
aguacate, desplazado de sus lugares de origen, se han llevado a cabo frecuentes
cruces interraciales, y, actualmente, los cultivares mas importantes

econdmicamente son hibridos interraciales.
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1.2. Caracteristicas botanicas

El arbol de aguacate es de hoja perenne y en sus

zonas de origen puede alcanzar alturas desde
10-15m (raza Mejicana) a 30m (Guatemalteca y
Antillana) (Scora et al., 2002) aunque en
plantaciones comerciales generalmente se
intenta mantener a una altura de unos 7 metros
para facilitar su manejo y recoleccién. El
sistema radicular no es muy profundo y no se
extiende mas alld de la zona que cubre el
follaje, aunque también se observan raices de
anclaje que penetran en el suelo hasta 3-4
metros de profundidad (Whiley, 1992).

(-

-;:igu;é 1. Arbol de agacate de
variedad Hass.

Las hojas en estado juvenil son enteras, pubescentes y rojizas adoptando
posteriormente una forma coriacea, lisa y de tonalidad verde oscuro. Las flores
son hermafroditas, actinomorfas, y aparecen agrupadas en paniculas axilares o
terminales; son flores pequefias de color verde amarillento y pubescente. El caliz
estd compuesto por seis tépalos unidos en la base. Cada flor consta de un
perigonio con dos verticilos trimeros, 12 estambres insertos debajo o alrededor
del ovario, de los cuales sélo 9 son funcionales, repartidos en 4 verticilos con tres
miembros por verticilo que se dividen en exteriores (Sin nectarios) e interiores.
Las flores presentan un pistilo Gnico con un ovario supero, unilocular que
contiene un unico ovulo. El estigma es lobulado y el estilo es delgado (Bergh,
1969). Las yemas florales generalmente son mixtas y contienen primordios
florales latentes y un apice vegetativo terminal. Las inflorescencias pueden ser
indeterminadas, que permiten continuar con el crecimiento vegetativo del arbol,
0 determinadas, que terminan en una yema floral que no continuara el
crecimiento vegetativo. Los primordios florales se encuentran normalmente en

yemas terminales, apareciendo en primavera-verano (Davenport, 1982). Un arbol
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puede tener cientos de inflorescencias y miles de flores, aunque el nimero de
flores por inflorescencia puede variar mucho dependiendo del cultivar, siendo el

porcentaje de cuajado extremadamente bajo (Bergh, 1986).

El fruto es una baya con mesocarpo carnoso rodeando una gran semilla y
puede presentar tamafos (50-2000g) y formas (redondeadas, oval, piriforme)

muy variables (Scora et al., 2002).

La semilla consiste en una cubierta que rodea a dos cotiledones carnosos y
a un pequefio eje embrionario. La degeneracion y oscurecimiento de la cubierta
de la semilla indica que se ha completado el proceso de maduracién y en este
momento se encuentra separada de la pulpa. Los frutos pueden permanecer en el
arbol de 3 a 6 meses desde el comienzo de la época de recoleccion haciendo
posible el almacenamiento de la fruta en el arbol y una cosecha escalonada
(Kaiser y Wolstenholme, 1994). Dependiendo de la raza, los frutos varian en la
época de maduracién, tamafio y contenido en acidos grasos. Los frutos de las
razas mejicanas y guatemalteca tienen mayor contenido en &cidos grasos en el

mesocarpo maduro (10-30%) que los de la raza antillana (3-10%).
1.3. Situacion actual del cultivo

1.3.1. El cultivo del aguacate en el mundo

La produccion mundial de aguacate ha sido estimada en aproximadamente
3.400.000 t aunque el 70% de esta produccion estd concentrada en un numero
reducido de paises (Méjico, Indonesia, EE.UU., Colombia, Brasil, Chile,
Republica Dominicana y Pert), siendo Méjico el mayor productor mundial con
mas de 1 millon de toneladas en 100.000 ha y el 34% de la produccion mundial
en 2006 (FAOSTAT, 2009). En los ultimos 30 afios la superficie destinada al
cultivo del aguacate en el mundo se ha duplicado. Asi, en 1980 la superficie de
cultivo era de 188.000 ha con una produccién de 1.558.000 t frente a las 407.000
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ha actuales. En la tabla 1 se muestra la superficie destinada al cultivo y la

produccion de aguacate en los principales paises productores.

Tabla 1. Produccidn y superficie de cultivo en los principales paises productores.

Pais Superficie (ha) Produccion (t)
Méjico 106.000 1.140.000
Indonesia 50.000 250.000
EE.UU. 27.000 250.000
Colombia 18.000 200.000
Chile 27.000 167.000
Brasil 10.500 165.000
Peru 13.500 120.000
Rep. Dominicana 8.800 115.000

1.3.2. El cultivo del aguacate en Espafia

Aunque la introduccion del aguacate en Espafia se atribuye a los
colonizadores a comienzos del siglo XVI, las primeras plantaciones y su
desarrollo comercial tuvieron lugar en la segunda mitad del siglo XX,
particularmente a partir de los afios 70 (Farré y Pliego, 1987) mientras que la
fijacion del cultivo tuvo lugar entre 1970 y 1975 (Garcia, 2003).

Espafia es un caso singular en el cultivo del aguacate puesto que es el
Unico pais europeo con una produccién comercial significativa de aguacates, que
alcanzo 82.000 t en el afio 2006 (FAOSTAT, 2009). En Espafia, su cultivo se
limita a la zona del litoral de Malaga, Granada, Almeria, Valencia y las Islas
Canarias, por presentar caracteristicas climaticas propias de climas subtropicales.
Actualmente la superficie destinada al cultivo es de 10.000 ha. Aunque gran
parte de la produccion de aguacate en Espafia se destina a la exportacion, su
consumo a nivel nacional también se ha incrementado de forma considerable a
partir de la década de los 80. La principal provincia productora es Malaga con
6.110 ha, seguida de Granada con 2.685 ha. En Canarias existen 764 ha (676 en
Tenerife) y un nimero muy escaso en otras provincias (Cadiz, Huelva, Alicante,
Almeria, Sevilla, Baleares y Castellon) (MAPA, 2009).
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Las razas Guatemalteca y Mejicana y sus hibridos son las que mejor se
adaptan a las condiciones climaticas de la Peninsula mientras que en las islas
Canarias se pueden cultivar aguacates de raza antillana. EI 75 % de la produccion
de aguacate se centra en la variedad Hass, y el resto principalmente en ‘Bacon’ y

‘Fuerte’.

1.4. Exigencias de cultivo

El cultivo de del aguacate se ve dificultado debido a su estrecha capacidad
de adaptacion a un amplio rango de condiciones climaticas. Las tres razas
boténicas presentan diferencias en cuanto a los requisitos climaticos; asi, las
condiciones Optimas de cultivo varian desde climas muy céalidos a climas
subtropicales mas frios. La raza Antillana se adapta bien a climas calidos y secos
(pero con alta humedad relativa) mientras que, las razas Mejicana y
Guatemalteca pueden cultivarse bien en &reas mas templadas o subtropicales méas
frescas. El aguacate puede desarrollarse en suelos de una amplia variedad de
texturas, incluso en suelos arcillosos y franco-arcillosos siempre que exista un
buen drenaje, siendo el suelo de textura ligera el optimo (Rosenberg, 1987).
Debido a que es extremadamente sensible al exceso de humedad necesita de
suelos bien drenados y profundidades de aproximadamente 1 metro libre de
capas freaticas. El pH optimo es ligeramente acido, cercano a 6 y su contenido de
materia organica optimo es de aproximadamente un 2% al menos en el horizonte
A.

2. Problematica del cultivo

El principal problema en la produccion de aguacate es la baja tasa de
cuajado unido a una produccién alternante. Este frutal presenta una exuberante
floracion, ya que produce mas de un millén de flores por arbol de las que so6lo
una pequefia proporcion alcanzan su estado de madurez, considerandose una

buena cosecha la de 300 frutos por arbol (Lahav y Zamet, 1999). El porcentaje de



@ Introduccion general

cuajado oscila entre 0,001 a 0,23% (Sedgley, 1980) y es variable en funcién del

cultivar.

2.1. Produccion alternante

La produccion alternante consiste en que en este cultivo alternan afios de
alta produccion de flores y buena cosecha con afios de baja produccion de flores
y escasa cosecha. Este comportamiento se ha explicado mediante el aumento en
el nivel de giberelinas ocasionado por el exceso de frutos en los afios de alta
produccion; estas hormonas inhibirian la induccién floral (Sedgley et al., 1985)
disminuyendo la produccién de flores en el siguiente afio. Este fendmeno
también esta asociado a las reservas de hidratos de carbono, en la rama y en
tronco, que juegan un importante papel en la diferenciacion de las yemas florales.
Los niveles mas altos se encuentran en el momento anterior a la floraciéon y van
disminuyendo a medida que los frutos van creciendo. En afios de alta produccién,
las reservas de almidén se ven muy mermadas en el momento de la
diferenciacion floral, y se alcanza una relacion entre carbohidratos y reservas
nitrogenadas descompensada a favor de estas ultimas, lo cual afecta a la

diferenciacion floral (Calabrese, 1992).

2.2. Plantacion de cultivares complementarios para incrementar la

produccion

En determinadas regiones la productividad de este cultivo es muy superior
al resto de areas productoras. Asi, en Israel la produccién es de 18 t/ ha; en el
caso de Per( asi como en Estados Unidos es de 9 t/ha (Faostat, 2007), mientras
que en Espafia la produccion media es de 6,6 t/ha. Estos datos sugieren que
mejorando las préacticas de cultivo y el manejo seria posible incrementar la
produccion de forma considerable; sin embargo, nos encontramos con la
limitacion de que no es posible extrapolar las practicas de cultivo entre paises

debido al efecto de las condiciones ambientales en la fase reproductiva. Como
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consecuencia de las razones expuestas anteriormente (comportamiento floral,
caida selectiva, condiciones ambientales, etc.) se han llevado a cabo numerosos
trabajos en distintos paises con la finalidad de buscar solucion o mermar los
problemas de produccion que en parte son debidos al comportamiento floral del

aguacate.

En bloques compactos de una sola variedad se obtienen cosechas
satisfactorias (Gazit, 1977, Degani y Gazit, 1984; Davenport, 1986), debido a
que es frecuente el solape de flores en distintos estadios en un mismo cultivar
(Hodgson, 1947; Degani et al., 1989; Davenport y Lahav, 1992; Whiley y
Winston, 1987) bajo determinadas condiciones climéaticas (Gardiazabal y
Rosenberg,1991; Vithanage, 1990; Davenport, 1986; Robinson y Savage, 1926;
Sedgley y Grant, 1983; Davenport, 1989), siendo el grado de solape variable en
funcion de la variedad (Papademetriou, 1976). Tradicionalmente, para asegurar
una adecuada polinizacion y optimizar la produccion se ha recomendado la
plantacion intercalada de cultivares complementarios (Degani et al., 1989; Bergh
y Gustafson, 1958; Bergh y Garber, 1964; Gustafson, 1967; Bergh y Gustafson,
1966, Bergh, 1968; Bergh, 1977; Degani et al., 1997a; Arpaia et al., 2005) o
injertar ramas de cultivares complementarios (Bekey, 1989), aungue esta Ultima
practica conlleva una serie de problemas a la hora del manejo del cultivo. Se
estima que distancias superiores a 80 metros entre cultivares complementarios
disminuye de forma significativa la tasa de polinizacion cruzada (Vrecenas-
Gadus y Ellstrans, 1985) aunque, segun algunos autores, la polinizacién cruzada
puede tener lugar a una distancia bastante considerable de la fuente donadora de
polen (Ellstrand, 1992; Bergh, 1968). Sin embargo, los beneficios del empleo de
cultivares complementarios en la produccion se han discutido durante mucho
tiempo (Goldring et al., 1987; Garner et al., 2008) y muestran gran variacion en

funcion de la zona de estudio (Kobayashi et al. 2000).
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2.3. Plagas y enfermedades del aguacate

Uno de los principales factores limitantes de la produccion de aguacate en
distintas zonas productoras es la presencia de hongos de suelo que afectan a las
raices del arbol. A nivel mundial la enfermedad radicular mas extendida es la
podredumbre radicular causada por Phytophthora cinnamoni y cuya
sintomatologia consiste en un aspecto de marchitez con defoliacion de la copa, lo
cual se traduce en un progresivo decaimiento del arbol llegando a secarse ramas
en un estadio avanzado de la enfermedad. En la propagacion de la enfermedad, el
agua juega un importante papel junto con las labores de labranza y la plantacion
de plantas infectadas procedentes de viveros. La enfermedad se ve favorecida por
una temperatura comprendida entre 15 y 18°C junto por condiciones de elevada
humedad, niveles freaticos altos y suelos de textura pesada. Actualmente se estan
empleando patrones clonales que muestran resistencia a este hongo, entre ellos

‘Duke 77, “Thomas’, ‘Dusa’ o “Toro Canyon’.

Aunque en Espafia también esta presente Phytophthora cinnamoni, existe
otro hongo que es especialmente importante en nuestras condiciones, Rosellinia
necatrix, causante de la podredumbre blanca radicular. Esta enfermedad fue
detectada por primera vez en Espafia en 1987 (Lopez Herrera, 1989) situandose
actualmente la incidencia de R. necatrix en un 47% de las fincas con arboles
sintomaticos. La sintomatologia consiste en un amarillamiento de las hojas,
detencion del crecimiento de los brotes, caida prematura de las hojas y
marchitamiento de los frutos. En el sistema radicular, los sintomas se manifiestan
con la pudricion de pequefias raices por el micelio del hongo que,
posteriormente, se expandird a raices de mayor tamafio provocando su
ennegrecimiento. La invasion se expande a través del cértex y cambium del
tronco. Si la infeccidn es severa, la evolucion de la enfermedad es rapida y puede
producirse la muerte del arbol tras varias semanas de la observacion de los
primeros sintomas. El micelio requiere elevados niveles de oxigeno para su
desarrollo asi que se encuentra limitado a los horizontes mas superficiales. En

Espafia, se ha observado que el patégeno puede persistir durante muchos afios en
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los restos de olivos, vid y almendro (Lopez Herrera et al., 1998). La lucha contra
la podredumbre radicular causada por R. necatrix debe ser abordada desde un
control integrado que incluya métodos fisicos, quimicos, control biolédgico v el

uso de material vegetal tolerante a la enfermedad.

Respecto a las plagas, una de las méas importantes es la del &caro cristalino
(Oligonychus perseae) cuya presencia fue detectada en plantaciones comerciales
en el sureste espafiol a mediados del afio 2004. Forman colonias en el envés de
las hojas y tanto las ninfas como los adultos chupan los jugos de las hojas
causando amarilleo principalmente a lo largo de las nervaduras, secando el
follaje cuando el ataque es severo. Esta nueva plaga se ha extendido causando
dafios generalizados en la masa foliar de los arboles y actualmente se estan
desarrollando estrategias de control bioldgico (Gonzalez-Fernandez et al., 2008;
Montserrat et al., 2008).

Existen otras plagas que afectan al cultivo (Wysoki et al., 2002) entre las
que se pueden destacar dos, la arafia roja y los trips. La arafia roja (Oligonycus
yothersi M.G.) se localiza sobre la cara superior de las hojas a lo largo de la
nervadura central y el dafio causado es por succion que origina un cambio de
coloracion de la hoja verde a cobriza, y afecta gravemente a la capacidad
fotosintética de la hoja. Ataques severos originan defoliacion. Existe un control
natural de esta plaga y viene dado por la actuacion del coledptero Oligota
pygmaea y el depredador Stethorus sp. Respecto a los thrips, esta plaga lesiona
hojas y frutos de aguacate como resultado de su alimentacion en las capas de
células de la epidermis ocasionando areas palidas y estas lesiones se convierten
en puntos de entrada para microorganismos patdgenos. En los frutos, provocan
cicatrices y malformaciones que en ocasiones originan su caida y por otra parte
reducen su valor comercial. Las especies de trips a la que se han asociado estos
dafos son las siguientes: Heliothrips haemorrhoidalis, Selenothrips rubrocinctus,
S. aceri y Scirtothrips persea. Todavia no esta presente en Espafia aunque si esta

causando problemas importantes en otras regiones como California.

10
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Otras plagas que afectan al aguacate son la del perforador de frutos
(Stenomema catenifer), gusano arrollador de la hoja (Platynota spp), taladrador
de la semilla (Heilipus) y taladrador del tronco (Copturomimus persea) (Wysoki
etal., 2002).

3. Biologia reproductiva

Los principales problemas de produccion que presenta el aguacate se han
achacado a una polinizacion deficiente asi como a una importante caida de flores
y de la mayor parte de los pequefios frutos en fases iniciales de desarrollo; estos
procesos tienen lugar durante la fase reproductiva por lo que un conocimiento de

esta fase resulta fundamental para optimizar la produccion en esta especie.

3.1. Biologia floral del aguacate

Nirody (1922) se considera como el precursor en los estudios de
comportamiento floral en esta especie. El aguacate presenta un comportamiento
floral peculiar conocido como dicogamia protoginica. Sus flores son
hermafroditas, pero los 6rganos masculinos y femeninos no son funcionales en el
mismo momento, madurando estos ultimos en primer lugar. Asi, cada flor
experimenta una doble apertura (diantesis); la primera vez se abre como flor
funcionalmente femenina (estigma receptivo y anteras no dehiscentes), se cierra
para abrirse el dia siguiente como flor funcionalmente masculina (el estigma deja

de ser receptivo y las anteras se vuelven dehiscentes).

Las flores en estado femenino presentan el pistilo erecto y el estigma se
muestra blanquecino, mientras que los estambres se encuentran reposados sobre
los tépalos. Cuando la flor abre en estado masculino muestra un aspecto muy
diferente al anterior, apareciendo en este caso el pistilo marron y 3 de las anteras
en proximidad al pistilo mientras que las otras 6 aparecen inclinadas (Bringhurst,
1952) (Figura 2).

11
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En base a su comportamiento floral, los distintos cultivares de aguacate se
han clasificado en dos grupos: Ay B (Stout, 1923). Los cultivares de tipo A son
aquellos cuyas flores se abren en estado femenino por la mafiana y se cierran por
la tarde para abrirse de nuevo en estado masculino la tarde del dia siguiente,
pero, en este momento, el estigma ya no es receptivo (Sedgley, 1979;
Gardiazabal y Rosenberg, 1991). Las flores de los cultivares tipo B se abren en
estado femenino durante la tarde, se cierran y vuelven a abrirse la mafiana del dia

siguiente en estado masculino.

Por lo tanto, si la dicogamia protoginica fuese estricta, la fecundacion
cruzada seria obligada (Goldring et al., 1987) y este peculiar comportamiento
floral se considera como un mecanismo encaminado a evitar la autofecundacion.
No obstante, este fendmeno es altamente dependiente de las condiciones
ambientales, fundamentalmente temperatura (Ish Am vy Eisikowih, 1991;
Sedgley, 1977b; Sedgley y Annells, 1981) variando la sensibilidad en funcion del
cultivar (Bergh, 1969). De este modo, en parcelas monovarietales se pueden
obtener producciones satisfactorias como resultado de procesos de
autofecundacion. La autofecundacion se explica, en la mayoria de los casos, por
la coexistencia de flores abiertas funcionalmente femeninas y otras
funcionalmente masculinas en el mismo arbol o entre arboles diferentes de la
misma variedad, fendmeno que ocurre frecuentemente en determinados
momentos del dia dependiendo de las condiciones ambientales (Degani y Gazit,
1984, Davenport, 1986; Ish-Am y Eisikowith, 1991). Sin embargo, también
puede tener lugar autofecundacién en la misma flor en estado masculino siempre

que el estigma y el 6vulo todavia sean receptivos.

Estudios llevados a cabo por Davenport (1989) ponen de manifiesto que
en Florida, en condiciones subtropicales himedas, la mayor cantidad de granos
de polen se depositan en el momento en que la flor abre en estado masculino
(90%); esto hace pensar que la mayoria de la produccién en esas condiciones
podria ser debida a procesos de autofecundacion, realizandose esta deposicion

mediante la intervencion del viento (Davenport, 1992) y sugiriendo que la flor en

12
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estado masculino sigue siendo receptiva. Sin embargo, en condiciones mas secas
como lIsrael o California la fecundacion cruzada tiene una mayor importancia
(Degani et al., 1989, 1994, 1997, 2003; Garner et al., 2008). Por lo que respecta a
Espafia, hasta ahora no se habian realizado estudios de este tipo por lo que la

evaluacidn de este comportamiento es uno de los objetivos de este trabajo.

Estado Femenino Estado Masculino Solape

Figura 2. Flores abiertas en estado femenino, masculino, y la coexistencia de ambos estadios en
un mismo arbol.

3.2. Polinizacion

La polinizacion consiste en la transferencia de polen desde las anteras
hasta el estigma y es un proceso de especial importancia en los procesos
reproductivos de plantas con flores siendo un requisito indispensable para
asegurar el cuajado. La polinizacion ineficiente se ha considerado como uno de
los principales factores causantes de bajas producciones en el cultivo del
aguacate en la mayoria de los paises productores (Gazit y Degani, 2002; Wysoki
etal., 2002).

Los problemas de polinizacion, en gran parte, son ocasionados por la
peculiar biologia reproductiva de este frutal. En el caso del aguacate, existen tres

formas de polinizacion:

a) Autogamia: cuando el polen procede de las anteras de la misma flor. En
determinados cultivares como ‘Fujikawa’ las anteras liberan un poco de polen al

final del estado femenino (Papadimetriou, 1976).

13
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b) Geitonogamia: se trata de otro tipo de autopolinizacion, que es
indistinguible del anterior, pero en este caso el polen procede de las anteras de
otra flor del mismo cultivar sea del mismo arbol o de otros arboles cercanos. Esta

sucede cuando tiene lugar el solape entre estadios sexuales.
c¢) Alogamia: el polen procede de otros cultivares.

La polinizacion en aguacate es entomofila.
Aunque varias especies de insectos actlan
como polinizadores en América Central y
Méjico, sobre todo especies de himendpteros
sin aguijon nativas de esas regiones (Wysoki

et al., 2002), la abeja melifera es el

polinizador mas frecuente en la mayoria de

Figura 3. Abeja polinizando una flor )
en estado femenino. las regiones productoras (Ish-Am vy

Eisikowith, 1993; 1998; Robbertse et al., 1998). Para que la polinizacion sea
efectiva, las abejas deben visitar una gran cantidad de flores en los dos estadios
florales (Shoval, 1987) y deben depositar por 1o menos 20 granos de polen en el
estigma (Ish-Am, 1994). Aunque Bekey (1989) sugirié que la polinizacién se
debe exclusivamente a los insectos debido a la naturaleza pesada y pegajosa del
polen que dificultaria su movimiento por el viento, determinados trabajos
apuntan a que el viento o la gravedad pueden jugar un papel importante en el
movimiento del polen hasta los estigmas de las flores (Davenport, 2003;
Davenport et al., 1994). A pesar de ser los vectores méas extendidos en los
distintos paises productores, las abejas muestran mayor preferencia por el néctar
de flores de otras especies, debido a que las flores de aguacate son poco
atractivas y a que el néctar presenta un alto contenido en fosforo y en potasio que

tienen un efecto repelente para las abejas (Afik et al. 2006).

El éxito de una buena polinizacion se basa en colocar una cantidad
adecuada de colmenas por hectarea justo antes de que comience la floracion

(Gardiazdbal y Rosemberg, 1991) tanto en el caso de plantaciones
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monovarietales como en aquellas en las que se emplean cultivares

complementarios en su comportamiento floral (Chandler, 1962).

3.3. Fase progamica

La fase progamica es la fase comprendida entre la polinizacién y la doble
fecundacion del saco embrionario (Linskens, 1986). Durante este periodo tienen
lugar una serie de importantes y complejas interacciones entre el gametofito
masculino y los tejidos femeninos de la flor. Tradicionalmente se ha considerado
que el pistilo jugaba un papel pasivo en esta fase siendo su Unica mision la de
suministrar reservas nutritivas al tubo polinico durante su crecimiento
relegandose el estudio de la interaccion polen-pistilo al estudio de su implicacion
en los mecanismos de incompatibilidad. Posteriormente, esta interaccion adquirio
importancia existiendo actualmente informacion de procesos de comunicacion
celula-célula que se desencadenan en cruces compatibles (De Graaf et al., 2001;
Wheeler et al., 2001; Johnson y Preuss, 2002; Higashiyama et al., 2003; Lord,
2003; Hiscock y Allen, 2008) y cada vez son mas los trabajos que apoyan el
hecho de que el pistilo juega un papel clave durante la fase progamica (Herrero,
1992) controlando la cinética del crecimiento del tubo polinico (Arbeloa y
Herrero, 1987). A pesar de que el pistilo parece ser una estructura perfectamente
disefiada para favorecer la fecundacion, presenta una serie de mecanismos que
dificultan el crecimiento de los tubos polinicos, por lo que juega un papel activo
en el control del crecimiento del tubo polinico (Herrero y Hormaza, 1996;
Hormaza y Herrero, 1999). El pistilo se trata de una estructura ampliamente
conservada en las angiospermas, con un estigma que confiere un medio optimo
para que tenga lugar la germinacion del grano de polen, un estilo que dispone de
un tejido transmisor a traves del cual crecera el tubo polinico y, finalmente, un
ovario donde ocurrira el proceso de fecundacién (Herrero y Hormaza, 1996),

requisito indispensable para la posterior formacion del fruto.
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3.3.1. El estigma

En las plantas con flores, la interaccion entre el polen y el estigma es el
primer paso que conduce a la fecundacion. El estigma puede ser considerado
como una estructura modificada para la captura y recepcion del polen que,
ademas, confiere un medio 6ptimo para que tenga lugar la germinacion del grano
de polen y el crecimiento inicial del tubo polinico. Durante el contacto del grano
de polen con el estigma tienen lugar una serie de uniones especificas y selectivas
entre ambos que consisten en un rapido reconocimiento, hidratacién vy
subsecuente germinacion. En las angiospermas, los granos de polen maduros
estan parcialmente deshidratados (Franchi et al., 2002). Esta deshidratacion se ha
asociado a la carencia de un metabolismo activo (Hoekstra y Bruinsma, 1980;
Buitink et al., 1998) que se reactiva cuando el grano de polen adquiere una

presion osmotica adecuada tras su hidratacion en el estigma.

El tiempo de hidratacion del polen es muy variable oscilando en
Brasicaceas desde 15 minutos en Arabidopsis thaliana a 60 minutos en Brassica
oleracea (Preuss et al., 1993; Elleman y Dickinson, 1996). Durante este proceso,
una gran cantidad de agua y nutrientes, junto a otras pequefias moléculas, son
transportados al interior del grano de polen bien desde el exudado estigmatico en
el caso de estigmas himedos (Swanson et al., 2004), o desde las papilas
estigmaticas en el caso de estigmas secos (Luu et al., 1997; Zinkl et al., 1999;
Heizmann et al., 2000). Las enzimas secretadas por el polen intervienen en la
invasion de la superficie estigmatica (Green, 1894). Asi, en la intina del grano de
polen y en la pared del tubo polinico se ha puesto de manifiesto la accion de
esterasas, amilasas, ribonucleasas, fosfatasas acidas y actividad proteasa (Knox y
Heslop-Harrison, 1970). Esta penetracion estigmética ocurre de forma controlada
para evitar la exposicion del estigma a invasiones inapropiadas o a patdgenos y

este control requiere una estrecha comunicacion polen-pistilo.

En estigmas humedos, el almiddn presente en las papilas estigmaticas va
desapareciendo a medida que aumenta la secrecion estigmatica (Herrero y

Arbeloa, 1989; Rodrigo y Herrero, 2002). La secrecion estigmatica favorece la
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hidratacion, germinacion y el crecimiento del tubo polinico a través del espacio
existente entre las papilas mientras que éstas van perdiendo su turgencia (Sanzol
et al., 2003) y es el gametofito masculino el que induce la secrecion en el estigma
en especies como la sandia (Sedgley y Scholefield, 1980), chirimoyo (Vithanage,

1984) o melocotonero (Herrero y Arbeloa, 1989).

Asi, entre las funciones que tiene el estigma podemos citar las siguientes:
la adhesion del polen, que inicialmente depende de la interaccidn entre proteinas;
la hidratacion del polen, en la que la presencia de los lipidos juegan un
importante papel, la activacion y germinacion del polen. En el momento de
antesis, el estigma es receptivo cuando es capaz de permitir la germinacion de
polen (Sanzol y Herrero, 2001; Rodrigo y Herrero, 2002; Yi et al., 2006). Por
ello, las pruebas de receptividad estigmatica se basan en la presencia de una
actividad enzimatica, la capacidad de permitir la germinacion del polen y la

capacidad de que tenga lugar la fecundacion (Dafni y Maues, 1998).

En el caso del aguacate, el estigma es himedo y produce un exudado rico
en lipidos, carbohidratos, proteinas y minerales (Sedgley y Buttrose, 1978;
Sedgley y Blesing, 1983) confiriendo las condiciones Optimas para que tenga
lugar la germinacion de polen. Una vez que el polen es depositado en el estigma,
germina aproximadamente a los quince minutos y se produce una degeneracion
del citoplasma de las células papilares. En el momento en que germinan los
granos de polen, se observan diferencias en el crecimiento entre ellos, de tal
forma que Sedgley (1976) describié que la mitad de los granos de polen que
germinan detienen su crecimiento en la parte basal del estigma. Papademetriou
(1975b) sugirid la presencia de un posible inhibidor en aquellos tubos con una

tasa menor de crecimiento.

3.3.2. Crecimiento del tubo polinico a través del estilo

El crecimiento del tubo polinico en el estigma es fundamentalmente

autdtrofo (Herrero y Dickinson, 1981) aunque ademas de existir un movimiento
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de agua y cationes, también se han encontrado evidencias de la existencia de una
movilizacion de azlcares hacia el polen (Taylor y Hepler, 1997). Una vez que el
tubo alcanza el tejido transmisor, el crecimiento se acelera (Herrero y Dickinson,
1979; Mulcahy y Mulcahy, 1983; Arbeloa y Herreo, 1987; Herrero y Dickinson,
1980) y su nutricion pasa a ser heterétrofa, nutriéndose a expensas de las reservas
existentes en el tejido transmisor (Brewbaker y Majumder, 1961; Herrero y
Dickinson, 1979; Singh et al., 1992; De Graaf et al., 2001) y demanda mas
energia puesto que ocurre de forma mas rapida y las reservas van desapareciendo
a medida que el tubo polinico crece. Esta aceleracion coincide en las especies que
liberan polen bicelular, que suponen el 70% de las Angiospermas (Brewbaker,
1967; Soltis et al., 2005), incluido el aguacate, con la division de la célula

generativa en las dos espermatidas.

En la competicion entre granos de polen en la fase autétrofa la expresion
de genes del microgametofito adquiere gran importancia, puesto que los genes
que se expresan en el nlcleo vegetativo son los responsables del metabolismo de
las reservas acumuladas para el crecimiento del tubo polinico y para muchas de
las interacciones que tienen lugar entre polen-estigma y polen-estilo (Brewbaker
y Majumder, 1961; Singh et al., 1992; De Graaf et al., 2001).

Frecuentemente, especialmente en especies con flores uniovulares, sobre
el estigma se depositan mas granos de polen de los que se necesitan para la
fecundacion de los 6vulos de la flor (Stephenson, 1985; Winsor et al., 2000) lo
que implica una intensa competicion entre gametofitos masculinos en la que el
tubo polinico mas rapido sera el que consiga fecundar al 6vulo (Mulcahy, 1979;
Hormaza y Herrero, 1992; 1994). Aquellos granos que no van a intervenir
directamente en la fecundacion podrian jugar un importante papel asistiendo al
resto a conseguirlo, puesto que se ha comprobado que la acumulacion de polen
tiene un efecto sinérgico en la germinacién (Hormaza y Herrero, 1996). Haldane
(1932) diferencio claramente dos tipos de competicion, la que tiene lugar entre
granos de polen de diferentes individuos y la que acontece entre granos de polen

de un mismo individuo. El crecimiento de los tubos polinicos a lo largo del estilo
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es altamente competitivo, y el nimero de tubos polinicos que alcanzan el ovario
es muy inferior al nimero de granos que germinan inicialmente (Tomer y
Gottreich, 1975; Hormaza y Herrero, 1994, 1996, 1999). La intensidad de la
competencia es proporcional a la longitud del estilo (Snow, 1986). De esta forma,
esta competicion que tiene lugar a lo largo del pistilo adquiere una gran
importancia en el proceso evolutivo de las angiospermas (Mulcahy, 1979) puesto
que aquellos genotipos cuyos tubos polinicos presenten ventajas en su
crecimiento seran los que se vean mejor representados en la descendencia
(Mulcahy y Mulcahy, 1975; 1987, Mulcahy, 1979; Hormaza y Herrero 1992,
1996) dando lugar a una fecundacion no aleatoria basada en las diferencias
genotipicas del grano de polen que se expresan durante el crecimiento del tubo
polinico. Asi, aquellos tubos polinicos que presenten una media de crecimiento
superior producirdn un mayor numero de semillas (Stephenson y Berti, 1983;
Snow y Spira, 1996; Herrero y Arbeloa, 1989). Sin embargo, el comportamiento
del polen se ve afectado no solamente por el genotipo masculino y el femenino
sino también por la interaccion entre ambos (Stephenson, 1992; Hormaza y
Herrero, 1994; Higashiyama et al., 2001, Hedly et al., 2005) y por factores
ambientales (Hedhly et al., 2005; Mulcahy, 1979; Gillispie y Turelli, 1989).
Entre las condiciones ambientales, la temperatura es uno de los factores que mas

afecta al proceso reproductivo (Hedhly et al., 2009).

En aguacate tiene lugar una importante competencia entre los tubos
polinicos que crecen a lo largo del tejido transmisor del estilo, de tal forma que,
s6lo un tubo logra alcanzar el ovario y penetrar el dvulo. El crecimiento a través
del estilo es rapido, tardando 2,5 horas en alcanzar la base, aunque, este proceso
es altamente dependiente de la temperatura (Sedgley, 1977) asi como de la
cantidad de granos de polen depositados en el estigma (Papademetriou, 1975b;
Sedgley, 1976; Tomer y Gottreich, 1975). Shoval (1987) encontrd6 una
correlacion entre el numero de granos de polen depositados en el estigma vy el
porcentaje de flores en las que el tubo polinico alcanza el évulo. EI nimero de

tubos polinicos que compiten en el estilo y que al final logran alcanzar el ovario
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es variable en funcion de los genotipos parentales (Robbertse, 1994; Robbertse,

1995) y éste nimero se ve afectado por la temperatura.

A lo largo del recorrido del tubo polinico son evidentes una serie de
cambios en el estilo del aguacate, particularmente en las papilas estigmaticas y en
las células del tejido transmisor. En ellas, se observa una perdida casi total del
contenido en almidon, empleado posiblemente como fuente energética para el
crecimiento del tubo aunque, esta degradacion del almidon también se ha

descrito en pistilos no polinizados (Sedgley, 1979).

3.3.3. Llegada al ovario

La tasa de crecimiento del tubo polinico no es constante; en el caso del
melocotonero se ha demostrado que esta diferente tasa se debe a las estructuras
pistilares (Herrero y Arbeloa, 1989). El pistilo y el dvulo han desarrollado una
especie de puertas que encuentra el tubo polinico durante su crecimiento y tiene
que atravesar hasta alcanzar finalmente el gametofito femenino. A lo largo de
este camino se producen una serie de secreciones que suponen unos estimulos
fisicos y quimicos para guiar al tubo polinico en su recorrido (Herrero, 2000;
2003).

En algunas especies como en el melocotonero (Arbeloa y Herrero, 1987;
Herrero y Arbeloa, 1989) cuando el tubo polinico alcanza el ovario se encuentra
con el obturador, una protuberancia de la placenta que actia como un puente
entre el estilo y el 6vulo emitiendo una secrecion que permite el paso del tubo
polinico. Una vez que el tubo polinico ha pasado por el obturador, la callosa
empieza a acumularse sobre esta estructura, hecho que confiere al obturador un
papel critico controlando la penetracién del tubo polinico dentro del évulo de tal
forma que, el crecimiento del tubo polinico no puede ocurrir ni antes de que
tenga lugar la secrecion ni después de que degenere el obturador, por lo que

puede tratarse de un mecanismo preventivo frente las infecciones.
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En el caso del aguacate no se ha descrito la existencia de un obturador,
aunque se ha puesto de manifiesto que el tubo polinico, cuando alcanza la base
del estilo, detiene su crecimiento, hecho que se ha asociado a una posible
inmadurez del saco embrionario y, por tanto, a la incapacidad de emitir sefiales

necesarias para la atraccion del tubo polinico (Sedgley, 1979).

En general, el crecimiento del tubo en el ovario es guiado por una sefial
procedente de la sinérgida de dvulos sin fecundar (Cheung y Wu, 2001;
Higashiyama et al., 2001). En el ovario, el tubo recibe sefiales procedentes del
funiculo que permiten el crecimiento del tubo desde la placenta al funiculo y
posteriormente sefiales del micropilo que permite el crecimiento desde el
funiculo hacia el micropilo (Shimizu y Okada, 2000). Una vez que el tubo
polinico alcanza el saco embrionario, entra en el aparato filiforme, detiene su
crecimiento y el extremo del tubo se rompe liberandose las dos ceélulas
espermaéticas (Higashiyama et al., 2000). En Arabidopsis este proceso tiene lugar
dos o tres minutos después de alcanzar la sinérgida (Roman et al., 2003). La
importancia de la sinérgida en la atraccion del tubo polinico parece ser una
caracteristica comun de las angiospermas y se necesita de al menos una sinérgida
para la atraccion del tubo polinico (Higashiyama et al., 2001) con la excepcién de
Plumbago zeylanica (Russell, 1983) que carece de sinérgidas, aunque la célula
huevo presenta una estructura similar y lleva a cabo la funcion de éstas.
Experimentos in vitro ponen de manifiesto que la fusion de la célula espermaética
con la célula huevo ocurre en altas concentraciones de calcio (Faure et al., 1994)
e in vivo la fusion de gametos es inducida por el incremento de la concentracion
de Ca secretado en las vacuolas durante la degeneracion de las sinéergidas
(Russell, 1992; Higashiyama, 2002). En los ultimos afios se han identificado un
alto nimero de genes que se expresan en la sinérgidas (Steffen et al., 2007). Una
vez que se liberan las dos células espermaticas, una de ellas se fusionara con la
celula huevo para dar lugar al embrion mientras que la otra se fusionara con la
célula central dando lugar al endospermo (Russell, 1992). El hecho de que tenga

lugar una doble fertilizacién confiere a las Angiospermas una serie de ventajas
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evolutivas debido a que el endospermo asegura el desarrollo del embrion
(Friedman, 1995; Friedman y Williams, 2004).

Aunque normalmente la flor de aguacate presenta un saco embrionario, en
ocasiones se han observado flores con dos sacos. En estos casos pueden
observarse dos tubos creciendo en el ovario (Tomer et al., 1976). En aguacate, el
tubo polinico alcanza el 6vulo aproximadamente, en un periodo de entre 18 y 24
horas. El tubo crece rodeando al funiculo y penetra el dvulo a través del
micropilo (Segdley, 1979). En ocasiones, el tubo polinico detiene su crecimiento
antes de alcanzar el saco embrionario (Tomer y Gotreich, 1979) y se requiere de
6 a 24 horas para que lo penetre. Esto puede deberse al hecho de que el saco
embrionario no esté maduro en el momento en el que el tubo alcanza la base del
estilo (Sedgley, 1979) o que sea necesario un tiempo para que el tubo polinico
Ileve a cabo la penetracion del 6vulo. Tras la entrada del tubo polinico, una de las
sinérgidas degenera, mientras que otra persiste. Dos dias después de la
polinizacion, el nicleo espermatico se encuentra proximo a la célula huevo y la
otra espermatida cerca del nucleo polar ocurriendo primero la fusion del nucleo
polar y la célula espermatica y, posteriormente, la fusion de la otra espermatida
con la ovoceélula. El endospermo se divide rapidamente después de la fusion y la
pared del endospermo se forma tras varias divisiones nucleares. La segunda
division ocurre dos o tres dias después de la polinizacion. En esta etapa se
suceden numerosas divisiones del endospermo y, seis dias despues de la
polinizacion, las sinérgidas degenerada y persistente ain permanecen. Tras 5 0 6

dias después de la polinizacion tienen lugar las primeras divisiones del zigoto.

3.3.4. Maduracion de las estructuras del pistilo

Para asegurar una fecundacién exitosa es imprescindible la receptividad
sincronizada de todos los 6rganos y células implicados en la fase progdmica. Un
amplio nimero de trabajos han puesto de manifiesto que en distintas especies
frutales en el momento de la antesis el saco embrionario atn no ha completado su

desarrollo (Pimienta y Polito, 1983, Egea y Burgos, 2000, Burgos y Egea, 1993,

22



@ Introduccion general

Rodrigo y Herrero, 1998; Alburquerque et al., 2002; Ruiz y Egea, 2008; Arbeloa
y Herrero, 1991; Sedgley, 1979) siendo el 6vulo la ultima estructura que alcanza
la madurez (Herrero, 1992). Todos estos mecanismos han de tenerse en cuenta
para llevar a cabo un estudio exhaustivo del EPP (Effective Pollination Period,
Periodo Efectivo de Polinizacion). La maduracion del pistilo implica la
produccion de una serie de exudados que permiten el paso del tubo polinico; una
vez que los tubos polinicos han atravesado las distintas estructuras pistilares,
acontece la degeneracion celular, reguldndose de esta forma su paso y evitando
procesos infecciosos. Los procesos de polinizacion activan una serie de vias
citoplasmaticas y bioquimicas capaces de inducir actividad en distintos tejidos, y
se pone de manifiesto por cambios en los niveles de RNA, sintesis de proteinas,
almidén y cambios en la tasa de respiracién. Algunas secreciones son
independientes de la polinizacion como, por ejemplo, la secrecion que tiene lugar
en el obturador que abre el paso hacia el dvulo en melocotonero (Arbeloa y
Herrero, 1987), mientras que otros son dependientes, como es el caso de la
degeneracién y maduracion del saco embrionario tanto en albaricoquero (Burgos

y Egea, 1993) como en almendro (Pimienta y Polito, 1983).

En el aguacate, se ha observado que los granos de polen depositado en
estigmas de flores en estado masculino son capaces de germinar, aunque los
tubos polinicos detienen su crecimiento en el estilo y no alcanzan el 6vulo
(Segdley, 1977a; Shoval, 1987). No obstante, bajo las condiciones climaticas de
Florida (célidas y himedas), los tubos polinicos si que pueden alcanzar el évulo
y llevar a cabo la fecundacion (Davenport et al., 1994; Imbert, 1997) y el

desarrollo inicial del fruto (Papademetriou, 1976).

3.4. Abscision de flores y frutos

En aguacate, el nimero de frutos que se observan una vez que finaliza la
floracion es muy superior al numero de frutos que alcanzan la madurez, lo cual se
debe a una abscision masiva de frutos que acontece en los meses de verano,

principalmente durante los dos posteriores a la etapa de floracion (Lahav y
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Zamet, 1999). La mayoria de flores que caen el mes siguiente a la antesis son
flores no fecundadas (Sedgley, 1987), lo cual sugiere una polinizacién
inadecuada o falta de fecundacion. En el caso del cultivar de mayor interés a
nivel mundial, ‘Hass’, la abscision es masiva, obteniéndose del orden de 100 a

200 frutos maduros a partir de mas de un millon de flores (Lahav y Zamet, 1999).

La abscision tanto de flores como de pequefios frutos esta afectada por las
condiciones ambientales y se ve afectada por el viento, por la temperatura y por
la humedad relativa (Lahav y Zamet, 1999). Cuando el fruto es de pequefio
tamafio, el tejido embrionario se dafia facilmente por condiciones ambientales
desfavorables que llevara consigo o bien que el fruto caiga o que se desarrolle sin
semilla (Schroeder, 1954). La caida de pequefios frutos se ha descrito como
selectiva, lo cual implica que la posesion de un determinado genotipo en el
embrién conferiria ventajas en la supervivencia de unos frutos frente a otros
(Degani et al., 1997, Guil y Gazit, 1992). Esta caida selectiva de frutos se ha
descrito en distintos cultivares de aguacate. Asi, frutos resultantes de fecundacién
cruzada parecen que se mantienen en el arbol durante més tiempo que aquellos
autofecundados (Degani et al., 1997; Robbertse et al., 1997; Degani et al., 2003).
De este modo, el genotipo del donador de polen jugaria un papel de gran
importancia, aumentando la supervivencia de su progenie (Degani et al., 1986).
Esta caida selectiva se ha descrito en otros frutales como el litchi (Litchi chinesis
Sonn) (Degani et al., 1995). En el caso de que los frutos que primero caen sean
aquellos procedentes de autopolinizacion, favorecer la fecundacion cruzada
contribuiria a mejorar la retencion de fruta, incrementandose de este modo la

productividad.

La abscision selectiva de frutos puede verse afectada por factores tales
como seleccion genética, sensibilidad a las condiciones ambientales y la
habilidad para competir con el crecimiento vegetativo y con los frutos vecinos
por las reservas nutritivas (Degani et al., 1989). Por otra parte, hay que tener

presente que la limitacion de recursos lleva consigo la abscision de gran cantidad
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de frutos por competencia entre los distintos sumideros en la planta (Lloyd, 1980;
Stephenson, 1981).

4. Efecto de la temperatura en la fase reproductiva

La reproduccion es uno de los procesos dentro del desarrollo de las plantas
mas vulnerables a la temperatura (Hedhly et al., 2009) puesto que afecta a pasos
relevantes como son la receptividad estigmatica (Burgos et al., 1991; Egea et al.,
1991; Kumar et al., 1995; Hedly et al., 2003), la germinacion y el crecimiento del
tubo polinico (Lewis, 1942; Williams, 1970; Elgersma et. al., 1989), la
longevidad del 6vulo (Tompson y Liu, 1973; Stésser y Anvari, 1982; Postweiler
et al.,, 1985) y el cuajado (Jackson y Hamer, 1980; Mellenthin et al., 1972;
Vasilakakais y Porlingis, 1985; Cuevas et al., 1994). Ademas, se ha descrito una
alta variabilidad genética en cuanto al comportamiento del polen dependiendo de
las condiciones de temperatura entre especies (Zamir et al, 1981; Weinbaum et
al., 1984; Patterson et al., 1987; McKee y Richard, 1998) y entre genotipos de la
misma especie tanto en cuanto a la germinacién del polen (Weinbaum et al.,
1984; Polito et a., 1988; Loupassaki et al., 1997; Srinivasan et al, 1999;
Lankinen, 2001) como al crecimiento del tubo polinico (Gawel y Robacker,
1986; Srinivasan et al., 1999; Pasonen et al., 1999; Sukhvibul et al., 2000).

Del mismo modo, las condiciones climaticas durante la floracion tienen
efectos acumulativos sobre el desarrollo de la flor que pueden afectar a la
duracion y al comienzo de la floracion asi como al periodo efectivo de

polinizacion y a los vectores de polinizacion (Sedgley y Griffin, 1989).

4.1. Efecto sobre el ciclo floral en aguacate

La temperatura juega un importante papel en el patron de comportamiento
floral en aguacate. Asi, en el caso de cultivares de tipo A cuando las temperaturas
nocturnas no son inferiores a 12°C y en el caso de cultivares de tipo B cuando las

maximas diurnas no superan los 22°C /26°C (Lesley y Bringhurts, 1951) el ciclo
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floral sigue un comportamiento normal. Los cultivares de tipo B muestran una
mayor sensibilidad a las bajas temperaturas que los cultivares de tipo A (Lesley y
Bringhurts, 1951; Sedgley, 1977b; Sedgley y Annells, 1981; Sedgley y Grant,
1983) de tal forma que los cultivares de tipo B presentan una temperatura de
floracion éptima de 25°C durante el dia y de 10°C de noche, mientras que la
temperaturas Optimas para cultivares de tipo A son de 20°C diurna y de 10°C
nocturna. Cuando las temperaturas diurnas son inferiores a 17°C se observa una

reduccidn en la proporcion de flores que abren en estado femenino.

Bajo temperaturas nocturnas inferiores a las éptimas se observa un retraso
en la apertura de la flor (Stout, 1933; Peterson, 1956) pudiendo incluso originar
un cambio en el comportamiento entre los grupos florales A y B (Stout, 1927,
Bergh, 1986). En etapas de floracion en las que las temperaturas son bajas, puede
incluso tener lugar la omision de la apertura en el estadio femenino (Sedgley,
1977; Sedgley y Annells, 1981; Sedgley y Grant, 1983). Ademas, durante etapas
de floracion frias, se incrementa el solape entre estadios sexuales (Bergh, 1969;
Sedgley y Grant, 1983) favoreciendo la autopolinizacién, aunque el efecto de la
temperatura va a depender de la variedad y del grupo floral al que pertenezca.
Por otra parte, el descenso de la temperatura afecta a la actividad de las abejas vy,
por tanto, disminuye el porcentaje de estigmas con polen o la cantidad de polen

por estigma (Robison y Savage, 1926; Peterson, 1955; Free y Willians, 1976).

4.2 Efecto sobre el gametofito masculino

La temperatura también afecta al comportamiento del gametofito
masculino. Existe un rango de temperatura Optimo para la germinacion del polen
en aguacate (Sedgley y Annels, 1981). La temperatura afecta a la germinacion
del polen tanto in vitro (Kuo et al., 1981; Vasilakakis y Porlingis, 1985; Stern y
Gazit, 1998) como in vivo (Aneja et al., 1992) aunque la temperatura ptima es

variable en funcion de la especie y la variedad.
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La tasa de crecimiento del tubo polinico es también altamente dependiente
de la temperatura (Segdley, 1977); asi, a bajas temperaturas el crecimiento del
tubo polinico es mas lento mientras que las altas temperaturas aceleran el
crecimiento de los tubos tanto en especies herbaceas (Lewi, 1942; Elgersma et
al., 1989) como en frutales (Socias i Company et al., 1976; Lombard et al., 1972,
Austin et al., 1998; Hedly et al, 2004). En aguacate, la viabilidad del polen se
mantiene cuando éste se conserva a bajas temperaturas (0-5°C), mientras que
temperaturas por encima de los 30°C disminuyen la capacidad del tubo polinico
para alcanzar el saco embrionario (Gafni, 1984). Al igual que la viabilidad del
grano de polen, los procesos de fecundacion y cuajado se ven afectados
negativamente por las altas temperaturas, en todas las variedades, aunque la

susceptibilidad es variable dependiendo del cultivar.

4.3. Efecto sobre el gametofito femenino

El cuajado se ve afectado por las temperaturas existentes durante la
floracion puesto que los cambios de temperatura afectan al periodo efectivo de
polinizacion. En diversos trabajos en distintas especies frutales se ha puesto de
manifiesto que la temperatura puede afectar a diferentes estados de los procesos
reproductivos, entre ellos la receptividad estigmatica (Burgos et al., 1991; Egea
et al.,, 1991; Kumar et al.,, 1995; Hedly et al., 2003). Cuando aumenta la
temperatura, la cantidad de polen que se adhiere al estigma puede ser mayor que
la observada en condiciones normales debido a que el ascenso de temperatura
acelera la maduracion estigmatica y, de este modo, la secrecion se ve
incrementada favoreciendo la retencion de granos de polen. En el caso de peral
(Sanzol et al., 2003) y cerezo (Hedly et al., 2003) se ha puesto de manifiesto una
regulacion independiente de los procesos de adhesion y germinacion de los

granos de polen.

Por otra parte, la longevidad de los dvulos es un factor que juega un papel
decisivo en el periodo efectivo de polinizacion (Williams, 1965) puesto que los

dvulos son estructuras de corta viabilidad (Stosser y Anvar, 1982, 1983;
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Tompson y Liu, 1973). En diferentes especies se han descrito que las altas
temperaturas reducen el periodo de viabilidad del 6vulo (Postweiller et al., 1985;
Moreno et al., 1992; Cerovic y Ruzic, 1992, Cerovi'c et al., 2000, Hedly et al.,
2003).

4.4. Efecto sobre la fecundacion y el cuajado

En aguacate, el crecimiento del tubo polinico y la penetracién del saco
embrionario se ven afectados por altas temperaturas de tal forma que, aunque el
crecimiento del tubo es mas rapido, no penetra el saco embrionario. En
condiciones de bajas temperaturas, el crecimiento del tubo se ralentiza y la
penetracion del saco embrionario tiene lugar 3 o 4 dias después de la
polinizacion. El hecho de que la temperatura afecte a la dindmica del tubo
polinico e implique diferencias en el comportamiento de éstos lleva a pensar en
la temperatura durante el proceso reproductivo como un agente de seleccién

natural que selecciona los genotipos mejores adaptados a dichas condiciones.

Ademas, la caida prematura de frutos se ve afectada por la temperatura,
oscilando la éptima para el amarre del fruto entre 20 y 25°C, mientras que

temperaturas superiores a 28°C provocan un incremento de la abscision.

5. Reservas nutritivas

En las plantas lefiosas los carbohidratos representan aproximadamente tres
cuartas partes de su peso seco y juegan un importante papel en el metabolismo
asi como en procesos de crecimiento, defensa, resistencia al frio y a otros
factores ambientales (Lovatt, 1993). En las plantas lefiosas, no existe un 6rgano
especifico de almacenamiento (Kandiah, 1979) por lo que todas las partes
almacenan reservas en mayor o menor grado. El almidon es uno de los
principales componentes de las reservas de las plantas lefiosas (Chapin et al,
1990) y esta involucrado en procesos tan importantes como el desarrollo

vegetativo y los procesos reproductivos (Charlesworth, 1989), compitiendo
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ambos procesos por las reservas nutritivas (Wardlaw, 1990). Tradicionalmente se
ha asumido que las reservas nutritivas del arbol juegan un papel decisivo en el
nivel de fructificacién puesto que el desarrollo reproductivo supone una gran
demanda energética desde los procesos de induccion floral hasta que el fruto
alcanza su estado de madurez. Asi, en algunas plantas, como Rubus
chamaemorus, se ha puesto de manifiesto que la produccion final se ve
influenciada por las reservas de carbohidratos (Jean y Lapointe, 2001). Ademas,
se ha establecido una estrecha correlacion entre la disponibilidad de
carbohidratos y la caida de flores y frutos (Ruiz et al., 2001). Las reservas de
almiddn se encuentran ampliamente compartimentadas (Watson y Casper, 1984)
incluso dentro de los tejidos del pistilo (Arbeloa y Herrero, 1991) y esta
compartimentacién juega un papel clave en los procesos reproductivos (Herrero,
1992; Herrero y Hormaza, 1996). Asi, se ha puesto de manifiesto la implicacion
del almiddn presente en el 6vulo en el desarrollo de sus estructuras (Arbeloa y
Herrero 1991) del mismo modo que el almidén presente en los estilos permite el
crecimiento del tubo polinico a lo largo del mismo (Herrero y Dickinson, 1979) y
el contenido en los integumentos se utiliza para el crecimiento de ovario que
acontece tras la fecundacion (Rodrigo y Herrero, 1998). El término calidad de
flor se ha empleado frecuentemente para explicar diferencias de cuajado
(Williams, 1965; Goldwin, 1981), aungue se desconoce qué es y qué la
determina. El hecho de que el inicio de la fructificacién (Rodrigo et al., 2000)
dependa de las reservas de almidén previamente acumuladas en la flor unido a
que el primer sintoma que se observa en la degeneracién de los 6vulos sea la
desaparicion de las reservas de almidon (Rodrigo y Herrero, 1998) sugiere que
las reservas acumuladas en la flor en el momento de la antesis podrian jugar un
papel decisivo en el cuajado. Este hecho, unido a la existencia de claras
diferencias en el contenido de almidon entre flores de un mismo genotipo en el
momento de antesis, claramente refuerza la idea de que las reservas nutritivas de
la flor juegan un papel decisivo en el proceso reproductivo, siendo las
responsables, al menos en parte, de la calidad de flor. La importancia de las

reservas nutritivas en el destino de una determinada flor se ha puesto de
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manifiesto con la observacion de diferencias en el contenido de almidon entre
flores de distinto genotipo que muestran diferencias en su caida bajo situaciones
de estrés (Lebon et al., 2004). En el caso del albaricoquero se han observado
diferencias en el contenido de almidon entre distintas flores (Rodrigo et al.,
2000), lo que explicaria, en gran medida, los cuajados erraticos en este frutal
(Rodrigo et al., en prensa). Por otra parte se ha sugerido que la competencia
entres flores y hojas que aun no tienen capacidad fotosintética condiciona la

retencion de frutos (Aloni et al., 1991).

Hasta hace unos afios los métodos de los que se disponian para determinar
el contenido de almiddn eran métodos extractivos y técnicas bioquimicas que no
aportaban informacién alguna acerca de la compartimentacion del almidon. Uno
de los métodos mas eficaces para el estudio de la localizacion del almidén en
determinados tejidos junto a su cuantificacion fue desarrollado por Rodrigo et al.
(1997). Este método combina técnicas histoquimicas con analisis de imagen
siendo de gran utilidad para llevar a cabo un estudio exhaustivo de la calidad de

la flor.

Actualmente los estudios que buscan una estrecha correlacion entre el
éxito reproductivo de una flor y sus reservas nutritivas son escasos e inexistentes
en aguacate por lo que va a ser un tema de analisis en este trabajo con el fin de

evaluar su importancia en el bajisimo porcentaje de cuajado.
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OBJETIVOS

El objetivo fundamental de este trabajo es el estudio de la biologia
reproductiva del aguacate (Persea americana Mill.) con la finalidad de
determinar los factores limitantes en la produccion de aguacate ‘Hass’. Este

objetivo general se divide en 3 objetivos:

Objetivo 1. Fase progamica.

Evaluacion de la fase progdmica, caracterizando el efecto de la
temperatura sobre el comportamiento del polen tanto in vivo como in vitro, asi

como sobre el pistilo.

Objetivo 2. Consecuencias en el cuajado.

Establecimiento del efecto de la polinizacién en el patron de caida de
flores y frutos y caracterizacion de las implicaciones de las reservas nutritivas de

la flor en su éxito reproductivo.

Objetivo 3. Implicaciones agronomicas

Evaluacion del efecto de la plantacion de cultivares complementarios en la

produccion y basqueda de polinizadores alternativos.

Estos objetivos se desarrollan a lo largo de 7 capitulos. Para el desarrollo

del primer objetivo nos centramos en el estudio de la fase reproductiva,

analizando el efecto de la temperatura sobre el gametofito masculino (Capitulo 1)

y sobre la fase progdmica (Capitulo 2). En el sequndo objetivo se analiza el

efecto de la polinizacién en el patrén de caida de flores y frutos y en el cuajado
final (Capitulo 3). Ademas, se evalGa el estado nutritivo de la flor y sus

implicaciones en el cuajado (Capitulo 4). En el tercer objetivo se analizan las

implicaciones agrondmicas de la biologia reproductiva del aguacate. En primer
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lugar se realiza una identificacion molecular de diferentes genotipos (Capitulo 5)
para, posteriormente, evaluar el sistema de reproduccién predominante en nuestra
zona de cultivo. Del mismo modo se analiza el efecto de la plantacion de
cultivares complementarios en la produccion asi como la determinacion de si
ocurre una caida selectiva de frutos en base a su genotipo (Capitulo 6). Por
ultimo, con la finalidad de seleccionar potenciales polinizadores para ‘Hass’, se
determina la etapa de floracion de distintos genotipos asi como el

comportamiento floral en nuestra zona de estudio (Capitulo 7).
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1 EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA
GERMINACION IN VITRO DE POLEN DE AGUACATE

INTRODUCCION

Una vez que los granos de polen son depositados sobre el estigma
comienza el proceso de competicion en el que solamente aquellos tubos més
rapidos alcanzaran el ovulo (Mulcahy, 1979; Hormaza y Herrero, 1992; 1994).
Teniendo en cuenta el efecto de la temperatura durante esta etapa, bajo
determinadas condiciones de temperatura algunos genotipos podran verse
favorecidos causando una desviacién en la composicion genética esperada en la
descendencia en funcién de las condiciones que prevalezcan durante la fase
reproductiva (Mulcahy, 1979; Gillispie y Turelli, 1989; Hedhly et al., 2005). En
numerosos trabajos se ha puesto de manifiesto la existencia de una estrecha
relacion entre la tasa de crecimiento del tubo polinico y la temperatura (Sedgley,
1977; Sedgley y Buttrose, 1978; Jeffries y Brain, 1984, Elgersma et al., 1989).
En aguacate (Sedgley y Annels, 1981; Sedgley y Grant, 1983) como en otras
especies tropicales (Young, 1955; Robbertse et al., 1988) se ha descrito que bajas
temperaturas llevan consigo una ralentizacion del crecimiento del tubo polinico.
Por ello, la tasa de crecimiento del tubo polinico se convierte en un factor
decisivo en el control de la composicion genética de las semillas (Pasonen et al.,
1999) y en la fijacion de determinados alelos en la descendencia que confieren

ventajas en cuanto a la tasa de crecimiento de los tubos polinicos.

Puesto que diferencias entre genotipos en la germinacion y crecimiento
del tubo polinico conducen a diferencias en el éxito reproductivo, el
conocimiento del estado de competicion bajo las condiciones ambientales
predominantes durante la etapa de floracion resulta fundamental para optimizar
la produccion en plantaciones comerciales, especialmente con las perspectivas
actuales de calentamiento global (Hedhly et al., 2009). La temperatura global ha

experimentado un ascenso de 0,6°C desde el siglo XI1X y se prevé un incremento
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que oscila entre 1,4 y 5,8°C a finales del siglo XXI (Houghton et al., 2001; IPCC,

2007), aunque las previsiones son variables dependiendo de las zonas.

En aguacate, tradicionalmente se han descrito tres razas o variedades
botanicas adaptadas a diferentes condiciones ecoclimaticas: Mejicana,
Guatemalteca y Antillana; siendo la raza mejicana la més tolerante al frio y la
antillana la méas susceptible. Disponer de informacion referente al efecto de la
temperatura en la germinacion del polen y en el crecimiento del tubo polinico
podria explicar el efecto de la temperatura en el cuajado y optimizar la eleccion
de genotipos. Puesto que la germinacion y la fecundacion in vivo son el resultado
de la interaccion entre el gametofito masculino y los tejidos femeninos del pistilo
(Hormaza y Herrero, 1996), para estudiar el efecto de la temperatura Gnicamente
sobre el comportamiento del polen, en este trabajo se realizan los ensayos in vitro
cuantificando el efecto de la temperatura en la germinacion, en la cinética y
dinamica del tubo polinico en genotipos de las diferentes variedades botanicas de

aguacate.

La viabilidad del polen se puede estimar usando diferentes métodos. El
método mas eficiente consiste en analizar el porcentaje de cuajado obtenido tras
polinizar con los genotipos de estudio. Sin embargo, en el caso del aguacate,
debido a la baja tasa de cuajado que presenta, resulta mas factible el uso de otros
métodos. La germinacion in vitro se considera como el mejor método para el
estudio de la viabilidad del polen (Shivanna et al., 1991) debido a su simplicidad
y a que permite cuantificarla (Shivanna y Johri, 1985), aunque presenta una serie
de desventajas entre las que destacan la carencia de correlacion con el cuajado y
con los resultados obtenidos en estudios de germinacion in vivo y la necesidad de
disponer de un método de germinacion adecuado. El test de germinacion in vitro
ha sido ampliamente usado en plantas herbéceas y lefiosas (Tuinstra y Wedel,
2000), en frutales (Calzoni et al., 1979) y en frutales subtropicales tanto de polen
binucleado, como el mango (Sukhvibul et al., 2000), y trinucleado, como el

chirimoyo (Rosell et al., 1999; Lora et al., 2005). De esta forma, este método
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permite estudiar el efecto de la temperatura sin la posible interferencia del

genotipo materno.

Debido a que con el empleo del método de germinacién previamente
descrito en aguacate (Sahar y Spiegel, 1984; Loupassaki et al., 1997), en el que
se habian obtenido porcentajes de germinacion que oscilaban desde el 14% al
44% en funcion del cultivar, observamos que la mayor parte de los granos de
polen que empezaban a germinar estallaban, fue necesario, como primer paso,
optimizar el medio de germinacion para la consecucion de los objetivos que nos

habiamos planteado en este trabajo.
MATERIALES Y METODOS
Optimizacion del medio de germinacion in vitro

Material vegetal

Para la puesta a punto de un método apropiado de germinacion in vitro se
emple6 polen procedente del cultivar ‘Hass’. Las flores se recogieron en estado
masculino después de la dehiscencia de las anteras, aproximadamente a las
17:30. Estas flores se mantuvieron durante dos horas en una atmosfera al 100%

de humedad relativa (Loupassaki et al., 1997).

Ensayo de germinacion

Para la puesta a punto de un método de germinacion adecuado se
disefiaron una serie de experimentos evaluando el efecto de la sacarosa,
Polietilenglicol (inerte metabolicamente), Magnesio (en forma de MgSO,47H,0)
y Calcio [en forma de Ca(NO3)4H,O] en la germinacion del polen. Los
experimentos se realizaron en placas de Petri utilizando un medio base que
contenia 100 mg/l de KNO3z y 100 mg/I de H3BO:s.
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Inicialmente se evalu0 el efecto de la sacarosa a seis concentraciones: 0, 5,
10, 15,20y 30 % y el PEG 8000 a 10, 15, 20, 25y 30% (tabla 1).

Posteriormente se probaron tres concentraciones distintas de MgSO,47H,0:
200, 240 y 300 mg/l y cuatro concentraciones de Ca(NO3)4H,0: 240, 480, 720 y
960 mg/l en un medio que contenia un 10% sacarosa y un 23% PEG. La

composicion de los medios empleados se detalla en la tabla 2.

Para este trabajo, se espolvored el polen de 20 flores en una placa de Petri
de 35 mm que contenia 2 ml de medio liquido y se mantuvo a temperatura
ambiente durante 20 horas. La germinacion de polen se cuantificO en un
microscopio Optico Leica DML considerandose como granos de polen
germinados aquellos que presentan tubos polinicos cuya longitud superaba el
diametro del grano. Se emplearon tres placas por tratamiento y en cada placa se
contaron al menos 200 granos de polen. En cada medio se determino el niumero
total de granos germinados y estallados. Los datos de porcentajes se
transformaron mediante la raiz cuadrada del arcoseno para un analisis de
varianza (ANOVA) y para la separacion de las medias se empled el test de
Duncan (5%). Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo usando el programa
SPSS 15.0.

Tabla 1. Medios utilizados para comparar el efecto de la variacion en sacarosa y PEG en una
misma concentracion de MgSO,7H,0 y Ca(NO3)4H,0.

MEDIO PEG (%) SACAROSA (%)
Asac 17 10
Bsac 17 15
Csac 17 20
Dsac 20 10
Esac 20 15
Fsac 20 20
Gsac 23 10
Hsac 23 15
Isac 23 20
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Tabla 2. Medios utilizados para comparar el efecto de MgSO,7H,O y Ca(NO3z)4H,0
manteniendo constante la concentracion de sacarosa y de PEG. La concentracion de los distintos
componentes aparece en mg/I.

MEDIO  MgSO,7H,0 Ca(NO3)4H,0
Asal 200 240
Bsal 200 480
Csal 200 720
Dsal 200 960
Esal 240 240
Fsal 240 480
Gsal 240 720
Hsal 240 960
Isal 300 240
Jsal 300 480
Ksal 300 720
Lsal 300 960

Efecto de la temperatura sobre la germinacion y el crecimiento del tubo

polinico in vitro

Material vegetal

Se eligieron genotipos de aguacate de diferente origen racial conservados
en la Estacion Experimental la Mayora: ‘Hass’, ‘Fuerte’, ‘Anaheim’, ‘Topa
Topa’, ‘Maoz’ y ‘Gvar 13’. Asi, ‘Fuerte’ (Ashworth y Clegg, 2003), y ‘Hass’
(Schnell et al., 2003) son hibridos GxM con diferente nivel de herencia mejicana;
“Topa Topa’ (Ashworth y Clegg, 20003; Schnell et al., 2003) y ‘Gvar 13’
(Kadman y Ben-Ya’acov, 1980b) son de raza Mejicana, ‘Anaheim’ es
Guatemalteco (Schnell et al., 2003) y ‘Maoz’ es Antillano (Kadman y Ben-
Ya’acov, 1981). Los distintos genotipos no coinciden en la etapa de floracion en
nuestras condiciones de cultivo; asi mientras que ‘Fuerte’ y ‘Topa Topa’ son los
maés tempranos (‘Topa Topa’ florece al final de febrero y ‘Fuerte’ durante el mes

de marzo) el resto de los genotipos florecen durante el mes de abril.

En el caso de los cultivares “‘Hass’ y ‘Fuerte’, el estudio se llevo a cabo

durante dos afios consecutivos, por tratarse de los de mayor interés econémico en
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Espafia, siendo ‘Fuerte’ el cultivar méas frecuentemente empleado como
polinizador en nuestra zona de cultivo; en el resto de los cultivares los estudios se

llevaron a cabo durante un afo.

Germinacion de polen in vitro

El polen de los distintos genotipos se obtuvo a partir de las flores
recogidas en el momento en el que tuvo lugar la dehiscencia de las anteras, es
decir, entre las 12:00 y 13:00 en el caso de los cultivares de tipo B y entre las
16:00 y 17:30 en los cultivares de tipo A. En la tabla 3 se muestra el grupo floral

de los distintos genotipos empleados en este ensayo.

Tabla 3. Raza y grupo floral de los genotipos empleados en este estudio.

Genotipos Raza  Grupo floral
Anaheim G A
Fuerte MxG? B
Gvar 13 M3 A
Hass MxG* A
Maoz A’ B
Topa Topa M*2 A

1Schnell et al., 2003

2Ashworth y Clegg, 2003
*Kadman y Ben-Ya'avov, 1980b
*Kadman y Ben-Ya'avov, 1981

Para la germinacion in vitro, las anteras fueron expuestas a una atmoésfera
de alta humedad relativa durante dos horas (Loupassaki et al., 1997);
posteriormente, se colocé el polen de 20 flores en una placa Petri de 35 mm de
diametro que contenia 2 ml de un medio liquido de germinacién y se mantuvo a
distintas temperaturas. EI medio de germinacion se obtuvo modificando el
protocolo de Sahar y Spiegel-Roy (1984) como se describe en el apartado
anterior y se componia de 23% PEG, 10% de sacarosa y una mezcla de sales
minerales [100 mg/l KNOs, 100 mg/l H;BO3, 300 mg/l MgSO,7H,0 y 480 mg/l

Ca(NOs)4H,0]. Tras 24 horas se evalud el porcentaje de germinacion y se
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contaron un minimo de 200 granos de polen por placa. Se visualizaron un
minimo de 20 placas por genotipo y temperatura y cada placa fue considerada
como una repeticion en el anélisis estadistico. El recuento de polen se hizo
diferenciando granos de polen germinados y no germinados, considerandose
como germinados a aquellos cuyos tubos polinicos median al menos el doble de

su diametro.

La germinacién de polen se evalud bajo tres condiciones de temperatura:
20°C, 25°C y 30°C.

Longitud de los tubos polinicos in vitro

Para estimar el efecto de la temperatura sobre el crecimiento de los tubos
polinicos de cada genotipo se midid la longitud de los tubos polinicos tras 24
horas de germinacion usando un ocular micrométrico acoplado al microscopio
dptico. Las mediciones se hicieron en al menos 20 tubos al azar en cada una de

las placas.

Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo usando el programa SPSS 15.0.
Los datos porcentuales se transformaron mediante la funcién angular para
comparar las medias mediante un ANOVA. El test de Duncan (Duncan, 1955) se
usé para la separacién de las medias en los casos en los que se encontraron

diferencias.
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RESULTADOS
Optimizacion del medio de germinacién del polen in vitro

Germinacion de polen con sacarosay PEG

Para optimizar el medio en el que se afiade PEG, que juega un papel
osmorregulador, y la sacarosa, cuya importancia es nutritiva, se determiné el
porcentaje de germinacion y de granos de polen que estallan empleando
diferentes concentraciones. El analisis de varianza mostr6 diferencias
significativas en funcion de la concentracion de sacarosa tanto en la germinacion
del polen como en el porcentaje de granos de polen que estallan. En aquellos
medios que no contenian sacarosa y en aquellos en los que la concentracion era
del 30% el porcentaje de germinacion fue muy bajo e incluso nulo. Por otra
parte, en los medios carentes de PEG el porcentaje de germinacién oscilaba
desde 0 al 10% mientras que el porcentaje de granos que estallaba era muy alto,
con un valor medio del 55%. En medios que presentaban una concentracion de
sacarosa del 10% se observo que, usando concentraciones de PEG comprendidas
entre 20 y 25%, se incrementaba el porcentaje de germinacion y disminuia

considerablemente la proporcion de granos de polen estallados (Figura 1a).

Los resultados de la combinacion de ambos componentes se muestran en
la Figura 1b y se observa que la maxima germinacion se obtuvo cuando el medio
se componia del 10% sacarosa y del 23% PEG (p=0,01). En las distintas
concentraciones de PEG probadas, el porcentaje de germinacion mas bajo se

observo siempre para concentraciones de sacarosa del 20%.
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Figura 1. (a) Porcentaje de germinacion usando una concentracion del 10% de sacarosa y
diferentes concentraciones de PEG. (b) Efecto de la combinacion de las concentraciones del
PEG y sacarosa en el porcentaje de germinacion y de granos estallados. Las barras representan
el error estandar.

Efecto del calcio

Se encontraron diferencias en el porcentaje de germinacién asociadas a la
combinacién de sales de calcio y magnesio empleadas. Los resultados se
muestran en la Figura 2. El porcentaje de germinacion oscilé desde el 10%
(medio Isal) al 33% (medio Bsal). Los medios con mayor porcentaje de
germinacion fueron los medios Bsal, Hsal y Jsal no existiendo diferencias
significativas entre ellos, aunque si con respecto al resto de los medios

empleados. El porcentaje de granos de polen estallados oscilé desde 0 (Jsal) a
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14% (Lsal). No se encontraron diferencias entre los medios en los que se obtenia
la maxima germinacion, aunque se consideré como medio éptimo aquel en el
que, ademas de obtener el mayor porcentaje de germinacion de polen, se obtuvo

el minimo de granos estallados que es el medio J (Figura 3b).

B Germinados B Estallados
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Medios

Figura 2. Porcentaje de germinacion obtenido en diferentes medios combinando diferentes
concentraciones de MgSO,7H,0 y de Ca(NOs)4H,0. Las barras representan el error estandar.

Figura 3. (a) Germinacién in vitro de polen usando el medio descrito previamente en aguacate
(Sahar y Spiegel, 1984; Loupassaki et al., 1997). (b) Germinacion in vitro usando el medio
optimizado en este trabajo. Fotografias tomadas a las 24 horas de la siembra.

42



@ Capitulo 1

Efecto de la temperatura en la germinacion in vitro

Germinacion de polen in vitro

Una vez desarrollado un método optimizado para la germinacion de polen
in vitro, se pudo llevar a cabo el andlisis del efecto de la temperatura sobre la
germinacion de polen. Para ello se estudiaron tres temperaturas constantes en la
germinacion in vitro de polen de seis genotipos de aguacate de diferente origen

racial.

Tras realizar un andlisis de varianza (ANOVA) se puso de manifiesto la
existencia de diferencias significativas en la germinacion entre los distintos
genotipos estudiados (p<0,05). En los distintos tratamientos de temperatura el
maximo porcentaje de germinacion fue siempre para el genotipo ‘Gvar 13’. El
porcentaje medio de germinacién oscilo desde 7,09% en el caso de ‘Fuerte’ a
34,93% para ‘Gvar 13’.

A 20°C el porcentaje de germinacién oscilé desde 2,87% en ‘Topa Topa’ a
56,16% en ‘Gvar 13’. A 25°C oscilé entre 1,75% en “Topa Topa’ a 56,93 % en
‘Gvar 13’ y a 30°C el porcentaje oscil6 desde 3,51% en ‘Fuerte’ a 60,98 % en
‘Gvar 13’. En los tratamientos a 20 y 25°C fue posible el establecimiento de dos
grupos claramente diferenciados en funcion de su germinacion. Asi, el primero
incluye a los genotipos ‘Topa Topa’, ‘Maoz’ y ‘Fuerte’ que mostraron el menor
porcentaje de germinacion y en el segundo se engloban los genotipos ‘Gvar 13’,
‘Hass’ y ‘Anaheim’. Sin embargo, a 30°C, se observo que ‘Fuerte’ presentaba un
porcentaje de germinacion inferior al resto de los genotipos, que mostraron un
porcentaje de germinacion que vario desde 19,7% de ‘Topa Topa’ al 34,93%
obtenido en ‘Gvar 13’ (Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de germinacion del polen in vitro de diferentes genotipos bajo diferentes
temperaturas. Las barras representan el error estandar.

En este ensayo no se encontraron diferencias significativas al incrementar
la temperatura en cada uno de los genotipos, excepto en el genotipo ‘Maoz’ que
mostré un incremento en su germinacion conforme aumentamos la temperatura
(Figura 4). En todos los casos, el porcentaje de germinacion mas alto se obtuvo a
30°C, excepto en ‘Fuerte’ el cual experimentd un descenso en su porcentaje de
germinacion conforme aumenta la temperatura, aunque dicho descenso no fue

significativo (p>0,05).

Por otra parte, se observaron diferencias significativas en los resultados
obtenidos durante los dos afios de estudio en el caso de los genotipos ‘Hass’ y
‘Fuerte’, de tal forma que ambos presentaron un mayor porcentaje de
germinacion en el afio 2007 que en el 2006 (tabla 5), coincidiendo el primero de
ellos con un afio de alta produccion (ON). Ademas en el caso de ambos
cultivares, el porcentaje de germinacion presentd diferencias significativas en
funcion de si el polen procedia de las anteras internas o de las externas a las tres

temperaturas estudiadas (tabla 6).

Tabla 5. Porcentajes de germinacion durante los afios 2006 y 2007 en los cultivares Hass y
Fuerte.

2006 2007 t Student
Hass 18,62 31,58 0,001
Fuerte 6,5 8,8 0,022

“Significativa al 0,05
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Tabla 6. Porcentajes de germinacién a las diferentes temperaturas estudiadas usando polen
obtenido a partir de las anteras internas y externas de los cultivares Hass y Fuerte.

20°C 25°C 30°C
Hass anteras internas 34 34 36
Hass anteras externas 28 25 32
t Student 0,223 0,036 0,423
Fuerte anteras internas 10 10 9,4
Fuerte anteras externas 7,5 6 4,8
t Student 0,35 0,002 0,007

“Significativa al 0,05

Longitud del tubo polinico in vitro

La longitud del tubo polinico se estimd para los distintos genotipos y bajo
los distintos regimenes de temperatura. Del mismo modo que los distintos
genotipos mostraron diferencias en cuanto a su porcentaje de germinacion

presentaron variaciones en la longitud de sus tubos polinicos (Figura 5).

.
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Figura 5. Longitud de los tubos polinicos en un medio artificial de distintos genotipos de
aguacate bajo distintas condiciones de temperatura. Las barras representan el error estandar.

La temperatura tuvo un efecto en la longitud de los tubos polinicos. En el
caso del cultivar ‘Hass’ se obtuvieron diferencias significativas en la longitud de
los tubos polinicos (p=0,02) entre las distintas temperaturas, siendo a 25°C a la

que los tubos presentaron una mayor longitud.
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La méxima longitud de tubo se obtuvo a 20°C en el cultivar ‘Gvar 13’ con
un valor de 6,45 mm. Ademas, en el caso de ‘Hass’ se han observado diferencias
en la longitud de los tubos polinicos de aquellos granos de polen procedentes de
las anteras internas y de las externas. En este caso, a diferencia del porcentaje de
germinacion, la longitud del tubo polinico es inferior en polen procedente de las

anteras internas y no se ha detectado variacion en funcion de la temperatura.

A 25°C la longitud de los tubos oscilé desde 1,93 mm en ‘Maoz’ a 5,66
mm en ‘Gvar 13’. Bajo estas condiciones de temperatura se pudo distinguir
claramente del resto un unico genotipo, ‘Maoz’ (p<0,01), que mostro la minima

longitud de tubos.

A 20°C la longitud alcanzada vario desde 1,9 mm en ‘Maoz’ a 6,16 mm en
‘Gvar 13’. En estas condiciones se establecieron tres grupos. El primero de ellos
esta formado por un unico genotipo ‘Maoz’, el segundo estd formado por ‘Hass’
y el tercero incluye al resto de los genotipos. A 30°C la minima longitud
alcanzada fue de 3,6 mm (‘Maoz’) y la maxima fue de 6,3 mm (‘Topa Topa’),
observandose diferencias significativas entre “‘Maoz’ y el resto de los genotipos
(p<0,001).

DISCUSION

El principal objetivo de este trabajo consistia en determinar el efecto de la
temperatura en la germinacion del polen de diferentes genotipos de aguacate, con
la finalidad de llevar a cabo una seleccion de cultivares basada en la respuesta del
polen a la temperatura. EI conocimiento de los limites de susceptibilidad de la
viabilidad del polen y del cuajado podria permitir seleccionar un polinizador
6ptimo en funcion de las condiciones ambientales. Tras ensayar los medios de
germinacion in vitro de aguacate disponibles en la literatura (Sahar y Spiegel,
1984; Loupassaki et al., 1997) se comprobo que la germinacion obtenida era muy
baja (10%) y con un elevado porcentaje de granos de polen estallados por lo que
se decidid optimizar los medios disponibles para aumentar el porcentaje de
germinacion y disminuir el porcentaje de granos de polen estallados.
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Optimizacion del medio de germinacion in vitro

El método mas efectivo para la germinacion de polen combina un alto
porcentaje de germinacion con un minimo de granos de polen que estallan. En
este trabajo, estos requisitos se cumplieron en el medio compuesto por un 10%
de sacarosa y un 23 % de PEG. La sacarosa actua como fuente nutritiva, no
observandose germinacion en los medios que presentan una concentracion
inferior al 10%. Variaciones en el efecto de las distintas concentraciones de
sacarosa estan asociadas a variaciones en el potencial osmético del medio. Los
granos de polen son heterétrofos y contienen algunos materiales de reserva que
son usados durante la fase autdtrofa de germinacion; sin embargo, estas reservas
no son suficientes para mantener la importante sintesis del material de la pared
celular que tiene lugar durante el crecimiento del tubo polinico. Visser (1955)
sugirio que la sacarosa juega un importante papel Gnicamente generando las
condiciones osmoticas éptimas para la germinacion de polen. Posteriormente, se
ha puesto de manifiesto, en experimentos en los que se usan azucares marcados
con C' que éstos se emplean durante el desarrollo del tubo polinico (Kelley,
1957). Actualmente se reconoce el doble papel de la sacarosa, como fuente
nutritiva y como regulador osmético (revisado en Taylor y Hepler, 1997). Por
otra parte el PEG actla como regulador osmético y su efectividad se ha puesto de
manifiesto en distintos trabajos (Subbaiah, 1984; Read et al., 1993; Shivanna y
Sawhney, 1995;)

El calcio y el magnesio juegan un papel importante tanto en la
germinacion de los granos de polen (Brewbaker y Kwack, 1963) como en el

crecimiento de los tubos polinicos (Picton y Steer, 1983).

Los niveles méas altos de germinacion se consiguieron en el medio
compuesto de 100 mg/L KNO3, 100 mg/L H3;BO3, 300 mg/L MgSO,47H,0, 480
mg/L Ca(NO3)4H,0, 10% sacarosa y 23% PEG. La diferencia fundamental entre
el medio de cultivo desarrollado en este trabajo y el medio descrito previamente

en aguacate (Sahar y Spiegel, 1984; Loupassaki et al., 1997) radica en la
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presencia de PEG. Esto permite incrementar el porcentaje de germinacion y

reducir considerablemente el porcentaje de granos que eclosionan.

Efecto de la temperatura sobre el comportamiento in vitro de los granos de

polen

Efecto de la temperatura sobre la germinacion in vitro

El comportamiento del polen es un componente de gran importancia
determinando los procesos de fecundacion en plantas. En aguacate, trabajos
anteriores han descrito que la temperatura a la que se obtiene una germinacion
Optima de polen oscila entre 25 y 29°C (Sedgley, 1977a; Sedgley y Annells,
1981; Sedgley y Grant, 1983) coincidiendo con la temperatura idonea para la
obtencion de un cuajado satisfactorio en campo. Este rango de temperatura
también es el idéneo para otros frutales tropicales como el mango (Sukhvibul et
al., 2000).

En este trabajo la viabilidad del polen se ha estimado en base al porcentaje
de germinacion in vitro para poder comparar los diferentes genotipos sin verse
afectados por la interaccion con el genotipo femenino. Sin embargo hay que tener
en cuenta que una baja capacidad de germinacion in vitro no necesariamente
indica que esto ocurra in vivo puesto que el medio in vitro no presenta la
composicion optima del estigma. Por otra parte, el aguacate tiene polen
binucleado; este tipo de polen suele germinar mejor en un medio artificial
(Stanley y Likens, 1974 que el polen trinucleado como el chirimoyo (Rosell et
al., 1999; Lora et al., 2006).

Trabajos anteriores indicaban que el rango éptimo para la germinacion in
vitro del polen era entre 25 y 29°C (Loupassaki et al., 1997). En este trabajo
ampliamos el rango a 20-30°C. No obstante, hay que tener en consideracion que
la viabilidad del polen mostré gran variacion en funcién del genotipo, no

encontrandose grandes diferencias entre las temperaturas analizadas en la
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mayoria de los genotipos con la Unica excepcién de ‘Maoz’ que podria explicarse
teniendo en cuenta su origen racial. “‘Maoz’, es un genotipo de raza Antillana que
se encuentra adaptado a condiciones calidas, mientras que el resto de los
genotipos, que pertenecen a las razas Mejicana y Guatemalteca, se adaptan bien a
climas mas frescos. Teniendo en cuenta que las temperaturas prevalecientes
durante la etapa de floracion en campo en nuestras condiciones de cultivo en el
momento en el que las anteras se encuentran dehiscentes oscilan entre 15 y
27,13°C no se esperan grandes cambios en la capacidad de germinacién a lo largo
del dia. Sin embargo, las temperaturas minimas no serian Optimas para la

germinacion de polen de los genotipos Antillanos.

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten definir dos grupos
claramente diferenciados en cuanto a la viabilidad del polen. Asi, ‘Topa Topa’,
‘Maoz’ y ‘Fuerte’ presentan un menor porcentaje de germinacién mientras que
‘Anaheim’, ‘Gvar 13’ y “‘Hass’ presentan un porcentaje de germinacion mas alto.
En el primer grupo se incluyen el genotipo Antillano junto con dos genotipos de
floracion temprana; la floracion de ‘Topa Topa’ comienza en febrero y la de
‘Fuerte’ en marzo. En los meses de febrero y marzo las medias de temperatura
diurnas fueron inferiores a las analizadas en este trabajo in vitro. En el segundo
grupo se encuentra ‘Gvar 13’ que es de raza Mejicana, ‘Anaheim’ es de raza
Guatemalteca y ‘Hass’, que en ocasiones se ha descrito como Guatemalteca puro
(Ashwortth y Clegg, 2003) y en ocasiones como un hibrido GxM (Schnell et al.,
2003) 0 como Gx(GxM) (Chen et al., 2008). Estos dos ultimos muestran menor
tolerancia a bajas temperaturas que la raza Mejicana y mayor que la Antillana.
Por consiguiente, este comportamiento diferencial podria explicarse como
consecuencia de las diferentes adaptaciones climéticas que presentan las tres
razas Yy, aquellos cultivares cuyo polen presenta una mayor capacidad de
germinacion y son mas tolerantes a un amplio rango de temperatura, podrian

adaptarse bien a una distribucion geografica mas amplia.

Por otra parte, el aguacate se caracteriza por presentar alternancia

productiva, es decir, presenta un afio de alta produccion seguido de un afio de
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baja cosecha. En el afio de alta cosecha se ha observado que la viabilidad del
polen en los cultivares ‘Hass’ y ‘Fuerte’ es mayor que en el afio de baja
produccion; de esta forma, en los afios de alta produccion, ésta se veria
favorecida no sélo por la mayor produccion de flores y de polen sino ademas, por

la produccién de polen con mayor viabilidad.

La observacion de que se produce una mayor germinacion del polen de las
anteras internas puede tener efectos sobre la polinizacion en la fase masculina, ya
que se ha observado que el estigma puede ser receptivo en esa fase y que, en el
momento de la apertura de las flores masculinas, las anteras internas pueden estar
en contacto con el estigma (ver capitulo 2). Por otra parte, esta diferencia puede
ser debida a diferencias en el desarrollo entre los estambres internos y externos,
lo que se ve reflejado en estudios de desarrollo con microscopia electronica
(Buzgo et al., 2007) en los que los estambres internos parecen estar mas

avanzados en su desarrollo aunque la dehiscencia ocurre al mismo tiempo.

Longitud del tubo polinico in vitro

La temperatura tuvo un claro efecto en la longitud de los tubos polinicos
y, ademads, se encontraron diferencias entre genotipos. Asi, ‘Maoz’ fue el
genotipo que presentd la minima longitud de tubos al igual que la minima
germinacion. Ademas, tanto la germinaciéon como el crecimiento del tubo
polinico se ven afectado positivamente por el incremento de temperatura, lo que
afianza la idea de que bajo las condiciones de cultivo del sureste espafiol no seria
un buen candidato como polinizador puesto que requiere de temperaturas mas

calidas.

En los genotipos ‘Hass’, ‘Fuerte’ y ‘Anaheim’ la temperatura tampoco
afecto al crecimiento de los tubos polinicos. Por el contrario, el crecimiento de
los tubos de ‘Gvar 13’ se ve afectado negativamente por el incremento de
temperatura, mientras que en el caso de ‘Topa Topa’ el crecimiento fue 6ptimo

en las condiciones mas calidas.
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Aungue el método de germinacion in vitro se considera como un método
adecuado para estudios de viabilidad del polen por su facilidad y rapidez seria
necesario completar este trabajo estudiando la viabilidad del polen en base al
cuajado (Shivanna y Johri, 1989). Trabajos posteriores evaluando el efecto de la
temperatura durante el desarrollo del grano de polen pueden arrojar luz sobre el
efecto de la temperatura sobre la fase reproductiva en un sentido mas amplio ya
que hay evidencias que ponen de manifiesto que si durante este periodo se
somete a las flores a un estrés térmico la viabilidad del polen se ve mermada

hasta en un 50% (Issarakraisila y Considine, 1994).

Los resultados de este trabajo indican que la temperatura tiene un efecto
sobre la germinacion de polen y el crecimiento del tubo polinico en aguacate y
que existe un comportamiento diferencial dependiendo del origen racial de los
cultivares, lo que tiene claras implicaciones de cara a la utilizacion de diferentes
variedades como polinizadores; la metodologia descrita en este trabajo permitiria
una seleccion precoz de los genotipos mas adaptados a las diferentes

temperaturas.
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2 EFECTO DE LA TEMPERATURA Y DE LA HUMEDAD
RELATIVA SOBRE LA FASE PROGAMICA

INTRODUCCION

La fase progamica es la fase comprendida entre la polinizacion y la doble
fecundacion del saco embrionario (Linskens, 1986). La interaccion polen-pistilo
juega un importante papel en la fase progamica (Linskens, 1986) puesto que
interviene en la seleccion del parental masculino convirtiendose en un factor de
gran importancia en los procesos evolutivos de las angiospermas (Mulcahy,
1979). Durante esta interaccién tiene lugar una intensa competicion entre granos
de polen que afectard a la composicion genética de la progenie y se puede ver
alterada modificando la densidad del polen sobre el estigma o la distancia a lo
largo de la que los tubos polinicos crecen y compiten (Schlichting et al., 1987;

Hormaza y Herrero, 1992).

La polinizacién es el primer paso por el que se produce el intercambio de
genes entre plantas (polinizacion cruzada) o la recombinacion dentro de una
planta (autopolinizacion). En aguacate se distinguen tres mecanismos de
transferencia de polen: fecundacién cruzada en la que el polen se transfiere de
una flor a otra de diferente genotipo, geitonogamia cuando ocurre entre flores del
mismo genotipo y autopolinizacion cuando el polen procede de la misma flor. El
aguacate, debido a que presenta dicogamia protoginica, se ha considerado como
una especie cuyo mecanismo de reproducciéon principal es la fecundacion
cruzada.

Durante el proceso de polinizacion, la viabilidad del polen y la
receptividad estigmatica son factores criticos en la interaccion polen-pistilo vy,
por tanto, en la fructificacion. El estigma es la primera estructura con la que se
encuentran los granos de polen y donde tiene lugar la hidratacién, la germinacion
y el crecimiento inicial del tubo polinico. En esta fase tiene lugar una importante

interaccién entre polen y estigma (revisado en Hiscock y Allen, 2008). Para que
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esta serie de procesos tengan lugar, el estigma debe ser receptivo. La
receptividad estigmatica es muy variable entre especies oscilando desde unas
pocas horas a varios dias (Heslop-Harrison, 2000; Yi et al., 2006) mostrando
ademas gran variabilidad en funcién de las condiciones ambientales. El final del
periodo de receptividad estigmatica se ha asociado con la degeneracién de las
papilas, aungue en algunas especies como el almendro (Yi et al., 2005) a pesar de
que esta superficie estigmatica se vuelva necrdtica continua siendo receptiva.

El periodo efectivo de polinizacion se ha definido como el periodo durante
el cual la polinizacién es efectiva para producir frutos (Williams, 1966), por lo
que adquiere gran importancia condicionando el cuajado. Este periodo se
restringe por limitaciones en tres eventos principales: receptividad estigmatica,
cinética del tubo polinico y longevidad del 6vulo (revisado en Sanzol y Herrero,
2001). Ademas, este periodo se ve modificado por las condiciones ambientales,
siendo la temperatura uno de los factores mas influyentes en su duracién puesto
que afecta a pasos relevantes como son la receptividad estigmatica (Burgos et al.,
1991; Egea et al., 1991; Kumar et al., 1995; Hedly et al., 2003), la germinacion y
el crecimiento del tubo polinico (Lewis, 1942; Williams, 1970; Elgersma et. al.,
1989), la longevidad del 6vulo (Tompson y Liu, 1973; Stésser y Anvari, 1982;
Postweiler et al., 1985) y el cuajado (Jackson y Hamer, 1980; Mellenthin et al.,
1972; Vasilakakais y Porlingis, 1985; Cuevas et al., 1994). Asi, se ha descrito
que el incremento de la temperatura acelera el crecimiento del tubo polinico y la
degeneracion del estigma (Egea et al., 1991; Burgos et al., 1991; Hedly et al.,
2003), el desarrollo del ovulo (Stosser y Anvari, 1982) y su degeneracion
(Cerovic y Ruzic, 1992; Postweiller et al., 1985) mientras que, por otra parte, las
bajas temperaturas reducen el crecimiento del tubo polinico (Willians, 1979;
Socias i Company et al., 1976) e incrementan el tiempo de viabilidad del 6vulo
(Burgos y Egea, 1993; Stosser y Anvari, 1982).

La duracion de la receptividad estigmatica es muy variable en funcién de
la especie oscilando desde una hora hasta varios dias (Heslop-Harrison, 2000).
Asi, por ejemplo, en el caso de la teca (Tectona grandis) puede durar varias horas

(Tangmitcharoen y Owens, 1997), cinco dias en el caso de Silene vulgaris
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(Young y Gravitz, 2002) e incluso méas de una semana en el caso de Eucalyptus
(Heslop-Harrison, 2000). En el caso del peral, los granos de polen pueden
adherirse al estigma inmaduro, aunque, todavia no retne las condiciones 6ptimas
para que germinen (Sanzol et al., 2003).

A pesar del interés que presenta la duracion del periodo efectivo de
polinizacion en aguacate, no se tiene informacion clara en esta especie del efecto
de las condiciones ambientales sobre el PEP. En esta especie se ha descrito que
cuando las flores abren en estado masculino el estigma ya no se muestra
receptivo y, aunque la germinacion del polen tenga lugar, los tubos polinicos no
alcanzan el 6vulo (Sedgley, 1977a; Shoval, 1987). Sin embargo, en otros trabajos
se ha descrito que la fecundacion puede tener lugar tras la polinizacion en la fase
masculina (Davenport, 1989, 1991, 1999; Davenport et al., 1994). Debido a estos
argumentos contradictorios en este trabajo se ha planteado el estudio del efecto
de diferentes condiciones de temperatura y de humedad relativa existentes
durante la floracion sobre la receptividad estigmatica y el crecimiento del tubo
polinico en el estilo, permitiendo el desarrollo de estrategias encaminadas a

optimizar la polinizacion y el cuajado.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

En este trabajo se utiliz6 como parental femenino el cultivar Hass y se
emplearon dos cultivares como parentales masculinos ‘Hass’ y ‘Fuerte’. Las
flores de ‘Fuerte’ se usaron para polinizar las flores de ‘Hass’ en estado
femenino, mientras que las de ‘Hass’ para polinizar flores de ‘Hass’ en estado
masculino. Las flores empleadas como parentales femeninos se recogieron justo
en el momento de antesis mientras que las que se usaron como donadoras de

polen se recogieron en el momento de la dehiscencia de las anteras.
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Efecto de la temperatura y la humedad relativa sobre la receptividad
estigmatica

Se llevaron a cabo dos ensayos de forma paralela, uno en campo y otro en
camaras de cultivo, donde fue posible el control de las condiciones de

temperatura y humedad.

Caracterizacion de las flores

Habitualmente, la receptividad se evalGa en base a la actividad enzimatica
y a la capacidad del estigma para permitir la germinacion del polen y la
fecundacion (Dafni y Maues, 1989; Sanzol et al., 2003). Uno de los métodos
estandar para evaluar la receptividad es llevando a cabo polinizaciones
controladas en diferentes momentos y estimar la germinacion del polen asi como
el crecimiento del tubo polinico (Shivanna y Rangaswamy, 1992).

En este ensayo, para la evaluacion de la receptividad estigmatica, las
flores se polinizaron en diferentes momentos del dia. Para ello, dividimos el ciclo
floral en 6 partes, tres de ellas durante el estado femenino y otras tres en el
masculino, estableciéndose de este modo seis poblaciones de flores. Las flores se
polinizan en el estado femenino y en el masculino a distintos tiempos en cada
poblacion de flores: en el momento de antesis, a mitad de su apertura y justo
cuando empiezan a cerrar. En el estado femenino las polinizaciones se realizan
por contacto directo con las anteras de las flores del cultivar Fuerte y en el estado
masculino con flores del cultivar Hass, no siendo posible el uso del mismo
cultivar como donador de polen en los distintos estados debido a la dicogamia

que presenta la especie.

Polinizacion

Para evaluar la receptividad estigmatica, se recogieron aproximadamente
60 flores por tratamiento y se mantuvieron en espuma de florista humedecida.
Este método de cortar las flores y colocarlas en camaras nos permite controlar las
condiciones evitando asi la influencia de otros posibles factores ambientales. En

el primer ensayo se estudié el efecto de cuatro temperaturas que cubren el rango
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de las observadas durante le etapa de floracion: 15, 20, 25 y 30°C. En el segundo
ensayo se estimo el efecto de tres humedades relativas: 50, 75 y 95% en flores
mantenidas a una temperatura de 25°C.

Ademaés también se realizO un ensayo en campo donde las flores se
cubrieron con una malla en el momento de la antesis para impedir el contacto con
las abejas evitando polinizaciones indeseadas. Para las polinizaciones en campo
las flores se dividieron en distintos grupos que se polinizaron en distintos
momentos del dia. De este modo en el estado femenino se establecieron tres
grupos, uno de los cuales se polinizd a las 12:00, el segundo a las 13:30 y el
tercero a las 15:00. En las flores en el estadio masculino también se establecieron
tres grupos, uno de los cuales se polinizo a las 16:30, el segundo a las 18:00 y el

tercero a las 19:30. Se polinizé un total de 60 flores por tratamiento.

Preparacion del material para el microscopio

Durante los tres dias posteriores a la polinizacion se recogieron 20 flores
diariamente de cada uno de los tratamientos y se fijaron en FAA (Johansen,
1940). Posteriormente, se lavaron durante 3 horas en agua destilada y se
mantuvieron durante toda la noche a 4°C en sulfito sodico al 5%. Tras este
tiempo se sometieron a una presién de 1Kg/cm? durante 10 minutos en un
autoclave (Jefferies y Blecher, 1974). Los pistilos se prepararon mediante
aplastamiento (squash) con azul de anilina al 0,1% en PO4K3; 0,1N (Linskens y
Esser, 1957) para la observacion de la adhesion y germinacién de los granos de
polen y el crecimiento de los tubos polinicos. Una vez montadas las
preparaciones se visualizaron con un microscopio de fluorescencia de luz

incidente para luz violeta Ortolux II.
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Figura 1. Flores de aguacate mantenidas en espuma de florista.

Evaluacidn de la receptividad estigmatica

La receptividad estigmatica se evalué como la capacidad del estigma para
permitir la germinacion de los granos de polen y el crecimiento de los tubos
polinicos a través del tejido transmisor. Se contd el nimero de granos de polen
adheridos y los granos de polen germinados en el estigma bajo las diferentes
condiciones de temperatura y humedad relativa para el calculo del porcentaje de
germinacion. Se consideraron como granos de polen germinados aquellos que
presentaron un tubo polinico cuya longitud era al menos el doble del diametro del

grano de polen.

Efecto de la temperatura sobre el crecimiento del tubo polinico in vivo

Material vegetal

Para llevar a cabo el estudio del efecto de la temperatura en el
comportamiento del polen in vivo, se recogieron flores del cultivar Hass en el
momento de antesis, y se mantuvieron en espuma de florista humedecida bajo
condiciones de temperatura controladas en una camara de crecimiento. En este
ensayo se emplearon temperaturas que cubren el rango de las registradas durante
los meses de floracion en nuestras condiciones de cultivo: 10, 20 y 30°C con un
fotoperiodo de 15 horas. Las flores empleadas se corresponderian con las flores

que en el caso anterior hemos considerado como B (flores en estado femenino a
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mitad de su etapa de apertura). Se polinizaron usando flores del cultivar Fuerte
que se recogieron en el momento en el que sus anteras empezaron a liberar polen;
el polen se aplico mediante contacto directo de las anteras con el estigma de las
flores de ‘Hass’. Se recogieron y fijaron en FAA (formalina: acido acetico: 70%
etanol v/v 1:1:18) un minimo de 10 pistilos 2, 4, 6, 8, 24, 30 y 48 horas después

de la polinizacion.

Preparacion del material para el microscopio

Para el estudio del comportamiento del polen, se lavaron los pistilos con
agua destilada durante tres horas; posteriormente se mantuvieron durante toda
una noche a 4°C en sulfito sddico al 5%. Al dia siguiente se sometieron durante
10 minutos a 1 Kg/cm? de presion en el autoclave (Jefferies y Belcher, 1974) lo
que permitio ablandar los tejidos facilitando el aplastamiento asi como evitar la
proliferacion de hongos en el material vegetal. En cada pistilo se disecciond el
ovulo y se tifid con unas gotas de azul de anilina en K3PO,4 0,1 N (Linkens y
Esser, 1957), aplastandolos entre porta y cubreobjetos (squash). Estas
preparaciones se conservaron durante una noche a 4°C y en un ambiente hiumedo
para ser visualizados al dia siguiente al microscopio de fluorescencia Leica DM
LB2 con un filtro excitador 515-560 y filtro bloqueador LP 590. La dinamica de
los tubos polinicos se analizé contando el nimero de tubos polinicos que habian
alcanzado la parte superior del estilo, la parte media y la base del estilo y se
expres6 como la relacion de tubos que habian alcanzado cada punto del estilo
dividido entre el numero de granos de polen que habian germinado en el estigma
(Hedhly et al.,, 2004). En aguacate, no es posible analizar el efecto de la
temperatura contando el nimero de tapones de callosa que se van acumulando
conforme el tubo polinico va creciendo como se ha sugerido por Snow y Spira
(1991) puesto que los tapones de callosa no se distinguen claramente a lo largo

del tubo polinico.
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Viabilidad del 6vulo

Para el estudio de la viabilidad del évulo, se emplearon los 6vulos de los
pistilos del ensayo anterior y se procesaron como se ha descrito anteriormente
para ser visualizados con la tincion de azul de anilina. El azul de anilina tifie la
callosa, un polisacarido compuesto por 1-3 B glucanos, que se deposita en la
pared del tubo polinico durante su crecimiento y permite valorar la viabilidad del
6vulo de acuerdo a Anvari y Stosser (1978) puesto que los dvulos no viables

emiten fluorescencia mientras que los viables no lo hacen.

Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa SPSS 15.00.
Los datos de porcentaje, previa transformacion angular (arco seno), se analizaron
con un ANOVA. EIl establecimiento de los grupos para los que existian

diferencias se realiz6 con el test de Duncan.

RESULTADOS

La fase progamica en aguacate se inicia con la adhesion y germinacion del
grano de polen en el estigma (2a y 2b). Los tubos polinicos crecen a lo largo del
estilo (2¢) y su numero se reduce considerablemente a medida que descienden
por el estilo, de tal forma que solo uno o dos tubos alcanzan la base del estilo
(2d). En la mayoria de los casos, un unico tubo polinico llega al ovario (2e) para

posteriormente fecundar al 6vulo (2f).
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Figura 2. (a) Germinacion de granos de polen y crecimiento inicial del tubo polinico en flores
polinizadas en estado femenino. (b) Germinacion de granos de polen y crecimiento inicial del
tubo polinico en flores polinizadas en estado masculino. (c) Crecimiento de los tubos polinicos
en la parte media del estilo de flores polinizadas en estado femenino. (d) Reduccién progresiva
del nimero de tubos polinicos a lo largo del estilo. (e) Tubo polinico en el ovario. (f) Llegada de

un tubo polinico al évulo. Barra= 100 um. Tincién: azul de anilina.
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Efecto de la temperatura en la receptividad estigmatica

La polinizacién efectiva va seguida de la adhesion de los granos de polen
y su posterior hidratacion, aunque los granos de polen hidratados no siempre
germinan. La receptividad estigmatica se ha evaluado en base a la adhesion de

polen, germinacion y crecimiento del tubo polinico a lo largo del estilo.

Adhesion del polen

El efecto de la temperatura en la adhesion del polen se ha estudiado tanto
en el estadio femenino como masculino.

Se observa que se produce adhesion de polen al estigma durante todo el
proceso de apertura y cierre de las flores, desde el momento de la apertura en
estado femenino hasta el momento en que las flores comienzan a cerrar en estado
femenino (Figura 3). Por otra parte, tanto en el estado masculino como femenino
se encontraron diferencias significativas en base a la temperatura (p<0,001). En
el estado femenino la maxima adhesion se obtuvo a 20 y 25°C, mientras que a 15,
30°C y bajo las condiciones existentes en el campo esta adhesién disminuyd
significativamente (p=0,001). La temperatura media en el campo entre las 11:00
y las 15:00 (momento en el que las flores se encuentran abiertas en estado
femenino) era de 21,04. Este mismo comportamiento se observé en el estado
masculino donde fue evidente una disminucion de la adhesién a medida que
aumentaba la temperatura asi como bajo las condiciones de campo (p<0,001).
Por lo tanto, en ambos estados la mayor adhesion se consigue a 20 y 25°C
disminuyendo significativamente a medida que nos alejamos de este rango
(Figura 3).
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Figura 3. Efecto de la temperatura en la adhesion de los granos de polen. (a) Diferencias en la
adhesion observada en estado masculino y en estado femenino. (b) Nimero de granos de polen
adheridos bajo cinco condiciones de temperatura a lo largo del ciclo floral, siendo A el
momento en el que las flores abren en estado femenino, B, a mitad del estado femenino, C, el
momento en el que las flores comienzan a cerrar al final del estado femenino, D, momento en el
que las flores abren en estado masculino, E mitad del periodo en estado masculino y F momento
en el que las flores comienzan a cerrar en el estado masculino.

Porcentaje de germinacion

Cuando analizamos el efecto de la temperatura en el estado femenino,
encontramos porcentajes de germinacion que oscilan desde 0 a 85%
obteniéndose el maximo a 20 y 25°C y el minimo cuando la temperatura
incrementaba hasta 30°C. No se encontraron diferencias significativas en el
porcentaje de germinacion a 15, 20°C y bajo las condiciones de campo. A 20°C

no se observaron diferencias significativas entre los dos estados (p>0,05); sin
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embargo, a 25°C la germinacion fue significativamente inferior en el estado
masculino. A diferencia de la adhesion, en el caso del porcentaje de germinacion
este fue superior en el estado femenino, aunque en ambos estados se observo una
disminucion importante con el incremento de la temperatura (Figura 4). No
obstante, se observa germinacion durante todo el proceso en el que las flores
estan abiertas, desde la apertura en estado femenino hasta el cierre en estado

masculino.

60 1

40 A

% Germinacion

15°C 20°C 25°C 30°C Campo

Temperatura

= Femenino ® Masculino

100 ~

80 A

60 -

40 A
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Figura 4. Efecto de la temperatura en el porcentaje de germinacién de los granos de polen. (a)
Diferencias en la germinacion observada en estado masculino y en estado femenino. (b)
Porcentaje de germinacion bajo cinco condiciones de temperatura a lo largo del ciclo floral,
siendo A el momento en el que las flores abren en estado femenino, B, a mitad del estado
femenino, C, el momento en el que las flores comienzan a cerrar al final del estado femenino, D,
momento en el que las flores abren en estado masculino, E mitad del periodo en estado
masculino y F momento en el que las flores comienzan a cerrar en el estado masculino.
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Efecto de la humedad relativa en la receptividad estigmatica

Adhesién de polen

El efecto de la humedad relativa sobre la adhesion del polen se ha
estudiado también en el estado femenino y en el masculino, siendo las
condiciones necesarias para obtener la méxima adhesion de polen, diferentes en
ambos estados. Asi, en el estado femenino la maxima adhesion se obtuvo cuando
la humedad relativa era del 50% (p<0,05) mientras que en el estado masculino
cuando la humedad era del 75% (p<0,001). Bajo las diferentes condiciones de
humedad relativa analizadas, la adhesion del polen fue siempre mayor en el
estado masculino que en el femenino (Figura 5a).

Ademaés, al estimar la adhesion a lo largo del estado femenino,
observamos que justo en el momento de la apertura y dos horas mas tarde, la
méaxima adhesion se obtenia al 50%; sin embargo, la maxima adhesion justo en el
momento en el que las flores empiezan a cerrar al final del estado femenino (flor
tipo C) se consigue a 95%. En el estado masculino la minima adhesién se obtuvo
al 50% de humedad y la méxima durante toda la etapa masculina se consiguié al
75% (Figura 5b).
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Figura 5. Efecto de la humedad relativa en la adhesion de los granos de polen. (a) Diferencias
en la adhesion observada en estado masculino y en estado femenino. (b) Nimero de granos de
polen adheridos bajo tres humedades relativas a lo largo del ciclo floral, siendo A el momento
en el que las flores abren en estado femenino, B, a mitad del estado femenino, C, el momento en
el que las flores comienzan a cerrar al final del estado femenino, D, momento en el que las
flores abren en estado masculino, E mitad del periodo en estado masculino y F momento en el
que las flores comienzan a cerrar en el estado masculino.

Germinacion de polen

Por otra parte, al evaluar el efecto de la humedad relativa en el porcentaje
de germinacion en ambos estados se observa que la maxima germinacion siempre
se obtiene cuando la humedad relativa era de 75 y 95% disminuyendo
significativamente cuando la humedad descendia al 50% (p=0,001). De este
modo, los requisitos necesarios para alcanzar la maxima adhesion y germinacion

son diferentes (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de la humedad relativa en el porcentaje de germinacién de los granos de polen.
(a) Diferencias en la germinacion observada en el estado masculino y en el femenino. (b)
Porcentaje de germinacion bajo tres humedades relativas a lo largo del ciclo floral, siendo A el
momento en el que las flores abren en estado femenino, B, a mitad del estado femenino, C, el
momento en el que las flores comienzan a cerrar al final del estado femenino, D, momento en el
que las flores abren en estado masculino, E mitad del periodo en estado masculino y F momento
en el que las flores comienzan a cerrar en el estado masculino.

Efecto de la temperatura en el crecimiento del tubo polinico in vivo

La temperatura tuvo un claro efecto en el crecimiento del tubo polinico
disminuyendo el tiempo necesario para alcanzar el 6vulo conforme aumenta la
temperatura. Asi, a 30°C dos horas después de la polinizacion los tubos polinicos
habian alcanzado la base del estilo y dos horas mas tarde se observaron en el
ovario. Los tubos polinicos penetraron el dévulo 24 horas después de la

polinizacion.
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A 20°C fue necesario un tiempo de 4 horas para que los tubos llegasen a la
base del estilo y tras 6 horas de la polinizacion en el 63% de las flores analizadas
se observo el tubo polinico alcanzando el ovario necesitdndose dos horas méas
para alcanzarlo en el total de las flores.

Al disminuir la temperatura a 10°C se puso de manifiesto un descenso en
la tasa de crecimiento del tubo polinico. Dos horas después de la polinizacion los
tubos se encontraban en la parte media del estilo, y fue necesario entre 6 y 8
horas para que los tubos alcanzasen la base del estilo. Tras 24 horas los tubos
alcanzaron el ovario; sin embargo, durante las 48 horas de seguimiento no se
observé ningun tubo en proximidad al évulo. El efecto de la temperatura se
refleja en la figura 7.

Aunqgue el tiempo requerido para alcanzar el ovario disminuy6 con el
aumento de temperatura, no se observaron diferencias en el numero de tubos
polinicos que alcanzaron la base del estilo en relacion con los granos de polen
germinados (p=0,161). En la parte superior del estilo, el nimero de tubos
polinicos oscil6 desde 1 a 15 con un valor medio de 6 y este numero fue
disminuyendo a medida que nos alejamos del estigma; asi, en la parte media del
estilo el nimero de tubos polinicos fue de dos y en la mayoria de los casos un

Unico tubo alcanzo6 el ovario.

Efecto de la temperatura sobre la viabilidad del évulo

La viabilidad del 6vulo juega un importante papel en el periodo efectivo
de polinizacién (Williams, 1970) puesto que es el Gltimo paso que garantiza la
fecundacion. En este trabajo se puso de manifiesto que el 86% de las flores
mantenidas a 30°C conservaron sus 6vulos viables 48 horas después de la antesis,
mientras que a 10 y 20°C los ovulos eran viables en el 100% de las flores

analizadas.
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Figura 7. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento del tubo polinico a lo largo del pistilo.
En linea discontinua se muestra el periodo en el que no se tomaron datos.

DISCUSION

Receptividad estigmatica
En este trabajo se ha estudiado el efecto de la temperatura y la humedad
relativa sobre la receptividad estigmaética evaludndose por separado sus efectos

sobre la adhesién y la germinacion de polen.

Efecto de la temperatura y humedad relativa sobre la adhesion del polen

La adhesion del polen depende en parte de la naturaleza del polen y de los
componentes de la superficie estigmatica. En este trabajo se observaron
variaciones en cuanto a la adhesion del polen entre los dos estados de la flor,
obteniéndose la méaxima adhesion en el estado masculino; estos resultados
resultan sorprendentes puesto que seria de esperar una mayor capacidad de
adhesién en el estado femenino cuando, en principio, se ha asumido que el
estigma de aguacate es receptivo desde el momento de antesis (Buzgo et al.,
2007). Sin embargo, hay que tener en cuenta que parte de las diferencias
observadas podrian ser debidas a que el polen empleado para polinizar en los

distintos estados es distinto puesto que en el estado femenino se poliniza con
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polen de ‘Fuerte’ y en el masculino con flores de ‘Hass’. En cualquier caso los
resultados demuestran que la adhesion de polen se produce también durante la
fase masculina de la flor. Al contrario de las observaciones realizadas en cerezo
donde se puso de manifiesto que la adhesion de los granos de polen se
incrementa con el incremento de la temperatura (Hedhly et al., 2003) y se explico
en funcion de la aceleracion de la maduracion del estigma, en el caso del
aguacate, probablemente la maduracién del estigma se ha completado en el
momento de antesis y la secrecidn estigmatica sea suficiente para retener el
maximo numero de granos de polen. Asi, se puede decir que la temperatura a la
que se produce mayor adhesion es a 25°C.

Respecto a la humedad relativa, parece tener mas influencia en el estado
masculino que femenino; en el estado femenino la maxima adhesion se obtiene
cuando la humedad ambiental era muy baja (50%) lo que podria deberse a que
los componentes de la secrecidn estigmatica bajo esta condicion se encuentren

menos diluidos.

Efecto de la temperatura y humedad relativa sobre la germinacion del polen

La adhesion de polen se continta con su hidratacion, consecuencia del
paso de agua desde el estigma al interior del grano de polen y, una vez hidratado,
se produce la germinacion del grano de polen. Esta germinacion también
depende en gran medida de las condiciones ambientales. Asi, la maxima
germinacion se obtiene en este trabajo bajo condiciones de temperatura entre 20
y 25°C como ya se habia descrito previamente en aguacate (Loupassaki, 1995;
Sahar y Spiegel-Roy, 1984; Lopassaki et al., 1997; Sedgley y Annells, 1981)
coincidiendo estas condiciones con las Optimas para el cuajado (Sedgley, 1987;
Sedgley y Annells, 1981). Sin embargo, en este trabajo encontramos diferencias
respecto al efecto del incremento de la temperatura en el porcentaje de
germinacion previamente descrito en aguacate (Sedgley y Annells, 1981)
observandose que cuando la temperatura supera los 25°C, la germinacion del
polen disminuye, viéndose este efecto muy intensificado en la germinacion del

polen depositado en estigmas de flores masculinas, en las que, justo en el
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momento de cerrarse, a temperaturas de 30°C el estigma practicamente ha
perdido la capacidad de permitir la germinacion.

El efecto negativo del incremento de la temperatura sobre la germinacién
de polen podria ser debido a que se acelera la degeneracion de la superficie
estigmatica. Igualmente hay que tener en cuenta el polen empleado, puesto que
en los estudios de germinacion in vitro (Capitulo 1) también se observé que, al
incrementar la temperatura, disminuye la germinacion del polen de ‘Fuerte’. De
hecho, el cultivar Fuerte que es un hibrido GxM, parece estar mejor adaptado a
ambientes mas frescos y su floracion comienza 2 semanas antes que la de ‘Hass’
cuando las temperaturas son inferiores (Capitulo 7).

La humedad relativa también tiene un efecto sobre la germinacion, de tal
forma que las altas humedades relativas evitan la desecacion del estigma incluso
en el estado masculino, permitiéndose bajo estas condiciones la germinacion del
polen. Ademas, en los estudios in vitro se ha puesto de manifiesto la necesidad
de someter al polen a un ambiente de alta humedad incrementando enormemente
su capacidad de germinacién (Loupassaki et al, 1997).

Sin embargo, bajo las condiciones encontradas en el campo, en el estigma
de flores en estado masculino el porcentaje de germinacion se reduce siendo
minimo justo antes de cerrarse la flor; estos resultados son esperados por la gran
variabilidad de temperatura y humedad relativa que se observa a lo largo de la
etapa de floracion. Este trabajo apoya las observaciones de Davenport (1981,
1991, 1999, 1994) que sugeria que la mayor deposicion de polen ocurria en flores
durante el estado masculino y que en estos casos podia tener lugar la
fecundacion.

En base a estos resultados, el estigma conserva la capacidad de permitir la
germinacion del polen en el estado masculino asi como el crecimiento inicial del
tubo polinico, por lo que, en caso de que el dvulo sea todavia viable, la
fecundacion podria ser posible en el estado masculino. Esta autopolinizacion en
la fase masculina se puede considerar como un mecanismo destinado a asegurar
la fecundacion en aquellas situaciones en las que la fecundacion en el estado

femenino se encuentra dificultada. De hecho, temperaturas entre 20°C y 30°C y
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altas humedades relativas son las condiciones habituales en la zona de origen del
aguacate.

La extension de la duracion de la etapa de floracion, la produccion
exuberante de flores y la extension del periodo de receptividad estigmatica
podrian considerarse como mecanismos de adaptacion frente a las condiciones
desfavorables (Beardsell et al., 1993) y principalmente en aquellos ambientes
donde la actividad del polinizador es reducida (Herrera, 1982) incrementandose
de esta forma la oportunidad de polinizacion.

Desde un punto de vista agronémico, la duracion de la receptividad es de
gran interés puesto que aumenta las oportunidades de fecundacion (Nepi y
Pacini, 1993; Tangmitcharoen y Owens, 1997; Sornsathepornkul y Owens, 1998;
Aleemullah et al., 2000) y condiciona el nimero de polinizadores efectivos que
puedan visitar la flor. En el caso del aguacate, si se mantiene la receptividad en el
estado masculino se incrementa la probabilidad de fecundacion en aquellas
condiciones en las que la polinizacion durante la fase femenina se vea dificultada
permitiendo la autofecundacién en el caso de que el dvulo sea todavia viable. De
este modo, la autopolinizacion podria ocurrir no sélo por la coexistencia entre
flores en estado masculino y femenino de un mismo cultivar sino que, ademas,
por la polinizacion en el estadio masculino de la flor. Evidentemente, en aquellos
casos en los que la polinizacion durante la etapa femenina no sea limitante, estos
granos de polen presentaran ventajas con respecto a los que se depositen durante

el estado masculino al haber germinado antes.

Efecto de la temperatura sobre el crecimiento del tubo polinico

Al igual que en otras especies (revisado en Hormaza y Herrero, 1992), en
aguacate, a pesar de que un gran nimero de granos de polen germinan en el
estigma, el nimero de tubos polinicos disminuye conforme descienden por el
estilo (Tomer y Gottreich, 1975; Sedgley, 1979), de tal forma que sélo uno
conseguira alcanzar el ovario y fecundar el dvulo. Sin embargo, se requiere de
una carga minima de granos de polen sobre el estigma para que se produzca la

germinacion (Hormaza y Herrero, 1996; Shoval, 1987) al mismo tiempo que se
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favorece la competicidén entre genotipos o entre granos de polen del mismo
genotipo. En este proceso de competencia, aquel genotipo cuyo tubo polinico
crezca mas réapido se verd claramente aventajado con respecto al resto
minimizando de esta forma el efecto desfavorable de las condiciones ambientales
(Tangmitcharoen y Owens, 1997).

En aguacate (Sedgley, 1977; Sedgley y Annells, 1981; Sedgley y Grant,
1983) asi como en otras especies (revisado en Hedhly et al., 2009) el crecimiento
del tubo polinico a lo largo del pistilo es susceptible a las condiciones de
temperatura pudiendo afectar al cuajado. Asi, en aguacate, se habia descrito que
bajo condiciones de 25°C durante el dia y 20°C por la noche se requiere entre 18
y 24 horas para que el tubo polinico alcance al ovulo (Sedgley, 1979)
coincidiendo con los resultados obtenidos en este trabajo a 30°C. Sin embargo,
cuando disminuye la temperatura, el crecimiento del tubo polinico se ralentiza,
resultando en retraso o incluso disminucion de la fecundacion. De hecho, en este
trabajo, en las condiciones de baja temperatura, después de 48 horas no se
observo ningln tubo polinico en las proximidades del 6vulo. Por tanto, el hecho
de no observar fecundacion a 10°C coincide con el bajo cuajado observado en
condiciones de baja temperatura. A pesar del efecto de la temperatura en la
dindmica del tubo, se requiere de un tiempo minimo de 24 horas tras la
polinizacion para que la fecundacion tenga lugar, probablemente debido a la
inmadurez del ovario en el momento de la antesis (Sedgley, 1979). Este periodo
también se ha descrito en otras especies, en las que se requiere hasta incluso
cuatro dias después de que los tubos alcancen la base del estilo para que se
produzca la fecundacion en almendro (Polito y Pimienta, 1982) o en
melocotonero (Prunus persica) (Herrero y Arbeloa, 1989).

De este modo, el hecho de que no se hayan observado tubos polinicos a
10°C cerca del 6vulo tras 48 horas de estudio podria explicarse por una

ralentizacion en la maduracion del évulo.
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Viabilidad del 6vulo

El ultimo paso de la fase progdmica que garantiza la fecundacion, es el
hecho de que una vez que el tubo polinico alcanza el dvulo, éste sea viable. La
viabilidad del ovulo es uno de los principales problemas en la formacion del fruto
y cuajado en muchos frutales; esta viabilidad generalmente se ve reducida con el
incremento de la temperatura (Burgos y Egea, 1993; Stdsse y Anvari, 1982;
Hedhly et al, 2003). En este estudio se ha puesto de manifiesto que las altas
temperaturas acortan el tiempo de viabilidad del 6vulo pero no llega a ser un

factor limitante en aquellas flores polinizadas en estado femenino.

Conclusion

En este trabajo se pone de manifiesto que la humedad relativa y la
temperatura juegan un importante papel en la duracion de la receptividad
estigmatica en aguacate como ya se habia descrito en otras especies (Hedhly et
al., 2003, 2004, 2005). Ambientes de baja humedad relativa y altas temperaturas
aceleran la desecacion del estigma y por lo tanto acortan el periodo de
receptividad estigmatica. De esta forma, se podria concluir que, bajo condiciones
de humedad relativa entre 75y 95% y con temperaturas de 25°C las condiciones

de fecundacidn se ven favorecidas y, por lo tanto, también las de cuajado.
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3 PATRON DE CRECIMIENTO Y CAIDA DE FLORES Y
FRUTOS

INTRODUCCION

La produccion de mas flores que frutos es una caracteristica frecuente en
especies vegetales (Stephenson, 1981) aunque el porcentaje de flores que llegan a
transformarse en fruto depende de la especie y puede oscilar desde menos del 1%
al 100% (Lloyd, 1980; Stephenson, 1981). La caida de flores y frutos se ha
convertido en un factor limitante en la produccion de muchos cultivos como
citricos (Monseline, 1986), tamarillo (Lewis y Considine, 1999) o aguacate
(Cameron et al.,, 1952; Sedgley, 1987, Lahav y Zamet, 1999). Cuando las
reservas nutritivas son limitadas, la transformacion de flor en fruto se puede ver
afectada incluso por la posicion que ocupa dentro de la inflorescencia, por la
fecha de apertura e incluso por la presencia de frutos en desarrollo (Stephenson et
al., 1988; Stephenson, 1992).

Tras la antesis, comienza la transformacion de flor en fruto, aconteciendo
en este momento en muchas especies una caida prematura de flores (Guitian,
1993). Frecuentemente, esta caida masiva de flores y frutos en desarrollo se ha
explicado en aguacate como consecuencia de una polinizacion inadecuada
(Sedgley, 1987; Lahav y Zamet, 1999; Garner y Lovatt, 2008); sin embargo,
otros factores podrian estar implicados en este proceso tales como las
condiciones ambientales, la competencia por las reservas nutritivas o incluso la
propia calidad de la flor. La calidad de la flor fue definida por Williams (1965)
como la capacidad que presenta una flor para transformarse en fruto y parece
estar condicionada por el estatus nutritivo del arbol (Lloyd, 1980) y las reservas
nutritivas de la propia flor (Rodrigo et al., 2000). Asi, una correlacién entre los
niveles de carbohidratos y la caida de flores y frutos se ha establecido en especies
diversas como citricos (Garcia-Luis et al., 1988), albaricoquero (Rodrigo et al; en

prensa), vid (Lebon et al, 2004) o pimienta (Aloni et al., 1996) (ver capitulo 4).
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El aguacate es un ejemplo extremo de una exuberante floracion; sin
embargo, de los millones de flores que produce un arbol solo unas pocas llegaran
a transformarse en fruto. Esta baja tasa de cuajado se debe a una enorme caida de
flores y pequefios frutos durante los meses posteriores a la etapa de floracion
(Lahav y Zamet, 1999), cayendo la mayor parte de flores y frutos en desarrollo
debido a una carencia de fecundacion (Sedgley, 1987). Esta abscisién se ve
intensificada bajo determinadas condiciones ambientales (Sedgley, 1977,
Sedgley y Annells, 1981, Gafni, 1984) aungue la sensibilidad de la abscisién a
las condiciones ambientales ha sido discutida recientemente (Garner y Lovatt,
2008). Ademas, la tasa de cuajado es muy variable dependiendo del genotipo de
estudio. Asi, en el caso del cultivar Fuerte, el cuajado ronda el 0,015% de las
flores (Lahav y Zamet, 1999), en el cultivar Bacon el 0,03% (Inone y Takahashi,
1990) y en el cultivar Hass se ha descrito que en afios de alta produccion el
cuajado es de 0,14% mientras que en los de baja produccion es de 0,07% (Garner
y Lovatt, 2008). Por otra parte, al igual que en otro frutales de hoja perenne
(Monseline y Goldschmidt, 1982), los problemas de produccién se ven
intensificados por wuna alternancia productiva, aunque este proceso es
independiente de la caida de flores y frutos (Garner y Lovatt, 2008). Sin
embargo, no hay estudios detallados del patron de caida de flores y frutos en
aguacate desde la polinizacién a la recoleccion. Para evaluar el efecto de la
polinizacion, en este trabajo se han estudiado dos poblaciones de flores, una

polinizada manualmente y otra dejada sin polinizar.
MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Este estudio se realizd en una parcela monovarietal del cultivar Hass
durante tres afios consecutivos (2006-2008). Los genotipos empleados como

donadores de polen fueron ‘Fuerte’, ‘Marvel’, ‘Nobel’ y ‘Lamb Hass’.

76



@ Capitulo 3

Célculo de la tasa de cuajado en flores dejadas a libre polinizacion

El cuajado se determind como el porcentaje de frutos obtenidos dividido

entre el nimero de flores estimado en la floracion.

En el afio 2006, que coincidid con un afio de baja produccién de flores, se
seleccionaron 500 inflorescencias distribuidas entre 42 arboles y se dejaron a
libre polinizacién. En cada una de las inflorescencias se etiquet6 cada flor y se
anoto la posicion que ocupaba dentro de la inflorescencia asi como su fecha de
apertura. Durante el siguiente afio se seleccionaron 120 inflorescencias que se
dividieron en 8 grupos. En los cuatro primeros se analizo el efecto de la posicion
en el cuajado y en los otros 4 el efecto de la fecha de antesis. De esta forma, en el
primer grupo solamente se dejaron las flores que se encuentran en la primera fila,
en el segundo aquellas que se encuentra en la segunda fila de la inflorescencia y
asi hasta el cuarto grupo. En las inflorescencias en las que se estudio el efecto de
la fecha de antesis en el cuajado, en el primer grupo se dejaron solamente
aquellas flores que abren durante la primera semana de floracion, en el segundo
aquellas que abren durante la segunda semana eliminando aquellas que abrieron
durante la primera y las que tras la segunda semana aun no habian abierto y asi
sucesivamente hasta la cuarta semana. Cada grupo se componia de 15

inflorescencias.

En el siguiente afio de estudio, 2008, que se correspondia de nuevo con un
afio de baja produccion de flores, se marcaron 12 inflorescencias, cuyas flores

fueron contadas semanalmente hasta el momento de la recoleccion.

La caracterizacion del proceso de cuajado se hizo mediante conteos
semanales desde el final de la floracion hasta la recoleccion. Con el fin de
deslindar el momento de mayor caida se calculé la caida relativa como el
porcentaje de flores/frutos caidos cada semana respecto al numero inicial de

flores.
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Polinizaciones manuales

Con la finalidad de comparar el cuajado en flores polinizadas y aquellas
dejadas a libre polinizacion, durante el afio 2006 se polinizaron 1.067 flores en
diferentes inflorescencias distribuidas en diferentes arboles eliminando de la
inflorescencia las flores que no se polinizaron. Durante 2007 se polinizaron 597
flores usando una mezcla de polen compuesta de los genotipos ‘Nobel’,
‘Marvel’, ‘Fuerte’ y ‘Lamb Hass’. La obtencion del polen se realizé a partir de
las anteras de las flores recogidas en el momento de la dehiscencia de las anteras
y la mezcla de polen se obtuvo afiadiendo el mismo peso de anteras de cada uno
de los genotipos. Por otra parte, para comprobar si este método de polinizacion
era efectivo, se seleccionaron 645 inflorescencias en las que se eliminaron todas
las flores excepto cuatro, para después polinizar cada flor con un genotipo, v el

cruzamiento se anot6 en una etiqueta en cada flor.

Control del crecimiento del ovario en flores polinizadas y no polinizadas

Este estudio se llevo a cabo durante los afios 2007 y 2008. En el momento
de antesis, se emasculd un grupo de flores que se dejo sin polinizar, y se
cubrieron con una malla impidiendo el contacto con insectos y asi evitar que
tuviesen lugar polinizaciones indeseadas, mientras que otro grupo de flores se
poliniz6 manualmente usando polen procedente del cultivar Fuerte. El polen se

aplicé por contacto directo de las anteras con el estigma.

Se recogieron un total de 20 pistilos por tratamiento y dia durante los 10
dias siguientes al momento de antesis el primer afio de estudio, y un total de 10
pistilos durante 18 dias el segundo afio de estudio. Se midi6 el peso del pistilo y

el diametro de los ovarios.

Desarrollo del fruto

Para estimar el crecimiento del fruto y determinar el tamafio del fruto mas

sensible a la caida, durante la mitad del mes de mayo se marcaron 200 frutos. En
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cada fruto semanalmente se midio la longitud y didmetro usando un calibre Digi-
Max slide calliper (Sigma-Aldrich Co, Alemania). Una semana mas tarde,
solamente 20 frutos permanecian en el arbol, por lo que se volvieron a marcar
200 frutos adicionales. Cada fruto se midié semanalmente y se anot6 la fecha de
caida durante los primeros meses; posteriormente las mediciones se hicieron
aproximadamente cada dos semanas. Conociendo la dinamica de crecimiento de
estos frutos se podria predecir el momento en el que el fruto alcanza un tamario

deseable para su recoleccion.

Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el programa SPSS
15.0 (SPSS Inc., Chicago, USA). Los porcentajes de cuajado entre las distintas
poblaciones de flores se compararon mediante una Chi cuadrado a la que se le
aplico la correccion de Yates por continuidad. Las medias de los tamafios entre
los frutos caidos y los retenidos en el arbol se compararon mediante el test de
Student.

RESULTADOS

El objetivo primordial de este trabajo era caracterizar, por un lado, el
patron de caida de flores y frutos y, por otro, el efecto de la polinizacién en este

patrén y en el cuajado.

Patron de fructificacion

El proceso de fructificacién comienza a partir de la antesis con la apertura
de las flores en estado femenino (Figura 1a), que por medio de las abejas recibira
polen procedente de las anteras de una flor abierta en estado masculino (Figura
1b, 1c). Tras la polinizacion, el ovario comienza a engrosar y se produce una

gran caida de flores (Figura 1d) quedando aproximadamente un fruto por
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inflorescencia (1e) que, tras 8 meses aproximadamente, alcanzara su estado de

madurez.

Figura 1. Caracterizacion del proceso de fructificacion. a. Inflorescencia con flores en antesis.
b. Abeja recolectando polen en flores en estado masculino. c. Abejas polinizando flores en
estado femenino. d. Flores cuyo ovario ha empezado a engrosar y gran parte de ellas han caido.
e. Unico fruto en desarrollo retenido en la inflorescencia tras la masiva caida de flores/frutos
que tiene lugar en el mes posterior a la antesis. f. Fruto maduro.

Caida de flores

El nimero total de flores de las 500 inflorescencias que se dejaron a libre
polinizacion fue de 12.903. La etapa de floracion del cultivar Hass transcurre

durante aproximadamente 5 semanas, aunque es durante la segunda y tercera
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semana cuando se produce la apertura de la mayoria de las flores; el 33% de las
flores abrieron durante la segunda semana y el 47% durante la tercera semana. En
la Figura 2 se muestra el porcentaje de flores del cultivar Hass que abrieron

durante cada semana de la floracion.
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% flores antesis
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Semanas en la etapa de floracion

Figura 2. Porcentaje de flores en antesis en el cultivar Hass durante su etapa de floracion.

Durante los dos meses siguientes a la floracion tiene lugar una intensa
caida de flores y de pequefios frutos en desarrollo. Asi, en el afio de baja
produccion de flores (2006), de las 12.903 flores dejadas a libre polinizacion,
solamente 20 se transformaron en frutos siendo el porcentaje de cuajado de
0,16% mientras que en las flores polinizadas manualmente fue de 2,5% (Figura
3a). El nimero medio de frutos por inflorescencia fue de 0,04, oscilando desde 0
a 2. El patron obtenido ha sido consistente entre los afios de estudio
concentrandose la caida en los dos meses posteriores a la fecha de antesis.
Durante el segundo afio de baja produccion (2008), se contaron 4.165 flores
dentro de las 12 inflorescencias obteniéndose un porcentaje de cuajado similar al
observado en 2006 (0,1%).

La mayor caida de flores se registré desde el momento de antesis hasta la
mitad del mes de mayo y fue seguida por una caida de pequefios frutos en
desarrollo. Asi esta caida se prolonga hasta la mitad del mes de junio. El patron
de caida de flores y frutos ha sido independiente de la polinizacion, puesto que

fue muy similar entre flores polinizadas (Figura 3b) y de libre polinizacién
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(Figura 3c) concentrdndose la mayor caida la semana siguiente a la fecha de
antesis.

En el afio de alta produccion de flores (2007), en aquella poblacion
formada por 597 flores que se polinizaron manualmente con la mezcla de polen
el porcentaje de cuajado fue de 0,84%, mientras que en las que fueron
polinizadas con un Unico polinizador fue de 1,82%. A pesar de que el porcentaje
de cuajado en la poblacidn de flores polinizadas fue inferior al polinizar con la
mezcla de polen, no se han encontrado diferencias significativas. En el caso de
flores polinizadas no se han observado diferencias entre los afios de alta y baja
produccion de flores (Figura 4). Sin embargo, si que existen tales diferencias
entre aquellas flores polinizadas manualmente y aquellas sin polinizar en el afio
de baja produccion (p<0,001).

Por otra parte, no se observaron diferencias significativas en el cuajado
basadas en la posicién que la flor ocupa dentro de la inflorescencia ni en la fecha

de antesis.
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Figura 3. Porcentaje de cuajado inicial en flores polinizadas y dejadas a libre polinizacion en el
afio de baja produccion durante las semanas siguientes a la antesis (a). Porcentaje de caida en
flores polinizadas polinizacion manualmente en el afio de baja produccion (b) y en aquellas
dejadas a libre polinizacion (c) durante las semanas posteriores a la fecha de antesis.
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Figura 4. Porcentaje de cuajado inicial en flores polinizadas en los afios de alta y baja
produccién durante las semanas siguientes a la antesis.

Crecimiento de flores polinizadas y no polinizadas

El peso fresco de los pistilos polinizados, el dia siguiente a la antesis,
oscilo desde 1,8 a 2,5 mg con un valor medio de 2,16 mientras que en aquellas
flores no polinizadas y emasculadas el peso oscilé desde 1,3 a 1,5 con un valor
medio de 1,5. En los dias posteriores a la antesis, el peso mostré diferencias
estadisticamente significativas entre ambas poblaciones de flores, siendo menor
en flores no polinizadas excepto en los dias 11 y 12 en el segundo afio de estudio.
En ambas poblaciones, algunas flores detuvieron su crecimiento y cayeron los
dias siguientes. Dieciséis dias después de la antesis el peso de las flores no
polinizadas oscil6 desde 2,2 a 5,5 con un valor medio de 4,22 mg mientras que
las polinizadas presentaron un peso superior oscilando desde 4,2 a 9,4 con un

valor medio de 7,81 (Figura 5).
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Figura 5. Peso de flores polinizadas (e) y no polinizadas (o) en el afio 2008 durante los dias
siguientes a antesis.

En el afio 2007 no se observaron diferencias en el peso entre ambas
poblaciones de flores durante los siete dias siguientes a la antesis. Sin embargo,
en este momento las flores polinizadas incrementaron su peso significativamente
mientras que las flores no polinizadas lo incrementaron lentamente. En este
estudio, se han observado diferencias en base al diametro de los ovarios en el
momento de antesis en flores del mismo cultivar; sin embargo no se han
observado diferencias significativas en el didmetro entre ambas poblaciones
(Figura 6).
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Figura 6. Diametro (cm) en flores polinizadas (e) y no polinizadas (o) durante los dias
siguientes a antesis en el 2008.

Caida de frutos

Hasta finales del mes de mayo se produce una gran caida de pequefios

frutos en desarrollo, cayendo preferentemente frutos con tamafio inferior a 5 mm.

Tanto en el afio de alta produccion como en el de baja en flores
polinizadas manualmente como las dejadas a libre polinizacién se determind la
retencion final de frutos en base a la retencidn observada en la segunda semana
del mes de mayo. En el afio de alta produccion se observaron diferencias
significativas entre ambas poblaciones (p<0,001) con un porcentaje de 1,25 en
las no polinizadas y 9,09 % en las polinizadas (Figura 7a). Cuando se compara la
retencion final de frutos con respecto a la inicial, en el afio de baja produccion se
observa que en flores dejadas a libre polinizacion el cuajado final fue del 0,6% y
en aquellas polinizadas fue del 5,13% (Figura 7b).
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Por otra parte, en cuanto a la caida de frutos inicialmente retenidos en la
poblacion de flores polinizadas naturalmente se observaron diferencias en el
porcentaje de cuajado entre el afio de baja y de alta produccion de flores
(p=0,021) encontrandose mayor cuajado en los afios de baja produccion; sin
embargo tales diferencias no se encontraron en las polinizadas manualmente
(p=0,604).
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Figura 7. Porcentaje de frutos retenidos en el arbol con respecto al cuajado inicial en flores
polinizadas y dejadas a libre polinizacion en el afio de alta (a) y baja produccion (b).
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Crecimiento del fruto

Durante las dos semanas siguientes a la antesis el diametro y la longitud
del fruto muestran valores muy similares; posteriormente los frutos crecen méas
rapido en longitud que en diametro (Figura 8). Entre 31 y 37 semanas después de
la floracion los frutos alcanzan su diametro y longitud maximos no mostrando

variaciones significativas a partir de este momento.
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Figura 8. Crecimiento en longitud y didmetro de los frutos desde el final de la floracion hasta el
momento de la recogida.

DISCUSION

El seguimiento del proceso de reproduccion desde la antesis hasta la
maduracién del fruto nos permitié establecer el patron de crecimiento y caida de
flores y frutos. Asi, durante los meses siguientes a la floracion tiene lugar una
importante caida de flores y de frutos como ocurre en gran cantidad de frutales
(Sedgley y Griffin, 1989; Rodrigo y Herrero, 2002; Hedhly et al., 2007). En
aguacate no existen diferencias morfologicas aparentes entre las flores que caeny
las que son retenidas por el arbol (Sedgley, 1980), aunque se ha descrito que la
causa de esta temprana caida es la falta de polinizacion (Sedgley, 1987) y se ha
observado que un gran porcentaje de los frutos en desarrollo que caen tras tres o
cuatro semanas de su formacion carecen de endospermo o de embrién (Tomer y

Gazit, 1979). Sin embargo, en este trabajo se ha puesto de manifiesto que este
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patrén de caida es en gran parte independiente del proceso de polinizacion puesto
que muestra gran similitud entre flores polinizadas manualmente y las dejadas a
libre polinizacién. No obstante, el hecho de que en afios de baja produccion, en
flores polinizadas manualmente se haya obtenido una tasa de cuajado quince
veces superior que en las dejadas a libre polinizacion pone de manifiesto la
existencia de una polinizacion deficiente en algunas condiciones. Esta deficiencia
de polinizacion en el campo puede ser explicada por el comportamiento floral
que caracteriza al aguacate unido a una posible actuacion ineficiente del insecto
polinizador o a que su densidad no sea la optima. El exceso de flores que produce
el aguacate podria tener una importante funcién en la atraccion del polinizador
(Guitian, 1993) puesto que se ha descrito que estas las flores individuales

resultan poco atrayentes para las abejas (Vithanage, 1990).

En este trabajo el porcentaje de cuajado obtenido en flores sin polinizar
fue similar al descrito previamente por Garner y Lovatt (2008). En las flores
polinizadas manualmente, no encontramos diferencias en la tasa de cuajado entre
los afios de alta y baja produccion de flores, por lo que la diferencia de
produccidn entre ambos no se deberia a un mayor cuajado sino que va a depender

de la produccion de flores.

Debido a que el patron de caida es en gran medida independiente de la
polinizacion es necesario considerar otros factores que limitan la produccion.
Entre los factores que condicionan el cuajado se deben tener en cuenta las
condiciones ambientales (Stephenson, 1992) y, probablemente, propiedades
inherentes a la propia flor y al polen. De hecho, el porcentaje de cuajado
obtenido en flores polinizadas manualmente con una mezcla de polen fue muy
inferior al obtenido al polinizar con flores individuales lo que sugiere que se
puede producir una disminucion en la viabilidad del polen ocasionada por la

manipulacién de las anteras.

Por otra parte, para explicar la baja produccion en aguacate se ha recurrido
a la competencia entre frutos en desarrollo por las reservas nutritivas (Scholefield

et al., 1985; Wardlaw, 1990). En el afio de alta produccion se observod la
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existencia de una poblacion de flores que abren al final del mes de mayo, y rara
vez cuajan, lo que podria explicarse por el hecho de que estos frutos muestran
una serie de desventajas con respecto a los frutos de formacion mas tempranos en
cuanto a la competicion por los recursos se refiere (Lee, 1998). A esta
competicion entre frutos hay que sumar el crecimiento vegetativo que tiene lugar
después de la etapa de floracion, convirtiéndose estos brotes en un importante
sumidero de energia (Whiley, 1990) lo que podria explicar una caida prematura
por competencia entre brotes y frutos (Quinlan y Preston, 1971). Al comparar la
retencion final de frutos con respecto a la inicial en ambas poblaciones entre afios
de alta y baja produccion, se observa gque el cuajado es mayor en los afios de alta
produccion lo que podria tener su origen en el tipo de inflorescencia
predominante en cada uno de los afios. Asi, mientras que en el afio de baja
produccion predominaron las inflorescencias indeterminadas, en el afio de alta
produccion lo hicieron las determinadas. De este modo, se ha descrito que una
reduccion en el crecimiento vegetativo incrementa la produccion (Bertling y
Kohme, 1986; Kohne y Kremer-Kohne, 1987), aunque por otra parte se ha
sugerido que estas inflorescencias indeterminadas podrian aportar ventajas para
el cuajado puesto que inducirian un mayor movimiento de nutrientes desde el
xilema (Blanke y Lovatt, 1996). Asi, en nuestro caso, podria existir una
competencia entre frutos que se veria afectada negativamente por el crecimiento
vegetativo que tiene lugar en las inflorescencias indeterminadas aumentando la
caida de los frutos retenidos inicialmente. Ademas, el hecho de que la caida
inicial de flores ocurra en el afio de baja produccion durante las tres semanas
siguientes a la fecha de antesis de forma més paulatina, mientras que en el afio de
alta produccion una alta proporcion lo hace durante la semana siguiente,
corrobora la idea de la competencia con el desarrollo vegetativo del arbol puesto
que hasta pasados 17 dias de la emergencia, las nuevas hojas no tienen capacidad
fotosintética, convirtiéendose en una importante competencia por los recursos
(Wolstenholme, 1990; Liu et al., 1999).

En aquellos frutales en los que las reserva nutritivas juegan un importante

papel determinando la produccion, se ha dado especial importancia a la posicion
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que la flor ocupa dentro de la inflorescencia e incluso a su momento de apertura
(Stephenson et al., 1988; Stephenson, 1992); asi en especies con inflorescencias
acropétalas, la probabilidad de cuajado aumenta en las flores terminales
(Salomon, 1988) mientras que en inflorescencias basipétalas es mayor en las
distales (Brunet, 1996). En aguacate al contrario que en especies como Prunus
mahaleb (Guitian, 1994), no hemos observado correlacion entre la posicion que
la flor ocupa dentro de la inflorescencia y la fecha en la que abre con la
capacidad de cuajado. Esta carencia de correlacién puede ser debido a que en
aguacate no se puede establecer un patrén de apertura de las flores en funcién de

su posicion.

La caida masiva de flores se continGa con una abscision de frutos en
desarrollo, siendo los frutos mas pequefios los que mostraron una mayor
sensibilidad a la caida. En trabajos anteriores se ha descrito que el aborto de
estructuras reproductivas asi como de pequefios frutos en desarrollo es un
fenomeno extendido en las plantas (Lloyd, 1980; Stephenson, 1981) y en
aguacate podria ser considerado como un mecanismo que combina un afio de
produccion excesiva de flores con bajo desarrollo vegetativo y otro de baja
produccion de flores en el que el desarrollo vegetativo adquiere gran

importancia.

En base al incremento obtenido en el cuajado en flores polinizadas
manualmente con respecto a aquellas dejadas a libre polinizacion, el primer
factor limitante con el que nos encontramos bajo nuestras condiciones de cultivo
es la deficiencia en el proceso de polinizacion. Probablemente este cuajado
diferencial podria explicarse por una caida selectiva de frutos (Degani et al.,
1986, 1990; Goldring et al., 1987) de tal forma que, aquellos frutos obtenidos
mediante libre polinizacion procederian mayoritariamente de procesos de
autofecundacion. Previamente se ha observado que determinados genotipo
polinizadores confieren una serie de ventajas para la supervivencia de su
descendencia (Degani et al, 1989; 1990, 1994, 1997, Goldring et al., 1987). Los

resultados obtenidos indican, sin embargo, que a pesar de la dicogamia
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protoginica la mayor parte de los frutos maduros son resultado de
autofecundacioén, lo que podria explicar la produccion obtenida en parcelas

monovarietales.

Sin embargo, a pesar de las polinizaciones manuales, el cuajado continla
siendo bajo por lo que todo apunta a la existencia de otros factores limitantes. Por
otra parte, el hecho de que el cuajado sea mayor en los afios de baja produccion
de flores que en aquellos de alta produccion, hace pensar que la densidad de las
abejas juega un papel de gran relevancia en este cuajado, puesto que al aumentar
considerablemente el namero de flores disminuye la probabilidad de que sean
visitadas por las abejas. Teniendo en cuenta este factor seria interesante aumentar
la densidad de estos polinizadores preferentemente durante la segunda y tercera
semana de la etapa floracion puesto que es durante este tiempo cuando abren la

mayor parte de las flores.

La caida de flores y frutos inmaduros podria ser debida a un mecanismo
encaminado a evitar que todas las flores se transformen en fruto, especialmente
en especies como el aguacate que produce frutos de altos requerimientos
energéticos. La inversion de los arboles en producir un elevado ndmero de flores
y de pequefios frutos en desarrollo que no podran transformarse en frutos
maduros es un fendmeno comudn en algunos frutales de hoja perenne
(Stephenson, 1981). Sin embargo, las causas son desconocidas, aunque
probablemente podria ser considerado como un mecanismo que asegura el
cuajado debido a que las flores pueden funcionar como reservas de ovario
(Ehrlén, 1981) puesto que toda la fase progamica y el posterior cuajado muestran

una alta susceptibilidad a las condiciones ambientales.

No obstante, todavia se desconoce el motivo por el cual unas flores se
desprenden mientras que otras se mantienen en el arbol (Charlesworth, 1989).
Los resultados de este trabajo muestran que la polinizacion es un proceso
indispensable para la transformacion de la flor en fruto, siendo el primer factor
limitante del cuajado. Sin embargo, resulta imprescindible el conocimiento de lo

que ocurre durante la fase progdmica asi como la comprension de las
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implicaciones de las reservas nutritivas en el proceso del cuajado para elucidar

los cuellos de botella que condicionan el cuajado final en aguacate.
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4 RESERVAS DE ALMIDON EN EL OVARIO Y PROCESO
REPRODUCTIVO EN AGUACATE

INTRODUCCION

En aguacate, s6lo una pequefia proporcion de las flores que se producen
Ilegan a convertirse en fruto debido a que acontece una caida masiva de flores y
frutos en desarrollo (Cameron et al., 1952; Garner y Lovatt, 2008). Numerosos
factores se han sugerido como posibles causas de la baja tasa de cuajado de esta
especie, entre los que se incluyen las temperaturas extremas (Sedgley, 1977;
Sedgley y Annells, 1981; Sedgley, 1987), la tasa de fecundacién cruzada (Degani
et al., 1989; 1990; 1997), la alternancia productiva (Hodgson y Cameron, 1935;
Hodgson, 1946), una polinizacion insuficiente (Sedgley, 1987) o deficiencias
nutritivas (Embleton et al., 1959; Whiley, 1994; Lahav y Zamet, 1999b). Sin
embargo, estos factores no explican la causa por la que la mayoria de las flores
caen prematuramente mientras que otras son retenidas en el arbol (Garner et al.,
2008).

Diferentes estudios llevados a cabo en varias especies sugieren que el
cuajado esta relacionado con las provisiones de fotoasimilados acumulados en la
planta (Guin, 1974; Kinet, 1977; Wien et al., 1989; Aloni et al., 1996) y que los
acontecimientos que ocurren entre la polinizacion y el desarrollo inicial de los
frutos dependen en gran medida del almidon existente a diferentes niveles del
pistilo (Herrero y Dickinson, 1979; Arbeloa y Herrero, 1991; Rodrigo y Herrero,
1998; Rodrigo et al., 2000; Lebon et al., 2004; Rodrigo et al., en prensa). En
especies lefiosas, los carbohidratos necesarios para el desarrollo de las flores y de
los frutos proceden de las reservas que el arbol ha acumulado durante el afio

anterior y de la fotosintesis que tiene lugar en flores y hojas.

En algunas especies lefiosas cuya produccién se ve limitada por la alta
abscision de frutos, esta caida se ha interpretado como un mecanismo de ajuste

entre la produccién de frutos y la disponibilidad de carbohidratos en el arbol
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(Goldschmidt y Monseline, 1977; Guardiola, 1988), siendo el contenido de
azucar del fruto el principal factor desencadenante de este mecanismo en citricos
(Mechouachi et al., 1995). La disponibilidad de nutrientes en el arbol podria
limitar la produccién por diferentes vias. Una de ellas seria limitando el nimero
de flores, ya que se ha establecido una correlacion entre el contenido de almidon
en la madera y en las yemas con el nimero de flores por inflorescencia (Bennet
et al., 2002; Duchéne et al., 2003). Otra forma de limitacion de la producciéon es
la caida de flores y frutos. Asi, se ha establecido una correlacion inversa entre el
contenido de carbohidratos de la planta y el aborto de 6rganos florales (Wien et
al., 1989; Aloni et al., 1996), de tal forma que niveles bajos de carbohidratos se
corresponden con porcentajes altos de abscision de frutos (Stephenson, 1981;
Guitian, 1994; Mehouachi et al., 1995; Gomez-Cadenas et al., 2000; Jean y
Lapointe, 2001). Ademas, en plantas lefiosas, los Organos vegetativos y

reproductivos compiten por los recursos (Wardlaw, 1990).

Las flores en desarrollo necesitan carbohidratos desde el estado de
iniciacion floral (Yu et al., 2000) hasta la maduracion de los organos florales
(Clement et al., 1996; Rodrigo et al., 2000; Niewiadomski et al., 2005). Aloni et
al. (1996) sugirieron que la capacidad de la flor para acumular carbohidratos es
un factor determinante en la retencion de las flores y en la subsecuente
fructificacién. En otros trabajos se ha puesto de manifiesto que la caida de frutos
estd causada por una limitacion de carbono (Jean y Lapointe, 2001); asi, los
carbohidratos almacenados en el pistilo podrian ser importantes para el desarrollo
inicial del fruto y para asegurar su retencion en el arbol (Rodrigo et al., 2000). EI
almidén juega un importante papel en el éxito reproductivo (Herrero, 1992;
Herrero y Hormaza, 1996) y es el componente de reserva mas importante tanto
en especies lefiosas (Chapin et al.,, 1990) como en herbaceas (Herrero y
Dickinson, 1979; Aloni et al., 1996). Durante la fase progamica, el almidén
acumulado en el pistilo se usa como fuente nutritiva para diferentes procesos. En
esta fase, el pistilo es una estructura activa que permite la germinacion del polen
en el estigma y el crecimiento del tubo polinico hacia el 6vulo, proporcionando
un ambiente idéneo tanto nutricional como direccional para que la fecundacion
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tenga lugar (Herrero y Hormaza, 1996; Herrero, 2000; Herrero, 2003). Desde la
polinizacion a la fecundacion, el almiddn acumulado en el pistilo es requerido
como una fuente nutritiva en diferentes momentos. En especies con estigma
himedo, el almidon se va movilizando de las papilas estigmaticas al mismo
tiempo que se produce la secrecion estigmatica, facilitando la hidratacion,
germinacion y el crecimiento inicial del tubo polinico. Inicialmente, el
crecimiento del tubo es autétrofo, ya que se desarrolla a expensas de sus propias
reservas (Herrero y Dickinson, 1981). En el estilo, el crecimiento del tubo es
heterotrofo, ya que se produce a partir de las reservas previamente acumuladas en
el tejido transmisor del estilo (Herrero y Dickinson, 1979). El almidon
acumulado en el ovario estd implicado en el destino del évulo (Rodrigo y
Herrero, 1998) y en el cuajado (Rodrigo et al., 2000). La acumulacién de gran
cantidad de almidén durante el desarrollo del 6vulo juega un papel de gran
importancia como fuente nutritiva en los procesos de fecundacion y durante la
embriogénesis en diferentes especies como en el género Gasteria (Willensen y
Franssen-Verheijen, 1983) y en Spiria olearacea (Wilms, 1980) asi como en el

desarrollo del zigoto (Sornsathapornkul y Owens, 1999).

Se han descrito diferencias en cuanto al contenido de almidon del 6vulo
entre flores de cultivares con diferentes tasas de abscision de flores, presentando
mayor contenido de almidon las flores de los cultivares con menor tasa de caida
de flores (Lebon et al., 2004) e incluso entre flores del mismo genotipo (Rodrigo
et al., 2000). Esto también podria deberse a otras funciones de los azlcares
ademas de la de fuente energeética, como por ejemplo su papel regulador en la
expresion génica asi como su funcionamiento como moléculas diana en las

respuestas frente a situaciones de estrés (Lebon et al., 2008).

En aguacate, se ha descrito la presencia de almidon en el ovario en el
momento de la antesis (Sedgley, 1979); sin embargo, no se han analizado las
implicaciones de las reservas de almidon de la flor en la fase reproductiva. La
alternancia productiva es un fenémeno comin en aguacate y trabajos anteriores

han sugerido que se debe a una mayor concentracion de reservas de almidon en
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las ramas durante el invierno previo a afios de alta cosecha que en afios de baja
cosecha (Scholefield et al., 1985; Van der Walt et al., 1993; Lovat, 2005). Esto
sugiere que la alternancia productiva guarda una estrecha relacion con las
reservas de carbohidratos del arbol y, por lo tanto, el estado nutritivo del arbol

podria ser determinante en la fructificacion (Scholefield et al., 1985).

En aguacate, el crecimiento reproductivo y vegetativo ocurre
simultaneamente y por lo tanto ambos compiten por los recursos procedentes
bien de la movilizacién de las reservas o de la fotosintesis (Blumenfield et al.,
1983; Scholefield et al., 1985; Wardlaw, 1990). En otras especies se ha sugerido
que esta competicion puede ser importante determinando la retencion de las
flores (Aloni et al., 1991).

Para explorar las implicaciones de las reservas nutritivas de la flor en
relacion al cuajado en aguacate, en este trabajo se ha evaluado el contenido de
almidon en flores individuales. Aunque se han usado ampliamente métodos de
extraccion de carbohidratos y otros métodos analiticos para medir cambios en el
contenido de almidon, se encuentran limitados debido a que las reservas de
almidon se encuentran compartimentadas en pequefias porciones de tejidos y se
requieren grandes cantidades de tejido para su aplicacion dificultando la
deteccion de diferencias en el contenido de almidon entre flores (Herrero y
Dickinson, 1979; Brun y Betts, 1984; Arbeloa y Herrero, 1991; Rodrigo y
Herrero, 1998; Rodrigo et al., 2000; en prensa). El desarrollo de un sistema de
analisis de imagen acoplado al microscopio (Rodrigo et al., 1997) permite
evaluar cambios en pequefias estructuras y la deteccion de diferencias entre

flores.

Para establecer si el estado nutritivo de la flor en antesis esta relacionado
con el proceso reproductivo en aguacate, se ha caracterizado el contenido de
almiddn en el ovario en flores individuales en antesis y su evolucion en los dias
posteriores en dos afios consecutivos, uno de alta y otro de baja produccion. Con
el fin de dilucidar si este proceso es promovido por la polinizacion o forma parte

de un programa intrinseco de desarrollo de la flor, las observaciones se han
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realizado en flores polinizadas y en flores sin polinizar. A continuacion, se ha
evaluado el contenido de almidén en flores de dos poblaciones con diferente
capacidad de cuajado, las inflorescencias tempranas que normalmente producen
fruto y las inflorescencias tardias improductivas. Finalmente, se ha analizado el
estado nutritivo de la flor en antesis en flores que llegan a fruto y en flores que se
desprenden del arbol antes de cuajar. Para ello, se ha seccionado el estilo de
flores polinizadas una vez que los tubos polinicos han llegado al ovario, de forma
que se ha evaluado el contenido de almidon de cada estilo y se ha relacionado

con la posterior abscision o cuajado del ovario que permanecio en el arbol.

MATERIALES Y METODOS

Establecimiento de las poblaciones de flores

Se seleccionaron tres arboles de aguacate (Persea americana Mill.) del cv
Hass mantenidos en la E.E. La Mayora y se eligieron un minimo de 30
inflorescencias en cada arbol. Durante la etapa de floracion se anot6 la fecha de
apertura de cada flor, el nimero de inflorescencia y su posicién dentro de la

inflorescencia. Las flores se recogieron en el momento de antesis.

El primer ensayo se fundamenta en el hecho de que el cultivar Hass
combina un afio de alta produccion con otro de baja; por este motivo, se analizé y
comparo el estatus nutritivo de 70 flores en un afio de baja produccion (2006) y
de 90 flores de otro de alta produccion (2007). Para ello, se emasculé un grupo
de flores en antesis que se dejaron sin polinizar y se cubrieron con una malla,
impidiendo el contacto con insectos y evitando asi polinizaciones no deseadas.
Otro grupo de flores se polinizaron manualmente con polen procedente del
cultivar ‘Fuerte’. El polen se aplicd por contacto directo de las anteras
dehiscentes con el estigma de las flores emasculadas. Se recogieron un total de
20 pistilos por tratamiento y dia durante los 10 dias siguientes al momento de

antesis.
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En el segundo ensayo, se analizaron flores de inflorescencias con diferente
capacidad de cuajado. Para ello, se recogieron 90 flores en antesis de
inflorescencias tempranas que normalmente producen frutos y 30 flores de
inflorescencias tardias que abren a mitad o finales del mes de mayo y que

normalmente no producen frutos.

En el tercer ensayo, se marcaron 45 inflorescencias distribuidas en los tres
arboles. Durante la floracién, se polinizaron manualmente unas 40 flores por dia
hasta un total de 597 flores, que fueron etiquetadas individualmente con la fecha
en que fueron polinizadas. En cada inflorescencia se eliminaron las flores
abiertas en estado femenino que no se habian polinizado. La polinizacion se
realizé por contacto directo del estilo con las anteras dehiscentes de las flores de
‘Fuerte’. Al dia siguiente de la polinizacion, cuando las flores abrieron en estado
masculino y el tubo polinico habia crecido a lo largo del estilo, a estas flores se
les cortaron los estilos y se fijaron en FAA de forma similar a como se ha
realizado en un trabajo previo en albaricoquero (Rodrigo et al., en prensa) para su
posterior observacion al microscopio. Cada estilo fue marcado identificando
perfectamente la flor de la que procedia para poder establecer una posible

correlacién entre contenido de almiddn y éxito reproductivo de cada ovario.

Para relacionar las observaciones microscopicas del estilo con el
comportamiento del ovario que permanecié en el arbol, se realizaron
seguimientos de caida semanales desde el final de la floracion hasta la
maduracién. Asi, en el momento en el que los frutos alcanzaron la madurez se
conocia el éxito reproductivo de cada flor, y se examinaron los estilos
previamente fijados procedentes tanto de aquellas flores que habian cuajado

como aquellas que habian caido prematuramente.

Para estimar el posible efecto del corte del estilo en el cuajado, se
comparo el cuajado obtenido en este ensayo con el obtenido tras polinizar 645
flores manualmente usando el mismo polen. La tasa de caida en ambos casos se

calculé como el porcentaje de frutos caidos respecto al nimero inicial de flores.
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Preparaciones para el microscopio

Las flores recogidas en el campo y los estilos cortados se fijaron en FAA
(70% etanol: acido acético glacial: formalina [18:1:1; v/v/v]) (Johansen, 1940),
se deshidrataron en una serie de alcohol butilico terciario (70, 85, 95 y 100%) y
finalmente se incluyeron en parafina. Una vez incluido el material en parafina, se
corté a 10 um usando un micrétomo de rotacion Shandon AS325 (Shandon, UK),
posteriormente se desparafinaron y rehidrataron lavando tres veces en Histoclear
I (CellPath, Hemel, UK), una en Histoclear Il: etanol (1:1 v/v), en una serie de
alcoholes (100%, 70%, 40% v/v) y finalmente en agua destilada. Las muestras se
observaron en un microscopio éptico tras tefiirse usando la reaccion de ioduro
potasico (I,KI) durante 5 minutos (Johansen, 1940) y se observaron en un

microscopio Leitz Ortholux Il (Leitz, Wetzlar, Alemania).

Andlisis de imagen y evaluacién del contenido de almidon

El procedimiento de evaluacion del contenido de almidon en secciones de
flores se basa en la medida de la densidad Optica de la imagen obtenida con el
microscopio usando el método descrito por Rodrigo et al. (1997) con
modificaciones. Después de la tincion con I,KI, los granulos de almidén se
distinguen al microscopio claramente del resto de la preparacion. Las imagenes
obtenidas en el microscopio se captaron usando un analizador de imagen
Quantiment 570 Image Analysis System (Leica, Cambridge, Reino Unido). El
sistema identifica cada color como la combinacién de tres colores: rojo, verde y
azul. La combinacion de colores correspondiente al almidon se determiné
aumentando manualmente el nivel de cada color hasta que la imagen binaria
obtenida (mascara) en la imagen digitalizada reflejaba Unicamente el almidon
observado al microscopio. Estos niveles fueron almacenados para su utilizacion
en todas las medidas. En cada campo, la mascara obtenida a partir de estos
niveles se superpuso sobre la imagen original en blanco y negro, de forma que el
sistema mide exclusivamente la densidad oOptica de los pixeles de la imagen que

quedan cubiertos por las mascaras, que son los correspondientes al almidon
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teflido en la preparacion. La suma de la densidad 6ptica de cada pixel se
consider6 como el valor correspondiente al contenido de almidon del campo

medido.

Para analizar una posible correlacion entre el contenido de almidén
existente en diferentes tejidos del pistilo, se recogieron al azar 150 de las flores
fijadas en el primer ensayo que ocupaban diferentes posiciones dentro de la
inflorescencia y con distinta fecha de antesis. En cada flor, el contenido de
almidon se evalud en diferentes estructuras: en la parte inferior del ovario (en la
seccién en la que el 6vulo presentaba mayor superficie), en la superior (en la
seccion en la que el 6vulo presentaba menor superficie), a diferentes niveles del
dvulo (el tejido cortical, integumentos y nucela), en el tejido cortical del estilo y
en el tejido transmisor. En cada region se tomaron cuatro medidas en campos de
una superficie de 1337 pm? cada uno, excepto en la nucela que se midieron cinco
campos y en el tejido transmisor que se midio solo uno. En cada estructura se
calculo el valor medio de los campos medidos. Ya que se encontrd una
correlacién positiva entre el contenido de almidon entre las distintas estructuras
de la misma flor, se tomaron como medidas representativas para la evaluacion
del contenido de almiddn de cada flor tres regiones: la parte inferior del ovario, la

parte superior del ovario y el estilo.

Determinacion del tamano del ovario

Para establecer una posible correlacion entre el tamafio de ovario y el
contenido de almidon de cada flor, se estimd el tamarfio del estilo y del ovario a
partir de las mismas preparaciones utilizadas previamente para evaluar el contenido
de almiddn. Para ello, las preparaciones, sin tefiir, fueron observadas en una lupa
binocular Wild Heerbrugg M8 (Wild Heerbrugg, Heerbrugg, Suiza) y las
imagenes se captaron usando el mismo analizador de imagen. El tamafio del
ovario se determind midiendo la superficie, anchura y longitud de la seccion

superior.
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Anadlisis estadisticos

Los analisis de los datos se llevaron a cabo usando el programa estadistico
SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, USA). Los datos fueron sometidos a un analisis
de la varianza (ANOVA). Antes del ANOVA, los datos fueron normalizados
usando el test de Kolmogorov-Smirnoff’s y se aplico el test de homogeneidad de
varianza con el test de Levéne. Cuando el ANOVA mostré valores F
significativos, la separacion de las medias se llevé a cabo con el test de Duncan.
Las correlaciones entre el contenido de almidon de los distintos tejidos se
realizaron usando el estadistico de Pearson con un nivel de significacion del 1%.
La comparacion de medias entre poblaciones se llevo a cabo con el test de

Student con un nivel de significacion del 5%.

RESULTADOS

Contenido de almidon en flores en antesis

A pesar de que no se observaron diferencias externas entre flores, se
encontré una amplia variabilidad en el contenido de almidon en las flores en el
momento de la apertura, existiendo diferencias de hasta 1.000 veces en el
contenido de almidon entre flores. Asi, el contenido de almidon en el ovario
oscilé desde un valor minimo de densidad Optica de 6.423 hasta un méximo de
2.333.791 con un valor medio de 911.734 (Figuras 1y 2).
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Figura 1. Distribucion de las flores del cultivar Hass en funcion de su contenido de almiddn en
el ovario en el momento de antesis.

" . ‘. - ‘ % .:
- r -

< t 'l: r

’-l‘.g - ‘. .

- . % 5 - < +

- .. .. -

= "‘0_“ é ‘ o i o .

“ & *. - T > Y =

. £ " .'.. o *y ’;'__?-3
- t -" . a .4'_"5 . ‘lj
.‘ . - " - o - " _f'. :_"

Figura 2. Seccién transversal de la parte superior del ovario en dos flores en antesis. Esta
imagen muestra que las diferencias en el contenido de almidon pueden ser detectadas usando un
microscopio éptico.

No se observaron diferencias significativas (p=0,08) en el contenido de
almidon entre afios de alta y baja produccién en los que el contenido de almidon

estimado fue de 885.921 y 974.228 respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Contenido de almidon en el ovario en flores recogidas en un afio de alta produccion
(On) y en uno de baja produccion (Off).

En ambos afios, no se observaron diferencias en el contenido de almidon
entre flores en relacion a la posicion (p=0,1) que ocupaban dentro de la
inflorescencia (Figura 4). Se observé una gran variabilidad en el tamafio del
ovario entre flores, aunque no se establecid correlacion con el contenido de

almidon (Pearson= 0,135; con un valor de significancia de 0,318).
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Figura 4. (a) Contenido de almidon en el ovario en flores situadas en distinta posicion dentro de
la inflorescencia durante los dos afios de estudio. (b) Esquema de la posicion que ocupan las
flores dentro de la inflorescencia; incluyéndose en la cuarta fila las flores que se encuentran en
posiciones inferiores.

Por otra parte, se detectaron diferencias en el contenido de almidén en

base a la fecha de apertura en las flores colectadas durante el afio de alta
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produccion (afio On) (Figura 5). Asi, aquellas flores que abrieron durante la
primera y la Gltima semana del periodo de floracidn presentaron mayor contenido
de almidon que aquellas que abrieron durante la segunda y la tercera,
coincidiendo con el momento de plena floracién (p=0,03). Sin embargo, estas

diferencias no se encontraron en el afio de baja produccion (afio Off).
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Figura 5. Contenido de almidon en el ovario en flores de distinta época de floracion en el afio
de alta produccion de flores.

El contenido de almiddn en el ovario se midi6é también en dos poblaciones
de flores con diferente capacidad de cuajado resultando significativamente
superior (p=0,03) en flores tempranas (930.074) que en flores tardias (682.994)
(Figura 6). Esta ultima poblacion de flores normalmente no se transforma en

frutos.
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Figura 6. Contenido de almidén en el ovario de dos poblaciones de flores con distinta
capacidad de cuajado: tempranas y tardias.

Almidén en el estilo

Al igual que en el ovario, se observo una gran variabilidad en el contenido
de almidén en el estilo entre las flores analizadas en el momento de antesis
(Figura 7), encontrando algunas flores que presentaron hasta 1.000 veces mas
almidon que otras; asi, la densidad oOptica oscilo entre 1.866 y 1.843.127. El
almidon acumulado en el estilo disminuyd en ambas poblaciones durante los dos
dias posteriores a la antesis y a partir del tercer dia el contenido de almidén fue

minimo.
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Figura 7. Distribucién de flores del cultivar Hass en base a su contenido de almiddn en el estilo
en el momento de antesis (a) y al dia siguiente de la antesis (b).

Evolucion del contenido de almiddn en el ovario en los dias posteriores a

antesis

Durante las dos semanas siguientes a la antesis, solo se pudo recuperar el
34% de las flores no polinizadas (66% cayeron), mientras que en la poblacion de
flores polinizadas se pudo recolectar el 66% de las flores polinizadas (34%
cayeron), por tanto la caida de flores no polinizadas tuvo lugar mayoritariamente

en los dias posteriores a la antesis.

En el momento de antesis existe una gran variabilidad en el contenido de
almidon. Este contintia acumulandose gradualmente durante los dias siguientes a

la antesis tanto en flores polinizadas como en aquellas no polinizadas, no
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detectandose diferencias significativas entre ambas poblaciones de flores durante

los 9 dias siguientes a antesis (Figura 8).
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Figura 8. Variacién en el contenido de almidén en la parte superior del ovario durante los
nueve dias siguientes a la antesis en flores polinizadas () y no polinizadas () en el afio 2007.

Contenido de almidon en el ovario y en el estilo

Con la finalidad de analizar la influencia de las reservas nutritivas en el

destino de la flor resultaba indispensable establecer una correlacion entre el

contenido de almidén del estilo y el contenido del ovario. De esta forma, con el

método de cortar los estilos tras permitir el crecimiento del tubo polinico a lo

largo de ellos, se podria estudiar las implicaciones de las reservas nutritivas de

las flores en el destino del 6vulo que permanecia en el arbol.
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En este trabajo, el contenido de almidon del ovario mostro una estrecha
correlacion con el que existia en el estilo con un nivel de significancia del 1%
(Tabla 1).

Tabla 1. Correlacion entre el contenido de almidon existente en el tejido cortical del estilo y en
diferentes tejidos del pistilo.

Estilo
(Pearson)

Tejido cortical 0,41

Ovario seccion superior Integumentos 0,23

Nucela 0,19

Tejido cortical 0,49

Ovario seccion inferior Integumentos 0,23

Nucela 0,42

Estilo Tejido 0,22
transmisor

Al dia siguiente de la polinizacion, se cortaron los estilos y se midio su
contenido en almidén. La densidad Optica de estos estilos oscilo entre 244 y
496.127 pixeles, existiendo importantes diferencias en el contenido de almidon
entre las flores en el momento de la segunda apertura del mismo modo que en el

momento de antesis.

Estado nutritivo y destino de la flor

El ultimo paso consistia en relacionar el contenido de almidén de las
flores con su destino final: abscisibn o cuajado. Con este objetivo, se
establecieron dos poblaciones de flores: aquellas que cayeron y aquellas que se
transformaron en frutos y permanecian en el arbol en el momento de la cosecha.
Las flores que se convirtieron en frutos presentaron un contenido de almidon en
el estilo significativamente superior (p=0,01) a aquellas que cayeron antes de

alcanzar la madurez (Figura 9).
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Figura 9. Contenido de almidén en el tejido cortical del estilo en dos poblaciones de flores:
aquellas que caen y aquellas que son retenidas en el arbol hasta el momento de la cosecha. Las
barras representan el error estandar.

DISCUSION

La informacién referente a los factores causantes de la baja tasa de
cuajado observada en aguacate es dispersa y contradictoria. Desde el comienzo
de la floracion hasta varias semanas después del final de la floracion tiene lugar
una caida masiva de flores y frutos en desarrollo que ocasionan que menos del
1% de los frutos sean retenidos por el arbol (Sedgley, 1980; Lahav y Zamet,
1999). La produccion excesiva de flores y la baja produccion de frutos es un
fenomeno frecuente en plantas (Stephenson, 1981; Sutherland y Delph, 1984;
Sutherland, 1986) y esto se ha intentado explicar recurriendo a diferentes
hipétesis (Holtsford, 1985; Kamoi et al., 2008). Estudios basados en la caida de
frutos inmaduros en diferentes especies sugieren que las bajas tasas de cuajado
no son necesariamente consecuencia de una polinizacién inadecuada, sino que
podrian existir otros factores adicionales implicados (Lloyd, 1980; Stephenson,
1981, ver capitulo 3).

La competencia por los carbohidratos se ha propuesto como responsable
de la caida de flores y frutos en diferentes especies (Scholefield et al., 1985;
Buchholtz, 1986). En plantas lefiosas de hoja perenne, el crecimiento del fruto

estd influenciado por las reservas de carbohidratos almacenados por el arbol
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(Oliveira y Priestley, 1988). Asi, trabajos realizados en citricos ponen de
manifiesto que incrementando la disponibilidad de carbohidratos se consigue
aumentar el cuajado (lglesias et al., 2003). El desarrollo inicial de las flores en
albaricoquero, frutal de hoja caduca, también se ve afectado por las reservas
nutritivas en el pistilo, donde se ha observado una gran variabilidad en las
reservas de almidon entre flores en el momento de antesis (Rodrigo et al., 2000).
En aguacate, la temprana caida de frutos se ha relacionado con las bajas reservas
de carbohidratos en el arbol (Davie et al., 1995) y se ha visto que los azUcares de
siete carbonos estan implicados en el crecimiento del fruto y en su desarrollo
(Bertling y Bower, 2006). Del mismo modo, la caida de frutos esta acompafiada
de la reduccién de carbono exportado desde las hojas (Finazzo y Davenport,
1986; Finazzo et al., 1994). Con el proposito de elucidar las causas de la caida
masiva de flores en aguacate, en este trabajo se ha analizado la importancia de las

reservas nutritivas de las flores en el cuajado.

El almiddn en el estilo y en el ovario

Los resultados obtenidos muestran que al mismo tiempo que se producen
cambios a nivel morfoldgico en las flores, también se producen cambios en el
contenido de almiddn, de tal forma que éste se acumula en el ovario después de
la antesis tanto en flores no polinizadas como en las polinizadas, por lo que la
acumulacion de los carbohidratos parece ser un proceso conservado
independiente de la polinizacién. El patron de acumulacién del almidén es muy
diferente al descrito en especies de hoja caduca histerantas, en las que se observa
un descenso en el contenido de almiddn en los dias siguientes a la antesis al
mismo tiempo que tiene lugar el desarrollo del ovario (Rodrigo et al., 2000),
aunque seria de interés analizar el contenido de almidén mas alla de los 9 dias
tras antesis analizados en este trabajo, de cara a evaluar la influencia de las

reservas nutritivas en el desarrollo inicial del fruto.

Por otra parte, se establecio una correlacion entre el contenido de almidén

existente en el estilo y en el ovario, por lo que el contenido de almidon en el
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estilo puede utilizarse para evaluar el contenido de almidén en el ovario. La
presencia o ausencia de almidon en el ovario y en el 6vulo tiene gran importancia
en la fecundacion y la fructificacion (Rodrigo y Herrero, 1998; Rodrigo et al.,
2000; Lebon et al., 2004).

Variabilidad entre flores en el contenido de almidon

Los resultados obtenidos muestran que mientras que no existen diferencias
externas evidentes entre las flores en el momento de antesis, existe una amplia
variabilidad en el contenido de almidon entre ellas. Estas diferencias no guardan
relacion con el tamafio del ovario. La amplia variabilidad en el contenido de
almidon en antesis observada en aguacate podria estar relacionada con la tasa de
abscision, puesto que se trata de una pequefia proporcion de flores la que

presenta un alto contenido de almidén en el ovario.

Los resultados también demuestran que existe una estrecha correlacion
entre la intensidad de la floracion y el contenido de almidén en el afio de alta
produccidén. Asi, en el momento de plena floracion el contenido de almidon de
las flores en antesis fue bajo, mientras que al principio y al final de la etapa de
floracion las flores presentaron mayor contenido de almidéon. En citricos se ha
establecido una estrecha correlacion entre los niveles de carbohidratos y la
intensidad de la floracion (Golsdchmidt et al., 1985). Sin embargo, este
comportamiento no se observo en este trabajo en el afio de baja produccién, y
probablemente sea debido a que las diferencias de la intensidad de floracion
durante las semanas de la etapa de floracion fuesen menores que las observadas
en el afio de alta produccion. El contenido de almidon no mostré grandes
variaciones durante los dos afios de estudio. Tampoco se observaron diferencias
en la tasa de cuajado obtenida en ambos afios (Capitulo 3). Por otra parte, no se
han encontrado diferencias en el contenido de almidén entre flores dentro de la
inflorescencia lo que puede tener relacién con los resultados obtenidos en el
capitulo 3 en los que no se observaba correlacidn entre la posicion de la flor en la

inflorescencia con la capacidad de cuajado.
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El almidén estéa relacionado con el destino de la flor

Por otra parte, cuando se analizaron las dos poblaciones de flores que
mostraban diferente capacidad para transformarse en fruto (inflorescencias
tempranas y tardias), se observd que el contenido de almidén era mayor en
aquellas flores que normalmente se transforman en frutos, lo que sugiere que el
estatus nutritivo de la flor en el momento de antesis juega un papel de gran
relevancia en el destino reproductivo de la flor. EI conocimiento del momento y
de las causas que determinan estas diferencias observadas en ambas poblaciones
y que, por tanto, determinara el éxito reproductivo seria de gran interés en la

mejora de la produccion bajo unas determinadas condiciones ambientales.

En este trabajo, solo 20 flores de un total de 597 flores polinizadas se
transformaron en frutos maduros siendo la tasa de cuajado de 3,35%. Al
comparar esta tasa de cuajado con la obtenida en aquellas flores polinizadas que
se usaron como control para estudiar el efecto de cortar el estilo, no se
observaron diferencias significativas (p>0,05), por lo que el método de cortar los
estilos resulta de gran utilidad para establecer correlaciones entre las reservas

nutritivas de la flor y el destino del ovario.

Durante mucho tiempo se ha reconocido el importante papel de los
carbohidratos en el cuajado, de tal forma que tradicionalmente se han empleado
practicas agricolas encaminadas a incrementar las reservas de carbohidratos,
disminuyendo de este modo la abscision de frutos y aumentando, por tanto, el
cuajado. Asi, se ha empleado durante mucho tiempo la técnica del anillamiento
para incrementar la produccion en frutales como el manzano (Griggs y Schrader,
1941), los citricos (Rackham, 1966) y el aguacate (Lahav et al., 1970). En
aguacate ésta practica se ha empleado ademas para disminuir los efectos de la
alternancia productiva, incrementando el tamafio del fruto y mejorando la

produccion (Davie et al., 1995).

Asegurar un aporte 6ptimo de carbohidratos en el momento en que los
frutos en desarrollo estan compitiendo con el crecimiento vegetativo seria de

gran importancia para mejorar la produccion. Por otra parte, con la finalidad de
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incrementar la produccion de aguacate, seria interesante eliminar o disminuir la
alternancia productiva, que guarda una estrecha relacion con los niveles de
carbohidratos existentes en el arbol, incrementando los niveles de carbohidratos
en los momentos de mayor requerimiento, como son la induccion floral y el
desarrollo del fruto (Yu et al., 2000; Clément et al., 1996; De la Rosa et al., 2000;
Rodrigo et al., 2000).

Dixon et al. (comunicacién personal) establecieron en aguacate una
correlacion entre la caida de frutos y el contenido de almidon en la madera antes
de la floracién. Ademas, la produccién en aguacate se ve incrementada cuando se
aumenta la densidad de abejas en las plantaciones, dependiendo del grado de
atraccion de las abejas por el contenido de néctar que producen las flores
(Johannsmeier et al., 1997), de tal forma que existen diferencias en el indice de
néctar entre cultivares y entre flores del mismo cultivar. Los mismos autores han
puesto de manifiesto que las abejas prefieren aquellas flores con mayor contenido
de néctar. Este indice de néctar podria estar relacionado con el estatus nutritivo
de la flor, por lo que seria interesante analizar una posible correlacion entre
ambos factores, probablemente implicados en el éxito reproductivo y por tanto,

en la produccion del aguacate.

A modo de conclusion, podriamos sugerir que son muchos los factores
responsables de la produccion en este frutal y que en este trabajo se ha puesto de
manifiesto una estrecha correlacion entre el estatus nutritivo de la flor y el
cuajado, sugiriendo que, la capacidad de la flor para convertirse en fruto podria
estar condicionada a priori por las reservas nutritivas, siendo una condicion
necesaria aunque no suficiente para el cuajado. No obstante, factores adicionales
como una polinizaciéon eficiente y las condiciones ambientales podrian

finalmente determinar el destino final de las flores y de los frutos en desarrollo.
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5 CARACTERIZACION MOLECULAR Y ESTUDIO DE LA

DIVERSIDAD GENETICA EN UNA COLECCION DE
CULTIVARES DE AGUACATE Y GENOTIPOS LOCALES
ESPANOLES USANDO SSRs.

RESUMEN

En este trabajo se han caracterizado 75 accesiones de aguacate mantenidas
en una coleccion de germoplasma ex situ en la Estacion Experimental La Mayora
(Espafia) empleando 16 microsatélites previamente desarrollados en esta especie.

En esta coleccion se incluyen tanto genotipos obtenidos mediante
prospecciones locales en Espafia como aquellos obtenidos por intercambio con
diferentes paises. Se detectaron un total de 156 fragmentos de amplificacion
oscilando desde 4 a 16 fragmentos por locus, con un valor medio de 9,75 alelos
por locus. Los microsatélites empleados resultaron altamente informativos con
un valor de heterozigosidad esperada mayor de 0,5 y de probabilidad de
identidad (P1) inferior a 0,36. El total de probabilidad de identidad fue de 2,85 x
10", Quince de los 16 microsatélites empleados mostraron un valor positivo
para el indice de fijacion de Wright, lo cual indica un déficit de heterocigotos,
siendo el valor medio para todos los loci de 0,18. Se generdé un dendrograma con
el método de agrupamiento UPGMA basado en el indice de similitud de Nei y Li.
Este dendrograma permitio la clasificacion de todos los genotipos analizados en
tres grupos principales que difieren fundamentalmente en su origen racial,
aunque el valor de bootstrap es bajo debido a la existencia de hibridos
interraciales en la coleccién. Todos los genotipos estudiados pueden ser
inequivocamente identificados con la combinacion de SSRs empleados a
excepcion de un grupo de mutantes de ‘Hass’ y otro grupo adicional formado por
dos cultivares. Los resultados obtenidos indican que la combinacion de SSRs
empleada fue muy informativa y los resultados se discuten en base a su

aplicacidn en la caracterizacion y el manejo del germoplasma de aguacate.

ALCARAZ M.L., J.I. HORMAZA (2007) Molecular characterization and genetic diversity in an avocado
collection of cultivars and local Spanish genotypes using SSRs. Hereditas 144: 244-253. ANEXO 1.
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INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Mill.) es un frutal subtropical de hoja
perenne, nativo de America Central y Mgjico, con 24 cromosomas (n=12).
Pertenece a la familia Lauraceae, familia mayoritariamente tropical o subtropical
que se incluye en el orden Laurales dentro del complejo Magnolid de las
angiospermas basales. Tradicionalmente se han descrito tres razas o variedades
botanicas de aguacate adaptadas a diferentes condiciones climéticas: Mejicana
[P. americana var. drymifolia (Schlecht. & Cham.) Blake], Guatemalteca (P.
americana var. guatemalensis L. Wms.) y Antillana (P. americana var.
americana Mill). Estas razas se distinguen por sus caracteres morfoldgicos,
fisioloégicos y agronomicos. Asi las razas Mejicana y Guatemalteca estan
adaptadas a climas mas frios mientras que la raza Antillana requiere para un
desarrollo optimo climas célidos. La mayoria de los cultivares comerciales son
hibridos interraciales. Asi, los cultivares de mayor importancia en climas
subtropicales, como ‘Hass’, ‘Bacon’ y ‘Fuerte’ son hibridos Guatemalteca x

Mejicana con diferentes grados de hibridacion.

La produccion mundial de aguacate ha alcanzado mas de 3 millones de
toneladas, aunque mas del 70% de esta produccion se debe a unos pocos paises
(Méjico, Indonesia, Estados Unidos, Colombia, Brasil, Chile, La Republica
Dominicana y Perq), siendo Méjico el mayor pais productor con mas de un
millon de toneladas y el 30% de la produccion mundial (Faostat, 2009). Espafia
es el anico pais europeo con una produccion comercial significativa que alcanza
aproximadamente 70.000 toneladas en 2005 (Faostat, 2009). Ademas, en Espafia
existen arboles antiguos en la Peninsula y en las Islas Canarias procedentes de
semillas traidas tras la colonizacion espafiola de América mucho antes del

establecimiento de una produccion comercial.

Debido a las condiciones climaticas, la mayoria de los cultivares locales
en las Islas Canarias son de raza Antillana, mientras que en la Peninsula Ibérica
son de raza Mejicana y Guatemalteca o hibridos entre ambas, aunque la

identificacion racial a partir del fruto o de la hoja resulta compleja. Como
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consecuencia de la creciente importancia del cultivo de este frutal en Espafia, se
estan estudiando diferentes portainjertos y cultivares para la optimizacion del
cultivo del aguacate. Entre los portainjertos y cultivares se incluyen genotipos
procedentes de distintos paises asi como selecciones locales obtenidas tras
prospecciones de arboles élite que podrian estar bien adaptados a las condiciones
ambientales locales.

La optimizacion y el manejo de los recursos genéticos requieren una
precisa identificacion de los genotipos asi como una evaluacion correcta tanto de
la cantidad como de la distribucion de la diversidad genética en las especies. En
aguacate, como en otras especies de frutales, tradicionalmente se han empleado
los caracteres morfologicos para identificar los distintos genotipos (IPGRI,
1995). Sin embargo, la evaluacién de estos caracteres es una tarea costosa e
inexacta debido a la influencia de factores ambientales, a la subjetividad de las
evaluaciones y al limitado nimero de caracteres discriminantes. Por lo tanto, los
marcadores genéticos se han empleado para identificar accesiones y elucidar las
relaciones geneéticas entre diferentes especies y genotipos en aguacate. Asi, se
han utilizado minisatélites (Lavi et al., 1991), VNTRs (Mhameed et al., 1997),
RAPDs (Fiedler et al., 1998) o RFLPs (Furnier et al., 1990; Davis et al. 1998)
para caracterizar molecularmente diferentes grupos de cultivares. Sin embargo,
los microsatélites presentan una serie de ventajas para la caracterizacion
molecular. Estas incluyen su herencia codominante y su alto grado de
polimorfismo que los hacen adecuados para estudios de diversidad y relaciones
intraespecificas, su amplia dispersion por el genoma, su facil deteccion mediante
PCR, su alta reproducibilidad que permite un intercambio fiable de informacion
y estandarizacion de protocolos entre laboratorios, su estabilidad somatica y la
posibilidad de transferencia interespecifica. Recientemente se han desarrollado
microsatélites especificos de aguacate (Sharon et al., 1997; Ashworth et al.,
2004; Borrone et al., 2007) que se han utilizado para caracterizacion molecular y
estudios de diversidad genética (Schnell et al., 2003; Ashworth y Clegg, 2003).

Los objetivos de este trabajo consisten en la identificacion de accesiones y

la estimacion de la diversidad genética dentro de la coleccion de germoplasma de
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aguacate conservada en la E.E. La Mayora en Malaga (Espafia) que incluye tanto
cultivares locales como cultivares comerciales procedentes de distintos paises

usando marcadores microsatélites.
MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

En este trabajo, se han analizado 75 accesiones de aguacate procedentes
de diversas zonas geograficas conservadas en la coleccion de aguacate de la E.E.
La Mayora. En esta coleccion se incluyen 29 genotipos locales espafioles asi
como 46 cultivares procedentes de diferentes paises (Tabla 1). En los casos en
que fue posible, se asignaron a los distintos cultivares su pertenencia a una de las
tres razas botanicas (Mejicana, Guatemalteca y Antillana) a partir de la
informacion obtenida de la base de datos de variedades de aguacate de la
Universidad de California en Riverside ((http://www.ucavo.ucr.edu) y de otras
fuentes adicionales (Kadman and Ben-Ya'cov, 1980a, 1980b, 1981; Lahav et al.,
1992; Lavi et al., 1997; Lopez et al., 2001; Ashworth y Clegg, 2003; Ben-Y’acov
et al., 2003; Schnell et al., 2003).

Extraccion de ADN y andlisis de SSRs

A partir de hojas jovenes se aislo el ADN siguiendo el protocolo descrito
por Hormaza (2002). Posteriormente, el ADN aislado se diluydo a una
concentraciéon 10 uM con tampén TE modificado (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM
EDTA, pH 8.0) y se almacend a una temperatura de -20°C.

A partir de los SSRs publicados por Sharon et al. (1997) y Ashworth et al.
(2004) se seleccionaron 16 SSRs en base a su grado de polimorfismo (Tabla 2).
Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 15 puL que contenia 16
mM de (NH,4),SO,4, 67 mM de Tris-HCI pH 8,8, 0,01% de Tween 20, 2 mM de
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MgCl,, 0,1 mM de cada dNTP, 0,4 uM de cada cebador, 25 ng de ADN
gendémico y 0,5 U de ADN polimerasa BioTaq™™ (Bioline, London, Reino
Unido). Los cebadores directos se marcaron con los fluorocromos D2, D3 y D4
WellRed en el extremo 5 (Proligo, France). Las reacciones se realizaron en un
termociclador I-cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) siguiendo el
siguiente perfil de temperaturas: un paso inicial de 1 minuto a 94°C, 35 ciclos de
30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C y 1 minuto a 72°C, y un paso final de 5
minutos a 72°C. Los fragmentos de amplificacién de la PCR se separaron
mediante electroforesis capilar en un analizador automatico de fragmentos
CEQ™ 8000 (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA). Cada reaccion se repitio al

menos dos veces para asegurar la reproducibilidad de los resultados.
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Tabla 1. Lista de las 75 accesiones de aguacate evaluadas en este estudio con SSRs.

Accesion Pais de origen Raza Accesion Pais de origen Raza
Acueductos Espafia (Méalaga) Desconocida La Piscina Espafia (Méalaga) Desconocida
Adi Israel G X MY Lohneiss EE.UU. Desconocida
Alhaurin Espafia (Méalaga) Desconocida Lonjas Méjico m*

Anaheim Honduras G*? Lula EE.UU. G X M¥G x WI*®
Bacon EE.UU. G X MYM?? Maoz Israel wi
Bentavol gar Espafia (Méalaga) Desconocida Marvel (BL 516) EE.UU. G XM
Bentavol inv Espafia (Malaga) Desconocida Mexicola EE.UU. Ve

BL 5552 EE.UU. GxM?! Monsalve Espafia (Mélaga) Desconocida
Bueno Espafia (Malaga) Desconocida Negra de la Cruz Chile Mm°

Clavero 2 Espafia (Méalaga) Desconocida Nobel (BL667) EE.UU. GXM!
Coin Espafia (Malaga) Desconocida OA184 EE.UU. G X M!
Colin V-33 Meéjico MxG® Pinkerton EE.UU. G X M*?
Cupanda Méjico Desconocida Regal EE.UU. Desconocida
Duke 6 Meéjico m* Rincoatl Meéjico Mm*

Duke 7 Méjico m* RR-86 Espafia (Islas Canarias) Desconocida
Duke Parent Méjico Mm* San Javier 1 Espafia (Méalaga) Desconocida
Eden Israel GxM°® San Javier 4 Espafia (Malaga) Desconocida
El Viso Espafia (Malaga) Desconocida San Javier 6 Espafia (Malaga) Desconocida
Eugenin Chile Desconocida San Javier 8 Espafia (Malaga) Desconocida
Fito Chinea Espafia (Islas Canarias) Desconocida San Javier 11 Espafia (Malaga) Desconocida
Fuerte Méjico G XM San Javier 12 Espafia (Malaga) Desconocida
Fundacion 2 Méjico Desconocida San Javier 13 Espafia (Malaga) Desconocida
Fuchs 20 Israel WI x G’ San Javier 14 Espafia (Méalaga) Desconocida
G-6 Guatemala m! San Javier 19 Espafia (Malaga) Desconocida
G755 A Guatemala G X P. schiedeana® San Javier 28 Espafia (Malaga) Desconocida
Gem (3-29-5) EE.UU. G x MYG® San Javier 29 Espafia (Malaga) Desconocida
Gvar 13 Israel M° S. Chinea Espafia (Islas Canarias) Desconocida
H670 EE.UU. Desconocida Schmidt Méjico G®

Harvest EE.UU. G X MY/G® Scott EE.UU. M?

Hass EE.UU. GG x M? Shepard EE.UU. G?

Hass Motril Espafia (Méalaga) Desconocida Shiapacasse Chile Desconocida
Iriet Israel G X M? Sir Prize EE.UU. m!

Jiménez 1 Méjico Desconocida Tacambaro Méjico Desconocida
Jiménez 2 Méjico Desconocida Thomas EE.UU. m!

La Consula 6 Espafia (Malaga) Desconocida Topa Topa EE.UU. Mm*23

La Cénsula 9 Espafia (Malaga) Desconocida Toro Canyon EE.UU. M

La Consula 12 Espafia (Méalaga) Desconocida Villena Espafia (Méalaga) Desconocida
Lamb Hass (BL122)  EE.UU. G x M*?

Razas. G: Guatemalteca, M: Mejicana, WI:Antillana
! Ashworth y Clegg 2003

2 Schnell et al. 2003

¥ http://www.ucavo.ucr.edu
* Lopez et al. 2001

> Ben-Ya’acov et al. 2003

® Lavi et al. 1997

’ Kadman y Ben-Ya’acov 1981
¥ Kadman y Ben Ya’acov 1980a
% Kadman y Ben Ya’acov 1980b

19| ahav et al. 1992
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Para cada locus SSR se estableci6 la composicion alélica de cada accesién

Anadlisis de datos

y el numero total de alelos. Los posibles alelos se denominaron con su tamafio
indicado en pares de bases. La diversidad genética se estimd mediante los
siguientes parametros: numero de alelos por locus (A), heterozigosidad
observada (Ho) calculada como el numero de genotipos heterocigotos sobre el
numero total de genotipos analizados para cada locus, heterocigosidad esperada
(He = 1-Y, p® siendo p; la frecuencia del i alelo, NEI 1973), nlimero efectivo de
alelos (Ne= 1/1-He), indice de fijacion de Wright (Wright, 1951) y la
probabilidad de identidad (PI= 1- ¥, p;* + ZZ(Zpipj)z, siendo p; y p; la frecuencia
de los alelos i" y j™ respectivamente) que determina la probabilidad de que dos
genotipos diploides escogidos al azar presenten el mismo perfil genético, es
decir, que compartan los mismos alelos y que, por tanto, sean idénticos (Paetkau
et al., 1995). La significacion de las desviaciones del equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) con una probabilidad p<0,01 para cada locus, se analizo
siguiendo el método de la cadena de Harkov. Para el calculo de estos parametros
se utilizaron varios programas informaticos. EI programa ARLEQUIN version
3.01 (Excoffier et al., 2005) se empleo para el calculo de A, Ho, He, frecuencias
alélicas (considerando p<0,05, p>0,9 como alelos raros y fijados
respectivamente) y las desviaciones del HWE. El programa POPGENE 1.32
(Yeh et al., 1997) se empled para el célculo de Ne y F vy, finalmente, la
Probabilidad de identidad se determind con el programa IDENTITY 1.0
(http://www.boku.ac.at/zag/forsch/identity.htm).

Las relaciones genéticas entre los genotipos estudiados se analizaron con
el método UPGMA, a partir de la matriz de similitud obtenida de la proporcion
de los fragmentos comunes (Nei and Li, 1979) con el programa NTSYSpc 2.11
(Exeter Software, Stauket; NY, USA). El coeficiente de correlacion cofenético
para el dendrograma se estimo después de la construccion de la matriz cofenética
para medir la bondad del ajuste entre la matriz de similitud original y el

dendrograma. La fiabilidad de los grupos del dendrograma se evalu6 mediante
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analisis de remuestreo bootstrap utilizando 2.000 réplicas con el programa
Treecon 1.3b (Van De Peer y De Wachter, 1994).

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se describe la caracterizacion de una coleccion de
aguacates formada por 75 genotipos en los que se incluyen accesiones espafiolas
junto con otros genotipos obtenidos a través de intercambio con otras colecciones
de germoplasma de diferentes paises. La raza de la mayoria de ellos ha sido

previamente documentada en la literatura (Tabla 1).

Polimorfismo de SSRs y diversidad genética

El nivel de polimorfismo de los 16 microsatélites se estimo en 75
accesiones y los pardmetros de variabilidad se muestran en la tabla 2. Se
observaron un total de 156 fragmentos de amplificacion. EI namero de alelos por
locus oscilo desde 4 (AVT 386) a 16 (AVD 001) con una media de 9,75 alelos
por locus. Este valor es similar al obtenido por Ashworth y Clegg (2003)
empleando 25 loci SSR y 37 genotipos aunque significativamente inferior a los
18,8 alelos por locus obtenidos por Schnell et al. (2003) con 14 loci,
probablemente debido al mayor numero de accesiones (224) y las diferencias de
origen en las accesiones estudiadas. El rango de los tamafios de los alelos
obtenidos en nuestro trabajo fue similar al obtenido con los mismos SSRs por
Schnell et al. (2003) y Ashworth y Clegg (2003) confirmando la efectividad de
los SSRs para el andlisis de la diversidad y el intercambio de datos entre
laboratorios. Para todos los microsatélites se obtuvieron uno o dos fragmentos de
amplificacién por genotipo; por ello, se pueden considerar como un dnico locus
SSR.

Las frecuencias alélicas oscilaron entre 0,006 y 0,55. No se observaron
alelos fijados en la poblacion (p >0,9) y se detectaron 83 alelos considerados

como raros (p<0,05) que suponen un 53% del ndmero total de alelos. Seis
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accesiones locales (‘Acueducto’, ‘Bentavol gar’, ‘Bentavol inv’, ‘Clavero 2,
‘Monsalve’ y ‘San Javier 28’) y 8 cultivares procedentes de distintos paises
(‘Adi’, ‘Marvel’, ‘G 775A’, ‘Harvest’, ‘Lonjas’, ‘Lula’, ‘Mexicola’ y ‘Negra de
la Cruz’) mostraron un fragmento exclusivo. En la mayoria de los loci se obtuvo
un alto nivel de polimorfismo. Asi 9 de los 16 loci presentaron 10 o mas alelos en
las accesiones estudiadas. Por lo tanto, todos los microsatélites empleados
resultaron ser altamente informativos con He>0,5 y PI<0,35 excepto el locus

AVT386 que presentd el minimo nimero de alelos (4) y el méximo PI (0,36).

La heterocigosidad observada oscilo entre 0,22 en AVA12 y 0,85 en
AV0102 con una media de 0,64. La heterocigosidad esperada vario entre 0,58 en
AVA12y 0,88 en AVAG21 con una media de 0,76. La comparacién entre ambas
heterocigosidades se realizd mediante el indice de Fijacion de Wright (F). Para
15 de los 16 loci la heterocigosidad observada fue menor que la esperada y, por
tanto, el valor del indice de fijacion fue positivo con una media para todos los
loci de 0,18, lo cual indica un déficit de heterocigotos; para el locus AVO102 el
valor fue negativo. Estos resultados indican la existencia de un determinado
grado de endogamia que podria ser explicado por el hecho de que gran parte de

los genotipos estudiados estan genéticamente emparentados.

Estas observaciones son coherentes con los resultados obtenidos en otros
trabajos en aguacate empleando SSRs (Schnell et al., 2003; Borrone et al., 2007).
Se observaron desviaciones significativas (p<0,01) del equilibrio de Hardy-
Weinberg en 11 de los loci. Estos resultados eran esperables debido a que el
material empleado en nuestro estudio no representa una muestra de genotipos
elegidos al azar. Con respecto a la probabilidad de identidad, el valor maximo
(0,36) se observo en el locus AVT 386 que presenta cuatro alelos, y el minimo
(0,06) en AVAG21 con 14 alelos. La media fue de 0,17 y la probabilidad de
identidad total se estimé en 2,85 x 10™*. El nimero efectivo de alelos oscil6 entre
2,31 (AVA 12) y 7,26 (AVAG 21) con un valor medio de 4,55.

Los valores de todos los parametros, especialmente el valor de

heterocigosidad esperada mayor de 0,5 y la probabilidad de identidad inferior a
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0,36, indicaron que la combinacion de microsatélites empleada es altamente
informativa y, por tanto, una herramienta adecuada para estudios de

caracterizacion y analisis de la diversidad en aguacate.

Tabla 2. Nombre del locus, referencia, nimero de alelos (A), rango de tamafio de los
fragmentos amplificados, heterocigosidades observada (Ho) y esperada (He), indice de fijacion
de Wright (F), p-valor para las desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), nimero
efectivo de alelos (Ne) y probabilidad de identidad (PI) calculados para los 16 marcadores

SSRs en 75 genotipos de aguacate.

Locus Referencia A Rango de He Ho F HWE Ne PI
tamafio (pb)

AVA 12 Sharon et al. (1997) 5 130-142 058 0,23 061 ** 2,31 0,33
AVAG21 Sharon et al. (1997) 14 158-221 0,88 0,67 024 ** 7,26 0,06
AVAG22 Sharon et al. (1997) 10 103-137 0,83 0,76 0,08 ** 5,67 0,10
AVD 001  Ashworth etal. (2004) 16 208-267 086 063 027 ** 6,83 0,07
AVD 003  Ashworth et al. (2004) 8 183-208 085 0,72 0,15 ** 6,28 0,09
AVD 006  Ashworthetal. (2004) 14 301-348 0,84 061 027 ** 559 0,08
AVD 013  Ashworth etal. (2004) 10 198-253 0,66 065 0,02 0,08 297 031
AVD 017  Ashworth et al. (2004) 9 170-223 0,78 064 0,18 ** 4,44 0,13
AVD 018  Ashworth et al. (2004) 8 189-235 0,66 0,63 0,05 0,59 2,84 0,21
AVD 022  Ashworth etal. (2004) 10 220-258 0,77 0,72 0,07 ** 431 0,17
AVO 102  Ashworth etal. (2004) 12 154-201 083 085 -0,03 ** 544 0,11
AVT 226 Ashworth et al. (2004) 6 294-327 0,69 063 009 0,10 319 0,21
AVT 372 Ashworth et al. (2004) 5 172-185 0,72 0,68 0,05 0,12 3,42 0,24
AVT 386 Ashworth et al. (2004) 4 220-234 0,63 056 011 0,40 2,69 0,36
AV MIX03 Sharon et al. (1997) 14 145-190 0,80 0,69 0,13 ** 484 0,10
AV MIX04 Sharon et al. (1997) 11 160-194 0,81 056 030 ** 476 0,11
Media 9,75 0,76 0,64 0,18 455 0,17

** Significativo a P < 0,01

Identificacion de las diferentes accesiones

La combinacién de los diferentes fragmentos de amplificacion obtenidos
con los 16 SSRs permitio distinguir 66 perfiles genéticos, de los cuales 64 se
corresponden con genotipos unicos y los 11 restantes aparecen formando dos
grupos de 9 y 2 accesiones indistinguibles. ElI grupo formado por nueve
accesiones idénticas incluye a ‘Hass’ (el cultivar mas importante a nivel mundial
y bien adaptado a climas Mediterraneos) y 8 accesiones similares a ‘Hass’; las

distintas accesiones muestran una gran semejanza a nivel morfolégico con el
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cultivar Hass, lo cual podria indicar su procedencia a partir de mutaciones de
“Hass’. El segundo grupo se compone de las accesiones ‘Colin V33’ y “‘Shepard’,
que se esperaria que fuesen diferentes; por ello, esta sinonimia podria ser debida
a un error en nuestra coleccion. El hecho de que todas las accesiones similares a
‘Hass’ estudiadas mostraron el mismo perfil genético que ‘Hass’ indican la

fiabilidad de la metodologia empleada para obtener y analizar los datos de SSRs.

Los valores de similitud entre las diferentes accesiones de aguacate
oscilaron entre 0,04 (*Topa Topa’ y ‘Shepard’, ‘Colin V33’ y ‘Rincoatl’) y 0,96

(‘Duke 6’ y ‘Duke Parent’) con un valor medio de 0,19 para todas las accesiones.

Desafortunadamente, no existen datos publicados en la literatura
referentes al tamafio de los alelos SSRs para la mayoria de los cultivares de
aguacate. Solamente fue posible la comparacidon de dos cultivares incluidos en
trabajos anteriores empleando varios microsatélites usados en nuestro trabajo:
‘Hass’ en Ashworth et al. (2004) y ‘Pinkerton’ en Sharon et al. (1997) y Schnell
et al. (2003). Con respecto a ‘Hass’, el tamafio de los fragmentos fue similar para
7 de los 10 loci incluidos en ambos estudios. Las diferencias detectadas en los
tamafios de los fragmentos con respecto al trabajo de Ashwort et al. (2004)
probablemente sean debidas al uso de metodologias diferentes (secuenciacion de
los clones que contienen microsatélites frente al analisis de fragmentos) que
permitiria explicar las diferencias en la longitud de los fragmentos. De hecho,
Ashworth (comunicacion personal) obtuvo tamafios de fragmentos similares a los
obtenidos en este trabajo empleando un sistema de anélisis automatico de ADN,
corroborando el consenso de que empleando una metodologia comun el tamafio

de los fragmentos es idéntico o similar.

En el caso de ‘Pinkerton’ se pudieron comparar nuestros resultados para 4
loci con los de Sharon et al. (1997) y Schnell et al. (2003) (AVAMIXO03,
AVAG21, AVAG22 y AVAMIX04). Nuestros resultados mostraron mayor
similitud con los obtenidos por Schnell et al. (2003), siendo el tamafio de
nuestros fragmentos superior en 4 pb. La mayoria de las diferencias sefialadas

entre estos dos trabajos y los de Sharon et al. (1997) podrian deberse al empleo
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de andlisis automatico de fragmentos en contraposicion a la electroforesis en
poliacrilamida empleada por Sharon et al. (1997). No obstante, problemas
similares podrian surgir al comparar el resto de los cultivares que no se han
analizado en otros trabajos; por ello, seria necesario disponer de un mayor
namero de trabajos en los que se analicen genotipos de diversa procedencia. Para
solventar estos problemas, incluimos una tabla (Tabla 3) en la que se muestra el
tamafo de los fragmentos amplificados para los distintos cultivares analizados en
este trabajo, con el fin de permitir la comparacion con los resultados obtenidos
por distintos grupos de investigacion para establecer una nomenclatura comun, lo

que permitiria optimizar el manejo e intercambio de germoplasma de aguacate.
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Tabla 3. Fragmentos de amplificacion obtenidos con 16 loci SSR en 75 genotipos de aguacate.

AVAl12 AVAG21 AVAG22 AVD001 AVDO003 AVD006 AVDO013 AVDO017 AVD018 AVDO022 AVD102 AVT226 AVT372 AVT386 AVMIX03 AVAMIX04

Acueductos 133/133 175/203 110/125 242/242 186/203 341/341 220/220 170/188 214/224 250/258 154/172 296/309 185/185 220/230 147/147  162/181
Adi 135/135 185/203 115/125 225/242 190/203 303/324 217/236 172/214 214/224 223/223 194/199 300/309 172/185 230/230 147/151  181/181
Alharurin 130/130 183/183 103/110 225/235 194/194 322/330 220/220 170/170 189/224 223/250 158/194 300/303 181/181 220/220 176/176  162/184
Anaheim 133/133 183/183 106/106 225/235 190/203 330/341 217/220 170/172 224/230 230/230 160/162 294/300 175/185 224/230 147/159  164/181
Bacon 133/135 158/183 106/130 242/242 186/199 303/330 217/220 170/198 203/214 225/250 158/160 296/303 172/175 220/230 147/174  168/172
Bentavol gar 130/130 183/207 103/103 225/238 194/194 301/301 220/220 170/188 189/189 223/230 154/160 296/303 185/185 220/224 147/185  184/184
Bentavol inv 135/135 203/203 103/127 254/265 190/194 322/322 220/220 170/170 224/224 220/233 158/167 300/300 181/185 220/220 147/147  162/168
BL5552 135/135 171/201 121/125 242/242 183/188 318/341 217/220 170/214 214/224 225/225 154/160 294/303 172/185 230/230 147/174  181/181
Bueno 130/135 183/183 103/110 230/252 194/194 318/318 217/220 170/186 189/224 223/250 158/160 300/300 175/185 220/224 147/169  162/184
Clavero 2 140/140 181/181 110/110 230/230 190/190 316/348 220/220 178/223 230/230 230/247 194/194 300/300 175/175 230/230 145/154  174/174
Coin 133/133 183/183 106/110 240/240 188/188 341/341 217/217 188/188 224/224 258/258 154/158 296/296 175/175 220/220 180/190  162/162
Colin V-33* 135/135 171/171 121/125 242/242 183/186 303/330 220/253 170/198 214/230 230/250 160/194 300/309 172/181 220/230 169/174  181/186
Cupanda 130/135 183/192 106/127 240/254 194/194 318/322 217/220 170/170 203/224 223/230 158/158 300/327 175/185 220/220 147/180  181/181
Duke 6 130/130 192/192 127/130 254/267 190/194 318/318 217/217 170/170 224/224 256/256 158/160 300/300 181/185 224/224 147/147  160/184
Duke 7 130/135 203/203 106/130 244/267 194/199 318/318 217/220 170/170 224/224 250/256 158/160 294/300 181/185 224/230 147/147  160/181
Duke Parent 130/130 192/203 127/130 254/267 190/194 318/318 217/217 170/170 224/224 250/256 158/160 300/300 181/185 224/224 147/147  160/184
Eden 135/135 185/203 121/130 242/242 186/186 330/330 217/220 170/170 221/230 223/250 160/199 300/309 172/185 230/230 147/162  172/181
El Viso 135/135 197/203 106/110 225/242 201/203 303/341 220/242 170/170 214/224 250/250 170/201 309/309 175/185 224/230 147/174  162/184
Fito Chinea 130/130 171/203 106/130 249/267 194/194 322/341 217/217 170/170 221/224 250/258 158/170 300/300 185/185 220/220 147/185  168/168
Fuerte 135/135 183/203 106/125 225/242 186/203 303/318 220/242 170/214 214/224 223/250 154/170 300/309 172/185 220/230 147/174  162/181
Fuchs 20 133/140 181/181 106/125 230/240 190/203 330/341 220/250 170/172 224/230 225/258 192/194 300/309 175/181 230/230 154/159  176/176
Fundacion 2 135/135 185/201 106/121 227/242 186/203 318/324 217/242 172/214 224/230 230/250 154/158 303/309 172/175 224/230 147/162  162/181
G-6 135/135 203/171 106/106 246/249 183/183 306/306 217/217 170/170 189/189 225/233 154/160 300/300 175/181 220/224 147/147  162/174
G755 A 135/135 187/187 125/125 208/267 186/194 303/336 198/250 172/194 221/221 223/223 158/162 300/303 172/181 220/224 151/176  174/174
Gem (3-29-5) 135/135 171/201 121/125 225/225 183/183 324/341 217/220 170/214 214/224 230/230 154/160 300/303 172/185 224/230 147/174  181/181
Gvar 13 133/133 183/221 106/106 227/235 190/201 330/341 217/220 170/172 224/230 230/247 160/162 294/300 175/185 224/230 147/159  164/181
Harvest 135/135 181/201 117/125 242/246 183/190 341/341 217/250 172/214 224/235 223/230 160/194 294/303 172/181 224/230 159/174  181/181
Hass? 135/135 185/201 121/125 225/225 183/203 318/324 217/242 172/214 224/224 223/230 154/199 300/303 172/185 230/230 147/162  181/181
Hass Motril 135/135 185/201 121/125 225/225 183/203 318/324 217/242 172/214 224/224 223/230 154/199 300/303 172/185 230/230 147/162  181/181

Iriet 135/135 171/201 121/125 227/242 186/203 324/341 220/242 214/214 214/224 223/230 154/160 303/309 181/185 230/230 147/174  172/181



La Cénsula 6
La Cénsula 9
La Coénsula 12

130/130
130/130
130/135

Lamb Hass (BL122)135/135

La Piscina
Lonjas

Lula

Maoz

Marvel (BL 516)
Mexicola
Monsalve
Negra de la Cruz
Nobel (BL667)
OA184
Pinkerton
Regal

Rincoatl
RR-86

San Javier 1
San Javier 4
San Javier 6
San Javier 8
San Javier 11
San Javier 12
San Javier 13
San Javier 14
San Javier 19
San Javier 28
San Javier 29
S. Chinea
Schmidt

Scott

Shepard

130/130
133/133
130/135
142/142
133/133
135/135
135/135
135/135
135/135
135/135
135/135
135/135
135/135
135/135
130/135
130/135
130/135
130/135
130/135
135/135
130/135
133/133
130/135
135/140
130/130
135/135
130/135
133/133
135/135

171/207
171/207
171/183
183/201
183/183
183/201
183/203
221/221
183/183
195/195
203/203
171/192
171/201
158/185
185/203
201/192
171/203
181/181
171/183
171/203
171/183
183/183
171/181
171/171
171/171
183/183
171/181
171/181
181/181
192/201
183/183
175/183
171/171

110/110
106/110
106/110
121/121
103/110
110/125
110/130
121/121
110/121
103/106
103/125
106/125
121/125
121/125
121/121
125/125
121/125
106/121
106/110
110/130
106/110
110/110
106/110
106/110
106/110
106/130
106/110
110/110
106/106
103/106
110/110
106/137
121/125

225249
225/249
2307249
2271242
225/252
2271249
242/242
230/242
242/242
233/242
225/254
242/242
2271242
227242
225/244
225/225
242/242
225242
249/249
230/244
230/249
230/249
230/249
230/249
230/249
2421242
230/249
249/254
230/249
235/235
249/254
235/246
242/242

194/201
194/201
201/201
183/188
194/201
188/203
183/194
201/201
190/190
194/194
183/203
183/203
183/183
186/203
183/186
183/183
183/186
194/203
194/201
194/201
194/201
194/201
194/201
194/201
201/201
188/201
194/201
201/201
194/201
188/203
190/190
194/199
183/186

318/318
318/318
318/318
318/341
318/318
313/318
332/341
341/341
318/341
330/341
303/318
318/341
341/341
324/324
324/330
318/344
303/330
303/316
344/344
306/318
318/344
318/344
306/344
306/306
318/318
3241324
306/306
344/344
344/344
301/318
318/318
318/318
303/330

217/220
217/220
217/217
217/220
217/220
2241242
220/234
220/220
220/220
217/220
231/242
217/220
220/220
217/217
217/220
220/242
220/253
220/220
220/220
220/220
217/220
217/220
217/220
217/217
217/220
217/217
217/220
220/220
220/220
220/220
217/217
220/220
220/253

170/188
170/186
178/188
170/214
170/170
172/223
172/172
178/178
170/172
170/188
170/170
170/172
170/214
198/214
170/214
214/214
170/172
170/223
178/186
170/178
178/186
188/188
186/186
178/186
178/188
170/178
178/188
178/178
178/188
170/170
170/170
170/170
170/198

224224
189/224
224224
214/224
189/224
206/224
221/230
230/230
214/214
189/224
214/230
214/224
214/224
224/230
221/224
214/224
214/221
2241230
221/224
224224
221/224
2241224
221/224
221/224
221/224
224/224
221/224
224/230
221/224
2241224
214/230
189/221
214/230

223/250
223/223
223/250
223/230
223/250
223/241
2231223
230/230
223/230
223/247
230/250
223/223
230/230
230/230
223/250
223/230
230/250
223/250
250/250
223/250
223/250
223/250
223/250
223/250
250/250
223/258
250/250
223/250
223/258
223/223
250/256
250/250
230/250

154/158
154/158
154/154
154/160
154/160
154/167
154/158
194/201
158/158
158/162
154/160
158/194
154/199
154/199
194/199
160/199
170/194
154/194
154/158
154/158
154/158
154/158
154/158
158/158
158/158
154/158
154/158
158/190
154/154
154/192
158/158
158/162
160/194

296/303
296/303
300/300
303/303
300/300
300/303
300/303
300/300
296/303
303/327
300/327
296/309
303/303
303/303
300/309
300/303
309/309
300/300
300/300
294/300
300/300
300/300
300/300
300/300
300/300
296/296
300/300
300/300
300/300
294/300
296/303
300/327
300/309

185/185
185/185
185/185
172/172
175/185
175/185
175/175
175/175
172/175
178/181
185/185
181/185
172/172
172/172
172/185
185/185
172/185
172/175
175/185
175/185
175/185
175/175
185/185
185/185
185/185
175/175
175/185
175/185
175/175
181/185
185/185
175/185
172/181

2201224
2241230
220/230
2247230
220/224
220/230
2241234
230/230
2201224
220/230
220/220
220/230
224/230
230/230
230/230
220/220
220/230
220/230
220/230
220/230
220/230
230/230
220/230
220/220
220/230
220/220
220/234
220/230
220/230
220/220
220/224
220/224
220/230

169/176
169/169
169/169
174/174
147/176
145/145
147/162
154/154
171/185
169/169
147/174
162/183
174/174
147/162
147/169
147/174
147/169
145/174
145/169
147/169
145/169
169/169
169/169
147/169
169/169
147/180
147/169
151/169
147/169
151/151
147/147
147/147
169/174

162/174
162/174
174/194
181/186
162/184
176/181
162/176
176/176
162/181
162/184
168/181
162/194
181/186
181/181
181/181
181/181
181/186
162/176
174/174
174/194
174/194
174/194
174/174
174/174
174/194
162/162
174/194
174/194
174/174
162/181
174/174
162/162
181/186



Sir Prize 135/135 185/201 121/121 225/225 183/183 318/341 217/242 214/214 224/224 230/230 160/199 300/303 172/172 230/230 162/174  181/181

Thomas 133/133 183/197 106/137 225/246 199/199 318/318 217/220 170/170 189/224 223/250 158/158 300/327 181/185 220/220 147/147  168/184
Topa Topa 133/133 175/183 106/110 240/242 188/208 301/301 217/217 188/188 224/224 258/258 154/158 294/296 175/175 220/220 180/190  162/162
Toro Canyon 135/135 171/192 127/127 240/244 183/188 330/341 217/220 170/170 221/224 250/258 170/170 296/309 172/185 220/230 147/147  162/181
Villena 135/135 171/183 106/125 225/235 186/203 318/341 220/242 170/214 214/224 230/250 167/167 300/300 172/185 220/230 147/147  162/181

! Shepard presenta el mismo perfil genético que Colin V-33.
? Las siguientes accesiones presentan el mismo perfil genético que Hass: Eugenin, Hass Motril, H670, Jiménez1, Jiménez2, Lonheis, Shiapacasse y Tacambaro
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Relaciones de similitud entre accesiones

El dendrograma generado por andlisis de agrupamiento UPGMA basado
en el indice de similitud de Nei y Li mostré un coeficiente de correlacion
cofenética de 0,83, que indica una buena bondad de ajuste entre la matriz
cofenética y la de similitud. ElI dendrograma se muestra en la Figura 1. La
accesion mas divergente es G755A, previamente identificada mediante analisis
de isoenzimas como un hibrido interespecifico entre P. americana y P.
schiedeana (Ellstrand et al., 1986) y aparece en un grupo separado del resto de
los genotipos. Por otra parte, separado del resto de los genotipos analizados,
encontramos un pequefio grupo en el que se incluye un cultivar Antillano
(‘Maoz’), uno Mejicano (‘Gvarl3’), uno Guatemalteco (‘Anaheim’) y un hibrido
GxWI (‘Fusch 20%).

El resto de los genotipos analizados se dividen en dos grupos principales
con bajo valor de bootstrap en los que se engloban accesiones de diferente origen
racial. En el grupo superior del dendrograma se incluyen la mayoria de los
cultivares de raza Mejicana, tales como ‘Topa-Topa’, ‘G6’, ‘Duke 6°, ‘Duke 7’,
‘Duke Parent’, “Méxicola’, ‘Scott’, “Thomas’ 0 ‘Bacon’ (en ocasiones descrito
como hibrido GxM) asi como un genotipo Guatemalteco (‘Schmidt’), algunos
hibridos GxM como ‘Marvel’ o ‘Lula’ (en ocasiones descrito como GxWI) y
‘Cupanda’ (de raza desconocida); el resto se corresponde con 20 genotipos
espafioles cuyo pedigree se desconoce y fueron prospectados en la provincia de
Malaga junto con un genotipo procedente de las Islas Canarias. La raza Mejicana
estd adaptada a climas semitropicales mostrando una mayor tolerancia al frio
(Bergh y Ellstrand 1986) y, en base a estos resultados, podriamos plantear la
hipdtesis de que la mayoria de las accesiones prospectadas en la Espafia
continental son de raza Mejicana o hibridos GxM donde prevaleceria la raza
Mejicana. Fijandonos en los genotipos locales, observamos un grupo con un
valor de bootstrap significativo en el que se incluye los genotipos de ‘San Javier’

y ‘La Cénsula’ procedentes de la misma zona de prospeccién asi como ‘Coin’
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con ‘Topa Topa’ lo que sugiere que “‘Coin’ podria haberse obtenido a partir de

semillas de “Topa Topa’.

En el segundo grupo se engloban cultivares de diverso origen. Asi, la
mayoria de los genotipos son hibridos GxM [‘Harvest’, a veces considerado
como Guatemalteco, ‘Hass’, en ocasiones considerado como Guatemalteco,
‘OA184’, ‘Adi’, ‘Nobel’, ‘Lamb Hass’, ‘Gem’ a veces considerado como
Guatemalteco, ‘BL 55527, ‘Iriet’, ‘Fuerte’, ‘Colin V33’, ‘Pinkerton’ y su
descendiente ‘Eden’ (Lavi et al., 1997)] junto con algunos de raza Mejicana
(como “Sir Prize’ tradicionalmente considerado como un descendiente de ‘Hass’,
‘Negra de la Cruz’, ‘Rincoatl’, “Toro Canyon’ y ‘Lonjas’). En este grupo se
incluyen 6 accesiones locales (4 procedentes de Malaga y 2 de las Islas

Canarias).
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SAN JAVIER 13
LA CONSULA 12
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Figura 1. Dendrograma de 75 cultivares de aguacate basado en un analisis de agrupamiento
UPGMA utilizando la matriz de similitud generada con el coeficiente de Nei y Li. Sobre los
nodos del dendrograma se refleja el valor de bootstrap (s6lo se muestran los valores superiores
al 50%).
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Con la combinacion de microsatélites empleados no se pudo establecer un
agrupamiento claro basado en el origen racial de los diferentes cultivares. Esto
podria deberse al hecho de que la mayoria de los cultivares mantenidos en
nuestra coleccion son hibridos y al escaso nimero de accesiones Guatemaltecas y
Antillanas puras. Estos resultados coinciden con trabajos anteriores empleando
marcadores moleculares (Ashworth y Clegg, 2003) donde la presencia de
genotipos hibridos disminuye la distancia genética entre los grupos de los
respectivos parentales. Trabajos anteriores en los que se han empleado caracteres
morfologicos (Kopp, 1966) y diferentes marcadores moleculares han agrupado
en un mismo grupo las accesiones Guatemaltecas y Antillanas (Buffler y Ben-
Ya’acov, 1992; Fiedler et al., 1998; Mhameed et al., 1997). Sin embargo, otros
trabajos basados en el empleo de isoenzimas (Goldring et al., 1985), caracteres
morfoldgicos (Bergh y Lahav, 1996) y marcadores moleculares (Furnier et al.,
1990) podian distinguir claramente entre las 3 razas tradicionales. Para elucidar
esta controversia se requiere de trabajos adicionales basados en el empleo de un
mayor numero de marcadores moleculares y el andlisis de genotipos a los que se

les pueda asignar correctamente su origen racial.
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6 EFECTO DE LA DISTANCIA ENTRE CULTIVARES
COMPLEMENTARIOS EN LA TASA DE FECUNDACION
CRUZADA Y EN LA PRODUCCION EN EL CULTIVAR HASS

INTRODUCCION

El aguacate se caracteriza por presentar un comportamiento floral poco
comun: la dicogamia protoginica. La flor de aguacate, a pesar de ser
hermafrodita, presenta drganos masculinos y femeninos que no son funcionales
en el mismo momento; asi, cada flor de aguacate abre dos veces, la primera vez
como flor funcionalmente femenina (estigma receptivo) y, tras cerrarse, vuelve a
abrirse al dia siguiente en estado masculino (anteras dehiscentes). Los distintos
cultivares de aguacate se clasifican en base a su comportamiento floral en dos
grupos: A y B. Los cultivares de tipo A son aquellos cuyas flores abren en
estado femenino por la mafana, cierran a mediodia y vuelven a abrirse la tarde
del dia siguiente en estado masculino, mientras que las flores de los cultivares de
tipo B abren en estado femenino por la tarde, cierran al anochecer y abren la
mafiana del dia siguiente en estado masculino. Asi ambos son complementarios
y la transferencia de polen de un cultivar de tipo A a uno de tipo B tendra lugar
por la tarde mientras que, los cultivares de tipo B transfieren polen a los de tipo
A por la mafana. Por ello, este comportamiento floral se ha considerado como
un mecanismo encaminado a evitar la autofecundacion; no obstante, esta
dicogamia es altamente sensible a las condiciones ambientales (Stout, 1923,
Bringhurst, 1951; Bergh, 1969, 1974, Gazit, 1977; Sedgley, 1977b; Sedgley y
Annells, 1981; Sedgley y Grant, 1983).

El principal problema del cultivo de este frutal es que, a pesar de tener
una capacidad potencial de produccién de 32,5 t-ha™ (Wolstenholme, 1986), su
produccion media real es muy baja; asi en Espafia es de aproximadamente 6,5
t-ha™. A pesar de presentar una floracién exuberante, sélo unas pocas flores

llegan a transformarse en frutos debido a una caida masiva de flores y frutos,
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considerandose una produccion de 300 frutos por arbol como una buena cosecha
(Lahav y Zamet, 1999). Esta enorme caida de frutos acontece mayoritariamente
en los meses posteriores a la floracion (Lahav y Zamet, 1999, capitulo 3) y se ha
descrito como una caida selectiva en base a su composicion genética (Degani et
al., 1986, 1997a). Ademas la caida de flores y de frutos también se ve
intensificada por diversos factores meteoroldgicos como son el viento, la
temperatura y la humedad relativa (Sedgley, 1977b; Oppenheimer, 1978;
Sedgley y Annells, 1981; Gafni, 1984).

Tras la observacion de su peculiar biologia floral (Nirody, 1922; Stout,
1923; Stout y Savage; 1925) se recomendo a los agricultores la plantacion de
forma intercalada de cultivares de tipo Ay tipo B con la finalidad de incrementar
la produccion. Esta practica agricola se fundamenta en la observacion de que la
produccion aumentaba significativamente plantando cultivares complementarios
en proximidad (Bergh y Gustafson, 1951; Bergh y Garber, 1964; Bergh, 1966).
Sin embargo, durante mucho tiempo se ha discutido el efecto de la distancia
entre cultivares complementarios en la tasa de fecundacion cruzada y en la
produccidn. El establecimiento del efecto de la alogamia en la produccion se ha
llevado a cabo empleando distintos polinizadores, de tal forma que usando los
cultivares Ettinger (Degani et al., 1989) y Bacon (Vrecenas-Gadus y Ellstrand,
1985) como polinizadores se establece esta correlacion y se observa que la
produccidn es inferior en parcelas monovarietales (Vrecenas-Gadus y Ellstrand,
1985) debido a una abscision selectiva de frutos autofecundados (Vrecenas-
Gadus y Ellstrand, 1985). Varios trabajos han corroborado la existencia de un
efecto de la distancia entre cultivares complementarios sobre el cuajado (Stout y
Savage, 1925; Bergh y Garber, 1964; Gustafson y Bergh, 1966; Bergh, 1968;
Degani et al., 1989, 1997a; Arpaia et al., 2005). Sin embargo, en otros trabajos
(Goldring et al., 1987; Johannsmeier y Morudu, 1999; Garner et al., 2008) se
observaron que no habia correlacién alguna con respecto a la distancia existente
entre cultivares complementarios y la tasa de fecundacion cruzada, si bien es
cierto que la mayoria de los frutos procedian de fecundacion cruzada. Ademas,

en California al comparar este efecto en zonas de interior y costeras se encontro
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una débil y nula correlacién respectivamente (Arpaia et al., 2005) lo que indica

la importante influencia de las condiciones ambientales.

En general se obtiene producciones satisfactorias en parcelas
monovarietales: asi, en California, aunque la mayor parte de los frutos procedia
de autofecundacion, las cosechas son buenas (Bergh, 1958; Davenport, 2004;
Kobayashi et al., 2000) y en Florida la mayor transferencia de polen tiene lugar
durante la apertura de la flor en estado masculino, siendo la autofecundacion la
forma mas frecuente de polinizacion bajo esas condiciones (Davenport y Lahav,
1992; Davenport et al., 1994). Por lo tanto, todo parece indicar que los
resultados obtenidos en una determinada zona no son necesariamente
transferibles a otras regiones con distintas condiciones climaticas y en los que se

emplean distintos cultivares y portainjertos.

Un amplio nimero de trabajos explican la alta tasa de alogamia estimada
en parcelas mixtas en base al aborto de frutos autofecundados, lo cual sugiere la
existencia de un mecanismo de caida selectiva. Este aborto selectivo observado
en distintos cultivares ha llevado a concluir que la fecundacién cruzada aportaria
ventajas a la descendencia confiriéndoles mayor supervivencia frente a los frutos
autofecundados (Degani et al., 1997a, Robbertse et al., 1997; Degani et al, 2003)
aunque en esta caida selectiva el genotipo del donador de polen jugara un
importante papel aumentando la supervivencia de su descendencia y diferira
considerablemente uno de otro (Degani et al., 1984; Degani y Gazit, 1984,
Degani et al., 1989, 1994) .

Para determinar los sistemas de reproduccién en plantas frecuentemente
se estudia la tasa de alogamia que presenta variaciones espaciales dentro y entre
poblaciones y a lo largo del tiempo dentro de una misma poblacion (Wolfe y
Shore, 1992; Nason y Hamrick, 1997). La tasa de alogamia se ha estimado
tradicionalmente mediante ensayos de cruzamientos; sin embargo, el uso de
marcadores fenotipicos en arboles presenta una serie de limitaciones debido al
largo periodo de tiempo requerido por la progenie para alcanzar la madurez. Por

ello el desarrollo de marcadores isoenzimaticos supuso un gran avance puesto
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que permitio disponer de numerosos marcadores genéticos que serian de gran
utilidad para la estimacion de los sistemas de reproduccion en poblaciones de
plantas (Brown y Allard, 1970).

En aguacate se han empleado distintos metodos para la determinacion de
la tasa de alogamia siendo el primero de ellos el analisis mediante isoenzimas
(Degani et al., 1997, Vrecenar-Gadus y Ellstrand, 1985; Goldring, 1987, Degani
y Gazit, 1987). Posteriormente, se emplearon marcadores RAPDs (Kobayashi et
al., 2000). Por ultimo, el desarrollo de de marcadores tipo microsatélite
(Ashworth et al., 2004; Borrone et al., 2007; Sharon et al., 1997) aumenté el
namero de marcadores informativos disponibles. Asi, los microsatélites han
resultado de gran utilidad para este tipo de estudios debido a su alto grado de
polimorfismo y a su segregacion codominante (Davenport, 2006; Borrone et al.,
2008; Garner et al., 2008).

Dadas las diferencias encontradas entre zonas productoras y la
controversia existente sobre el efecto de la alogamia en la produccion de
aguacate, nos planteamos los siguientes objetivos: (1) estimar la tasa de
fecundacion cruzada en una parcela monovarietal situada en proximidad a otra
de un cultivar complementario, (2) Determinar la posible relacion entre
fecundacion cruzada y distancia al polinizador, (3) estimar la relacion entre
alogamia y produccion, (4) estudiar la variacion de la tasa de fecundacion
cruzada con el transcurso del tiempo, (5) determinar si la caida de frutos que
acontece los meses posteriores a la etapa de floracion ocurre o no de forma
selectiva, (6) comparar la alogamia en dos cultivares complementarios. Para el
calculo de la alogamia previamente se disponia de la informacion generada en el
capitulo anterior que permitia distinguir los posibles parentales presentes en la

E.E. la Mayora.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Este trabajo se llevd a cabo en la Estacion Experimental La Mayora
(Mélaga, Espafia) durante dos afios consecutivos (2005 y 2006) en una parcela
monovarietal del cultivar Hass enfrentada a otra parcela del cultivar Fuerte,
siendo ambos cultivares complementarios en cuanto a su comportamiento floral.
Las flores del cultivar Hass abren en estado femenino durante la mafiana, cierran
a mediodia y vuelven a abrirse la tarde del dia siguiente en estado masculino,
mientras que las flores del cultivar Fuerte abren en estado femenino por la tarde
y en estado masculino por la mafiana. ‘Fuerte’, es el cultivar mas frecuentemente

empleado como donador de polen en Espafia.

Efecto de la distancia en la tasa de fecundacion cruzada y en la produccion

Para determinar si bajo nuestras condiciones climéticas la distancia entre
cultivares complementarios afecta a la tasa de fecundacion cruzada y a la
produccion, dentro de una parcela monovarietal de ‘Hass’ se seleccionaron 12
arboles divididos en tres hileras compuestas cada una de ellas por cuatro arboles.
Cada hilera se situaba a diferentes distancias de la parcela en la que se
encontraba el polinizador. El plano de la parcela y una vista aérea se muestra en
la Figura 1. La distancia entre la primera hilera y la parcela de ‘Fuerte’ es de 20

metros y la distancia entre las distintas hileras es de 8 metros.
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Figural. Vista aérea de las dos parcelas de ‘Hass’ y ‘Fuerte’ enfrentadas (a). Plano de la
parcela de estudio (b).

Tras la etapa de floracion del cultivar Hass, se colocaron unas redes bajo
los 12 arboles seleccionados en la parcela anteriormente descrita, con el fin de
recoger los frutos que fuesen cayendo. A finales del mes de mayo, momento en
el cual podian distinguirse claramente distintas poblaciones de frutos en base a
su tamario, se marcaron una serie de frutos en cada uno de los doce arboles y se
especificd el tamafio de cada uno de ellos (pequefio, mediano y grande). Durante
los meses de junio y julio diariamente se recogieron los frutos caidos en la red.

Tras estos dos meses, la recoleccion de frutos se hizo semanalmente. Se
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recolectd un total de 800 frutos caidos, de los que solamente 718 presentaban un

embridn apto para el anélisis de paternidad.

En la época de cosecha, durante dos afios consecutivos, cuando los frutos
alcanzaron su estado de madurez se recogieron aproximadamente 30 frutos al
azar de cada arbol para posteriormente determinar su parental masculino. En este
ensayo se analizaron un total de 720 frutos. Ademas, de cada arbol se
cosecharon todos los frutos, se contaron y pesaron para estimar la produccion de

cada uno de los arboles.

Variacion de la tasa de fecundacion cruzada en el tiempo

Con la finalidad de estudiar la posible variacion de la tasa de fecundacion
cruzada a lo largo del tiempo, desde el final de la etapa de floracion hasta la
recoleccién de los frutos, se seleccioné una parcela mixta con arboles de ‘Hass’
y ‘Fuerte’ situados de forma alternativa uno a continuacion de otro donde
seleccionamos cuatro arboles, dos de cada variedad. Durante los tres primeros
meses tras la floracion, semanalmente se cogieron 10 frutos de cada arbol y
durante los meses posteriores la recogida de frutos se hizo cada quince dias. Para
este estudio se emplearon un total de 387 frutos de ‘Hass’ y 320 frutos de

‘Fuerte’.

Relacion entre caracteristicas de los frutos y el polinizador

Por otra parte, en la etapa de cosecha de 2008, se recogieron un total de
944 frutos de distintos arboles de ‘Hass’ situados en una parcela enfrentada a
otra de ‘Fuerte’ (Figura 1). Estos frutos fueron pesados y se midié su didmetro y
su longitud; se les extrajo la semilla para pesarla y medirla. Posteriormente se

obtuvo ADN a partir del embridn para el analisis de paternidad.
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Extraccion de ADN y anélisis de SSRs

Para determinar los posibles parentales masculinos de la progenie
analizada se utilizaron los resultados obtenidos en la caracterizacion varietal
(Capitulo 5) al igual que para la seleccion de cebadores que permitian diferenciar
los frutos procedentes de cruzamiento de aquellos autofecundados. La extraccion
de ADN se realizo a partir de los embriones de los frutos colectados usando el
protocolo descrito por Hormaza (2002). La utilizacion de un anico cebador
(AVAG21) previamente publicado por Sharon et al. (1997) fue suficiente para
discernir entre eventos de autofecundacion y de fecundacion cruzada. Este
cebador produce los tamafios de amplificacion de 186 y 201 para ‘Hass’ y 183 y

203 para ‘Fuerte’.

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen total de 15 pl que
contiene 15 ng de ADN gendémico, 25 mM MgCl,, tampdn 10x, 0,1 mM de cada
cebador, 0,625mM de cada uno de los dNTP y 0,5 unidades de ADN Taq
polimerasa, BioTaq '™ (Bioline, London, UK). El cebador directo se marcé con
los fluorocromos D2, D3 y D4 de Beckman Coulter (Proligo, France). Las
reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador I- cycler (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.) con el siguiente perfil de temperaturas: un
paso inicial de 1 minuto a 94°C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30
segundos a temperatura de anillamiento (50°C) y un paso de extensiéon de 5

minutos a 72°C.

Los fragmentos amplificados se separaron mediante electroforesis capilar
en una analizador automéatico de fragmentos CEQ™ 8000 (Beckman Coulter,
Fullerton, CA, USA).

Anélisis de paternidad

La identificacion del donador de polen se llevé a cabo de forma manual y
fue corroborado mediante el uso del programa CERVUS 2.0 (Marshall et al.,

1998). Este programa resulté de gran utilidad puesto que calcula la maxima
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probabilidad en la asignacion de paternidad. Se calcularon los siguientes
parametros: analisis de paternidad, probabilidad de exclusion y probabilidad de
identidad. EI pardametro LOD determina la probabilidad de que un genotipo sea
el parental masculino en comparacion con el resto de genotipos analizados. Asi,
el genotipo que mostrd mayor valor de LOD fue considerado como el parental

masculino.

La tasa de fecundacién cruzada y su error estandar se calcul6 de a acuerdo
a Shaw et al. (1981).

Analisis estadistico

Para analizar la homogeneidad de las varianzas aplicamos el test de
Levéne. Tras asumir la homogeneidad de varianzas, se aplic6 un ANOVA que
permitié discernir si existia diferencias entre los distintos tratamientos
analizados aunque para determinar entre qué grupos existen diferencias
aplicamos los tests Post-hoc de Duncan (DMR) y Tukey (HSD).

RESULTADOS

Efecto de la distancia a la fuente donadora de polen en la tasa de alogamia

El locus microsatélite seleccionado permitié distinguir claramente entre
todos los frutos procedentes de autofecundacion y de fecundacion cruzada,
reduciéndose de esta forma los posibles errores. El valor de LOD para el parental

masculino méas probable oscil6 desde 0,23 a 1,39 con un valor medio de 0,4.

La tasa de fecundacion cruzada mostré una amplia variacion entre arboles
de la misma parcela. En la tabla 1 se muestran los valores de fecundacion
cruzada de los diferentes arboles en los dos afios de estudio. No se encontraron

grandes diferencias en cuanto a este parametro entre afios; asi, en el afio 2005, la
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tasa de fecundacion cruzada oscil6 entre 0,32 y 0,68 y en 2006 entre 0,31y 0,74,

siendo los valores medios de 0,44 y 0,50 respectivamente.

Las comparaciones entre la tasa de fecundacion cruzada de las distintas
hileras puso de manifiesto la existencia de diferencias significativas entre las
distintas hileras durante los dos afios de estudio (p=0,045 en 2005 y p=0,049 en
2006). El valor més alto de fecundacion cruzada se encontrd en la hilera més
proxima al polinizador y fue disminuyendo conforme aumenté la distancia. La
tasa de fecundacion cruzada en la primera hilera fue significativamente superior
que la de las otras dos mas distantes a la fuente donadora de polen (p=0,01); sin

embargo entre estas dos no se encontraron diferencias significativas (p=0,568).

Tabla 1. Tasa de alogamia y produccion en una parcela de ‘Hass’ enfrentada a otra de un
cultivar complementario ‘Fuerte’. La hilera 1 es la situada mas préxima al cultivar
complementario y la 3 la mas alejada. Cosecha 2005 (afio de baja produccion) y 2006 (afio alta
produccién). P indica el valor de produccion (Kg/arbol).

ARBOL | HILERA | FRUTOS ALOGAMIA P FRUTOS ALOGAMIA P
2005 2005 2005 2006 2006 2006

875 1 18 0,50 + 0,12 14,66 29 0,62 = 0,09 67
1034 1 19 0,68 + 0,11 55 17 0,47 £0,12 36,19
995 1 18 0,50 * 0,12 5,6 24 0,67 £0,10 60,2
956 1 19 0,47 £ 0,11 29,66 19 0,74 +0,10 34,29
Media 1 18,5 0,54 £ 0,05 13,86 22,25 0,63 + 0,06 49,42

877 2 19 0,37 £ 0,11 4,9 21 0,33 £0,09 48
1036 2 15 0,53 + 0,13 4,3 17 0,53+0,12 51,17
997 2 17 041 £ 0,12 3,74 40 0,65 = 0,08 32,59
958 2 19 0,37 + 0,11 55 15 0,47 £0,13 34,47
Media 2 17,5 0,42 + 0,04 4,61 23,25 0,50 + 0,07 41,56

879 3 20 0,35 + 0,11 55 36 0,31+0,08 45
1038 3 19 0,32 + 0,11 8,49 14 0,43+0,13 32,38
999 3 19 0,47 + 0,11 5,93 22 0,50 +0,11 40,19
960 3 20 0,35 + 0,11 9,3 55 0,31+ 0,06 68,36
Media 3 19,5 0,37 + 0,03 7,3 31,75 0,39 = 0,05 46,48

Efecto de la distancia al polinizador en la produccién

En este trabajo no se ha observado ninguna relacion entre la tasa de
fecundacion cruzada y la produccién durante los tres afios de estudio: 2005 y

2006 con un nivel de significacion de 0,864 y 0,702 respectivamente.
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Unicamente durante el afio 2005, que se correspondia con un afio de baja
cosecha, se establecio una importante correlacion ente la distancia a la fuente
donadora de polen y la produccion, con un valor de Pearson de -0,686
(p=0,014); sin embargo, durante los otros dos afios no se volvié a observar esta
relacion. Asi en 2006 se obtuvo un valor de Pearson de -0,119 (p=0,712) y en
2008 el estadistico de Pearson fue de -0,048 (p=0,798). Esto indica que
conforme aumenta la distancia a la fuente donadora de polen no se observan

variaciones en la produccion (Figura 2).
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Figura 2. Produccion medida en Kg en los arboles analizados durante dos afios, uno de baja
produccién (2005) y el siguiente de alta produccién (2006).

Aborto selectivo de frutos

Para este ensayo se analizaron los frutos que habian sido marcados y
habian caido durante los meses posteriores a la floracion dentro de la red
colocada debajo de cada arbol. Se calculé el porcentaje de estos frutos que

derivaban de cruzamientos y el porcentaje de autofecundacion.

Estudiando con detenimiento el porcentaje de frutos caidos, encontramos
gue en junio el 59% de los frutos caidos eran resultado de autofecundacion,
mientras que en julio y agosto solamente el 42% y 40% respectivamente
procedian de autofecundacion. De esta forma, la caida que tiene lugar durante el

mes de junio mostro diferencias con respecto a la observada en los meses
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posteriores (p=0,001), cayendo en junio preferentemente los frutos

autofecundados.

Sin embargo, a la hora de estudiar la caida selectiva en aguacate es
necesario considerar el tamafio de los frutos. Con este proposito al finalizar la
etapa de floracion se marcaron frutos de tres tamafios en cada uno de los arboles
objeto de estudio. Asi, la caida en funcién del tamafio mostrd diferencias
significativas, de tal forma que en los meses de junio y julio los frutos que se
recolectaron en las redes eran fundamentalmente los que habian sido marcado
como de pequefio tamafio (95% y 85% respectivamente) mientras que los frutos
que cayeron en agosto y en septiembre habian sido marcados como frutos
grandes (48%) al finalizar la floracion (Figura 3b). Por lo tanto, la caida de frutos
de pequefio tamarfio inicial tiene lugar durante los dos meses posteriores a la
floracion, mientras que es a partir de agosto cuando empieza la caida de frutos de
mayor tamafo inicial. Esta caida disminuy0 considerablemente en el mes de

Septiembre.
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Figura 3. (a) Porcentaje de los frutos marcados caidos durante los mese posteriores a la etapa
de floracion en funcion de tamafio y de su origen. (b) Porcentaje de frutos caidos durante los
meses posteriores a la floracion en base a su tamafio. Estos frutos se marcaron a mitad del mes
de mayo en base a su tamafio.

Variacion de la tasa de fecundacién cruzada a lo largo del tiempo

La variacion de la tasa de fecundacion cruzada desde el final de la etapa de
floracion hasta que los frutos alcanzaron el estado de madurez se estudié en una
parcela mixta compuesta por dos cultivares complementarios (‘Hass’ y ‘Fuerte’).
La tasa de fecundacion cruzada vario significativamente entre los dos cultivares a
lo largo del tiempo (P<0,001). Asi en el cultivar Hass oscilé desde 0,58 a 0,90
mientras que en el cultivar Fuerte desde 0,14 a 0,45 (Figura 4). Del mismo modo,

la tasa de fecundacion cruzada en este tipo de parcela es muy superior a la
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observada en parcelas monovarietales enfrentada a un polinizador. Si
comparamos los resultados obtenidos en la parcela mixta con los que obtuvimos
en la hilera con mayor proximidad al polinizador, las tasas de fecundacion
cruzada no muestran diferencias (p=0,11), con lo que nuevamente se pone de

manifiesto la importancia de la distancia en la tasa de fecundacion cruzada.

Las variaciones en la tasa de fecundacion cruzada a lo largo del tiempo
desde el mes de junio, momento en el que se inicio el estudio (p>0,05) no han

sido significativas dentro de cada cultivar (Figura 4).
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Figura 4. Variacion de la tasa de alogamia en una parcela mixta a lo largo del tiempo en los
cultivares Hass y Fuerte.

Caracteristicas de los frutos en base al parental masculino

El donador de polen ejerce una importante influencia en las caracteristicas
de los frutos; asi, se han observado diferencias en cuanto al peso dependiendo de
si el fruto procedia de autofecundacion o fecundacion cruzada con ‘Fuerte’. Estas
diferencias se deben a que el peso de los frutos obtenidos tras fecundacion
cruzada era mayor que el de autofecundados y estos Ultimos presentaban unas
semillas de mayor peso. No obstante, no se han obtenido diferencias en cuanto al
diametro (p=0,471) ni longitud (p=0,09) entre las semillas de ambos. Con
respecto al fruto se han observado diferencias en cuanto al diametro (p<0,01) en

funcion del donador de polen pero no en la longitud del mismo (p=0,848).
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DISCUSION

Este trabajo es el primer estudio de tasa de fecundacién cruzada en
parcelas comerciales de aguacate en el sureste espafiol. En trabajos anteriores en
otras regiones, la estimacion de este pardmetro se ha realizado empleando
marcadores isoenzimaticos (Gazit, 1984; Goldring et al., 1985; Vrecenas-Gadus
y Ellstrand, 1985, Degani et al., 1989, 1990, 1994, 1997a), RAPDs (Kobayashi et
al., 2000) y, en los dltimos afios, mediante SSRs (Davenport et al., 2006; Borrone
et al., 2008). Los resultados que presentamos en este trabajo ponen de manifiesto
que los microsatélites resultan muy efectivos para llevar a cabo este tipo de

estudio por heredarse de forma codominante.

El principal objetivo de este trabajo es determinar la tasa de fecundacion
cruzada usando un locus con segregacién mendeliana en una regién de clima
mediterraneo donde se han descrito problemas de baja produccién. La seleccion
del locus para llevar a cabo este estudié se fundamentd en el hecho de que
permitia discernir inequivocamente frutos formados a partir de autofecundacion o

de cruzamientos.

Efecto de la distancia entre cultivares en la fecundacion cruzada

En los ultimos afios se ha discutido el efecto que ejerce la distancia entre
cultivares complementarios en la composicién genética de la descendencia en
aguacate. En la mayoria de los trabajos se pone de manifiesto que conforme
aumenta la distancia entre cultivares complementarios disminuye el porcentaje de
frutos procedentes de cruzamientos (Degani et al., 1989, 1990, 1997; Vrecenas
Gadus y Ellstrans, 1985, Guil y Gazit, 1992; Degani et al., 1997a, Kobayashi et
al, 2000); sin embargo, Goldring et al. (1987) no encontraron tal relacion, si bien

es cierto que la mayoria de los frutos eran resultado de fecundacion cruzada.

En este trabajo observamos un claro efecto de la distancia entre cultivares
en la tasa de fecundacion cruzada, encontrando el mayor porcentaje de frutos de

fecundacion cruzada en proximidad a la parcela donde se encuentra el
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polinizador y este porcentaje fue disminuyendo a medida aumentaba la distancia.
Por consiguiente, la situacion del polinizador juega un papel claro determinando
la composicion genética de la descendencia. Esta observacion se ha visto
afianzada en la parcela mixta en la que ambos cultivares se hallan intercalados.
La tasa de fecundacién cruzada obtenida en nuestras parcelas fue muy inferior a
la obtenida por Degani et al. (1997) empleando isoenzimas y con distancias
similares a las empleadas en este trabajo, pero modificando el cultivar empleado
como donador de polen, que en su caso fue ‘Ettinger’, cultivar que ha sido
descrito como buen parental masculino y femenino (Degani et al., 1990). Estas
diferencias sugieren que no solo la distancia ejerce un importante papel en la tasa
de fecundacion cruzada sino también el cultivar empleado como donador de
polen (Degani et al., 1989). Ademas, la fecundacién cruzada muestra grandes
variaciones dentro de la misma parcela y de un arbol a otro (Degani et al., 1989;
Kobayashi et al., 2000; Vrecenas-Gadus y Ellstrand, 1985).

Por otra parte, la tasa de fecundacion cruzada también muestra variaciones
dependiendo del cultivar femenino de estudio aunque las condiciones de cultivo
sean idénticas. Asi, en este trabajo se observa que la tasa de alogamia en el caso
de “Hass’ fue muy superior a la observada en ‘Fuerte’. Kobayashi et al. (2000)
estimaron este pardmetro en el cultivar Fuerte obteniendo valores muy superiores
a los obtenidos en este trabajo. Los altos niveles de autofecundacion detectados
en el caso de ‘Fuerte’ bajo nuestras condiciones de cultivo no son totalmente
inesperados teniendo en cuenta el solape en las etapas de floracion que presentan
ambos cultivares. En el sur de Espafia la floracion de ‘Hass’ empieza dos
semanas mas tarde que la de ‘Fuerte’ y solamente se solapan durante tres
semanas. Por ello, al no disponer de polen de ‘Hass’ los primeros frutos
desarrollados en ‘Fuerte’ son resultado de autofecundacion; una vez que
comienza la floracion de ‘Hass’, los nuevos frutos resultados de fecundacion
cruzada deben competir con los ya existentes autofecundados. En el caso de
‘Hass’ ocurre al revés. Los primeros frutos son resultado de fecundacion cruzada
mientras que los procedentes de autofecundacion se desarrollan preferentemente

en la segunda mitad del periodo de floracion. Por otra parte, se han descrito
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anomalias en el ciclo floral del cultivar Fuerte (capitulo 7) de tal forma que, las
flores de ‘Fuerte’ abren en estado femenino a Ultima hora de la tarde,
permaneciendo alguna de ellas abiertas durante gran parte de la noche e incluso
parte de la mafana del dia siguiente encontrandose frecuentemente flores en
estado masculino y femenino en el mismo arbol o entre arboles. Este
comportamiento se puede explicar por la mayor sensibilidad que muestran los
cultivares de tipo B en comparacion con los de tipo A a las bajas temperaturas
(Sedgley y Grant, 1983).

Relacion entre fecundacion cruzada y produccion

La importancia de la tasa de fecundacion cruzada en la produccion ha sido
objeto de gran controversia en los ultimos afios. Esta correlacion se ha estudiado
en distintas areas productoras de aguacate; sin embargo, los resultados obtenidos
han sido muy contradictorios y, por ello, el conocimiento de como la produccion
se ve afectada por el sistema de reproduccion en cada region resulta de gran
importancia para maximizar la produccion. Ademas, la necesidad de este estudio
se ve intensificada por el hecho de que las variedades empleadas como
polinizadores generalmente adquieren en el mercado un valor econémico muy
inferior al de “Hass’, de ahi que sea necesario disponer de tal informacion a la
hora de disefar las plantaciones. Por ello, es necesario considerar los beneficios
que realmente aporta el plantar intercaladamente estos cultivares y si estos
beneficios compensan las pérdidas econdmicas ocasionadas al destinar un 16%

de la plantacién a un cultivar con menor interés comercial (Garner et al., 2008).

Es necesario considerar que estos resultados se van a ver afectado por las
condiciones climaticas de cada zona de estudio. En Israel se ha establecido la
existencia de correlacion entre fecundacion cruzada y produccion (Degani et al.,
1989, 1990, 1997a) aunque Degani et al. (1997a) sugirieron que una alta tasa de
fecundacion cruzada no siempre va acompafiada de una alta produccién. En
California, los resultados han oscilado desde la existencia de correlacion

(Vrecenas-Gadus y Ellstrand, 1985), baja correlacion (Kobayashi et al., 2000) a
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no existencia de relacion (Garner et al., 2008). En Sudafrica, no se ha encontrado
efecto de la distancia entre cultivares complementarios en la produccion
(Robbertse et al., 1996; Johannsmeier y Morudu, 1999). Recientemente se han
Ilevado a cabo una serie de estudios en Florida que sugieren que la mayoria de
los frutos son resultados de cruzamientos, aungue no se ha estimado su efecto en
la produccion (Borrone et al., 2008). Garner et al. (2008) sugieren que en las
zonas costeras debido a las condiciones ambientales, el comportamiento floral se
puede ver alterado favoreciéndose la autofecundacién con el consiguiente
descenso de fecundacion cruzada. Un mecanismo similar podria explicar la

existencia de altas tasas de autofecundacion en Florida (Davenport et al., 1994).

En este trabajo no se ha encontrado correlacion entre la tasa de
fecundacion cruzada y la produccion, asi que en nuestras condiciones de cultivo
los cruzamientos parece no ser la causa determinante de la baja produccién
obtenida. En general, en estos trabajos hay que considerar el cultivar empleado
como polinizador puesto que es un factor determinante en la produccién ya que
se han descrito diferencias en la eficiencia de los polinizadores confiriendo

ventajas en las supervivencia de su progenie.

Caida selectiva de frutos

En aguacate, frecuentemente la baja produccion se ha asociado a una caida
masiva de frutos procedentes de autofecundacién (Degani et al., 1984; 1986)
sugiriendo que el genotipo del embrion juega un importante papel en la retencion
de los frutos por el arbol. Del mismo modo, se ha sugerido que existen
diferencias en cuanto a la eficiencia de los polinizadores transfiriendo ventajas a
la descendencia para su supervivencia. En Israel se ha observado el aborto
selectivo de embriones procedentes de autofecundacion (Degani et al., 1986,
1997) y en el sur de Florida, pese a que el 95% de los frutos son resultado de
autofecundacion, la mayor parte de los frutos que alcanzan su estado de madurez

son resultado de fecundacion cruzada (Borrone et al., 2008).
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Ademas, hay una serie de trabajos en los que se pone de manifiesto que la
entrada del tubo polinico dentro del ovario es dependiente del genotipo del
polinizador (Robbetse et al., 1995; Sedgley, 1977; Sedgley y Grant, 1983)
mostrandose de esta forma variaciones en la descendencia en funcion de la

combinacién de parentales (Degani y Gazit, 1984).

La hipotesis de la caida selectiva enfatiza la importancia del polinizador,
por lo que debe ser un factor tenido en cuenta a la hora de realizar este tipo de
estudio. En este trabajo no se han obtenido evidencias de que se produzca un
aborto selectivo de frutos. Si bien es cierto que un alto porcentaje de los frutos
que caen el mes siguiente al final de la floracion proceden de autofecundacion, la
caida gque se observa durante el mes de julio también presenta un alto porcentaje
de frutos procedentes de cruzamientos. Para analizar con detalle este punto
decidimos separar los frutos en funcién de su tamafio. Si no hubiésemos tenido
en cuenta el tamafio de los frutos que caen, los datos indicarian que durante el
mes de junio si que existe una caida preferente de frutos autofecundados. Sin
embargo, la mayor parte de los frutos que caen durante los meses de junio y julio
son frutos que al final de la floracion fueron seleccionados por presentar un
tamafio pequefio, lo que hace suponer que se correspondian con las flores que
fueron polinizadas durante las ultimas semanas de la etapa de floracion de
‘Hass’. El comienzo de la floracion de ‘Hass’ se solapa con la floracion de
‘Fuerte’ aproximadamente durante 3 semanas, siendo la primera de ellas cuando
‘Fuerte’ se encuentra en plena floracion. Los frutos que al final de la floracion se
marcaron como grandes y medianos pueden haberse formado durante estas
primeras semanas. Durante aproximadamente las dos ultimas semanas de la
floracion de “Hass’, el cultivar ‘Fuerte’ presenta muy pocas o ninguna flor, por lo
que no es un polinizador efectivo durante esta etapa y la mayor parte de los frutos
que se forman proceden de autofecundacion. Estos frutos de pequefio tamafio
formados preferentemente al final de la etapa de floracidn independientemente de
su genotipo van a presentar una serie de desventajas frente a los frutos de mayor
tamafo a la hora de competir por las reservas nutritivas, competencia que se ve

intensificada por el crecimiento vegetativo que tiene lugar durante la primavera.
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Por tanto, los resultados indican que la caida selectiva de frutos tendria mas
relacion con la fecha de fecundacién que con la composicion genética de la
descendencia. Quedaria por comprobar si una situacion similar puede explicar la

caida selectiva observada en otras regiones.

Esta caida de frutos se ve favorecida por el importante incremento de
temperatura que tiene lugar durante los meses de verano (la temperatura media en
el mes de junio es de 25°C y en el mes de julio es de 28-30°C) y las altas

temperatura aceleran esta caida (Bergh, 1976; Sedgley y Annells, 1981).

Sin embargo, hay que tener en cuenta que los frutos maduros procedentes
de cruzamiento entre ‘Hass’ y ‘Fuerte’ presentan un peso y diametro superior que
los procedentes de autofecundacion, aunque estas variaciones podrian ser
también debidas al momento de su formacion. En el caso de la semilla los frutos
procedentes de cruzamientos poseen un peso inferior, mientras que no se han
observado variaciones ni en el didmetro ni en la longitud de la semilla entre
ambos. Este efecto del polen sobre las caracteristicas del fruto puede ser un caso
de metaxenia. En el caso del aguacate se han descrito resultados similares en
Israel utilizando “Fuerte’ como parental femenino y el peso del fruto y la semilla
variaban en funcién de los parentales utilizados, de forma que los tamafios mas
pequefios de fruto y semilla se obtenian con la autofecundacion de ‘Fuerte’
comparado con cruzamientos con ‘Topa Topa’ o “Ettinger’ (Degani et al., 1990).
Seria necesario llevar a cabo un estudio exhaustivo para determinar si estas
ventajas comerciales (mayor tamafio de frutos y semillas de menor tamario) son
suficientes para contrarrestar las pérdidas econdmicas que supone el intercalar en
las parcelas ‘Fuerte’ como polinizador. En cualquier caso, el uso de un
polinizador seria indispensable en aquellas regiones donde la dicogamia

protoginica sea estricta.

En resumen, se podria decir que el aguacate presenta en nuestra zona de
cultivo un sistema mixto de reproduccion, en el que la autofecundacién es
importante para asegurar una buena produccion. Esta autofecundacion se ve

favorecida por el solape entre estadios sexuales ocasionado en gran parte por las
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condiciones climaticas existentes. Por ello y debido a que no existe una
correlacion clara entre fecundacion cruzada y produccion, aquellas condiciones
que favorezcan la autopolinizacion también contribuirdn a una mayor

produccion.

Hay que tener en cuenta que estas conclusiones no son necesariamente
extrapolables a otras regiones ni al uso de otros cultivares como donadores de
polen, puesto que ‘Fuerte’ parece no tratarse de un polinizador ideal para el
cultivar Hass, debido al hecho de que sus etapas de floracién no se solapan lo
suficiente para asegurar una polinizacion efectiva de ‘Hass’, habiéndose
recomendado en otras zonas geograficas el uso de otros polinizadores como
‘Bacon’ cuya floracion presenta mayor solape con ‘Hass’ y contribuye a una
mayor retencion de fruta tanto en California (Vrecenas-Gadus y Ellstrand, 1985)
como en Espafia (Hormaza, 2003). Del mismo modo, tras comparar el uso de
unos polinizadores alternativos para el cultivar Hass (‘Marvel’ y ‘Nobel’) en
nuestras condiciones de cultivo sureste espafiol se ha puesto de manifiesto que la
retencion de frutos obtenidos mediante cruzamientos con estos polinizadores es

superior a la obtenida con ‘Fuerte’ (Capitulo 7).
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[ SELECCION DE POTENCIALES POLINIZADORES
PARA EL CULTIVAR ‘HASS’ EN EL SURESTE ESPANOL EN
BASE AL SOLAPE DE SUS ETAPAS DE FLORACION Y
ESTADIOS SEXUALES

RESUMEN

La produccion de aguacate depende de un fendbmeno peculiar conocido
como dicogamia protoginica, el cual favorece la fecundacion cruzada. El objetivo
principal de este trabajo consiste en la busqueda de polinizadores potenciales
para el genotipo ‘Hass’, el de mayor importancia a nivel mundial. Con esta
finalidad, durante dos afios consecutivos se realizaron seguimientos para
determinar la etapa de floracidn en 27 genotipos de aguacate. La duracion media
de la etapa de floracion es de 45 dias, oscilando desde 18 dias para el genotipo
‘Harvest’ a 50 dias en el caso del cultivar Fuerte. Los genotipos que presentan
una floracion méas temprana son ‘Fuerte’ y ‘Shepard’ que florecen durante la
tercera semana de marzo. Los genotipos que presentan una etapa de floracion
maés tardia, como ‘Colin V-33’, “‘Adi’, ‘OA 184’ y ‘Harvest’, florecen durante la
segunda semana del mes de abril. La etapa de floracion de ‘Hass’ se extiende
desde la primera semana del mes de abril hasta la segunda semana de mayo,
siendo su duracion aproximadamente de 30 dias. Puesto que un buen polinizador
para el cultivar “‘Hass’ debe presentar no solo suficiente solape con su etapa de
floracion, sino ademas solape entre sus estados sexuales, se estudio el estado
sexual a lo largo del dia cada dos horas durante la etapa de floracion en 12
genotipos que producen frutos similares a ‘Hass’. Los resultados obtenidos ponen
de manifiesto que ‘Marvel’ (BL 516) y ‘Nobel’ (BL 667) presentan un alto
solape sexual con ‘Hass’. Teniendo en cuenta la duracion de la etapa de
floracion, el solape entre estados sexuales y el cuajado, estos genotipos podrian
ser interesantes como polinizadores para ‘Hass’ en nuestras condiciones de

cultivo.

ALCARAZ, M.L., J.I. HORMAZA (2009) Selection of potential pollinizers for ‘Hass’ avocado based on
flowering time and male-female overlapping. Scientia Horticulturae (en prensa). ANEXO II.
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INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Mill.) es un frutal subtropical de hoja
perenne nativo de Centroamérica y Méjico donde fue domesticado y cultivado
desde tiempos remotos (Galindo-Tovar et al.,, 2008; Chen et al., 2009). Se
engloba en la familia de las Lauraceas junto con otras especies mayoritariamente
tropicales o subtropicales. Las Laurdceas (orden Laurales) se incluyen en el
complejo Magnoliid, dentro de las angiospermas basales. Tradicionalmente, se
han descritos varios ecotipos geograficos o variedades botanicas adaptadas a
diferentes condiciones ecocliméticas y que se consideran de interés agronémico:
Mejicana [P. americana var. drymifolia (Schlecht. & Cham.) Blake],
Guatemalteca (P. americana var. guatemalensis L. Wms.) y Antillana (P.
americana var. americana Mill.). Estas razas se distinguen en base a caracteres
morfologicos, fisioldgicos y agrondmicos (Berg, 1995; Berg y Lahav, 1996;
Chanderbali et al., 2008). Asi, mientras que las razas Mejicana y Guatemalteca
estan adaptadas a climas mas frescos, la raza Antillana requiere de climas méas
calidos para un desarrollo optimo. La mayoria de los cultivares comerciales son
hibridos entre razas obtenidas a partir de semillas. El genotipo mas cultivado a
nivel mundial es “‘Hass’, que se trata de un hibrido Guatemalteco x Mejicano que

produce frutos de piel oscura.

La produccion mundial de aguacate ha superado los 3 millones de
toneladas, aunque el 70% de esta produccion se debe a unos pocos paises
(México, Indonesia, Estados Unidos, Colombia, Brasil, Chile, La Republica
Dominicana y Perut), siendo Méjico el principal pais productor con una
produccién superior al millon de toneladas, lo que supone el 30% de la
produccion mundial de aguacate (Faostat, 2009). Espafia supone un caso peculiar
en el cultivo del aguacate, puesto que es el Unico pais europeo con una
produccién importante (aproximadamente 85.000 t en 2007, Faostat, 2009)
limitada a la costa del sureste de Andalucia y las Islas Canarias. Este frutal fue
introducido en Espafia a comienzos del siglo XVI, aunque su expansion

comercial tuvo lugar en la década de 1970.
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El aguacate se caracteriza por una marcada dicogamia protoginica que
favorece la fecundacion cruzada. A pesar de presentar flores hermafroditas, los
6rganos masculinos y femeninos no son funcionales al mismo tiempo. Cada flor
abre dos veces, la primera vez con un estigma receptivo y de color blanquecino
siendo funcionalmente femenina; después esta flor se cierra y se abre de nuevo el
dia siguiente siendo funcionalmente masculina con un estigma no receptivo y las
anteras dehiscentes. Los diferentes cultivares de aguacate se clasifican en tipo A
0 B en base a su comportamiento floral (Nirody, 1992). En los cultivares de tipo
A las flores abren en estado femenino por la mafiana, cierran a mediodia y
vuelven a abrirse la tarde del dia siguiente en estado masculino. En el caso de los
cultivares de tipo B, la apertura de la flor en estado femenino tiene lugar por la
tarde, se cierra al anochecer para abrirse la mafiana siguiente en estado masculino
(Stout, 1923). La combinacion de la dicogamia protoginica y los distintos
comportamientos florales dificultan la autofecundacion y favorecen la
fecundacion cruzada. Sin embargo, la autofecundacion tiene lugar en parcelas
monovarietales probablemente debido al solape entre los estadios masculino y
femenino en la misma flor, entre flores del mismo arbol, o entre flores de &rboles

del mismo genotipo.

Un problema frecuente en las plantaciones comerciales de aguacate es la
baja tasa de cuajado de este frutal cuando se compara con la poblacidn inicial de
flores; asi, el cuajado puede variar desde 0,001% hasta 0,23% (Sedgley, 1980)
considerandose como buena una produccién de 300 frutos por &rbol (Lahav y
Zamet, 1999). El ciclo floral es previsible bajo condiciones 6ptimas pero es muy
sensible a las condiciones ambientales, principalmente a la temperatura (Lesley y
Bringhurts, 1951; Sedgley, 1977b; Sedgley y Annells, 1981; Ish Am vy
Eisikowith, 1991). La sensibilidad del ciclo floral a las condiciones ambientales
es variable en funcion del cultivar y, en general, los cultivares de tipo B muestran
una mayor sensibilidad a las bajas temperaturas que los cultivares de tipo A
(Sedgley y Grant, 1983).

A pesar del alto porcentaje de autofecundacion obtenido bajo diferentes
condiciones ambientales (Davenport, 1986, 1994, 1999, 2006), diversos estudios
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moleculares de la composicion genética de la progenie obtenida ponen de
manifiesto que la mayoria de los frutos que alcanzan la madurez son resultado de
fecundacion cruzada (Vrecenas-Gadus y Ellstrand, 1985; Degani et al., 1986,
1989, 1997, 2003; Goldring et al., 1987; Robbertse et al., 1997; Chen et al.,
2007; Borrone et al., 2008). Por ello, tradicionalmente se ha considerado que la
plantacion de cultivares complementarios incrementa significativamente la
produccion (Bergh y Garber, 1964; Vrecenas-Gadus, 1985; Degani et al., 1997)
aunque el efecto de la tasa de la fecundacion cruzada en la produccion final es
aun un tema de gran controversia (Garner et al., 2008). La diferencia entre el
elevado porcentaje de autofecundacion inicial y la baja proporcion de frutos
autofecundados que alcanzan la madurez se ha explicado por la caida selectiva de
frutos procedentes de autofecundacion frente a aquellos derivados de
fecundacion cruzada (Degani et al., 1986; Robbertse et al., 1997) o por
diferencias en el porcentaje de 6vulos fecundados con polen del mismo genotipo
y con polen de diferentes genotipos (Sedgley, 1979; Robbertse et al., 1994, 1995;
Borrone et al., 2008).

Por lo tanto, existen evidencias que sugieren que el interplantar cultivares
complementarios podria ser importante para asegurar una buena cosecha. Sin
embargo, dependiendo de la produccion y del precio final en el mercado de la
fruta obtenida del cultivar empleado como polinizador, podria reducirse la
rentabilidad de la produccion. El cultivar mas importante desde el punto de vista
comercial en Espafia, al igual que en la mayoria de los paises productores, es
‘Hass’ que supone el 75% de la produccién, siendo ‘Fuerte’ el cultivar
polinizador mas comun. Sin embargo, actualmente ‘Fuerte’ es menos interesante
a nivel comercial que “Hass’ por lo que la utilizacion de polinizadores con frutos
similares a los de ‘Hass’ podria ser muy ventajoso. Por ello, el objetivo de este
trabajo consiste en caracterizar la fenologia de la floracién asi como el ciclo
floral diario de los posibles polinizadores mas prometedores, conservados en
nuestra coleccion de germoplasma, bajo las condiciones ambientales del sureste
de Espafia. Ademas se han caracterizado con mayor detalle aquellos genotipos

que presentan suficiente solape en su etapa de floracién con la de ‘Hass’ y
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producen frutos tipo ‘Hass’. Finalmente, se analizé el efecto de tres polinizadores

en el cuajado final en nuestras condiciones de cultivo.
MATERIALES Y METODOS

Condiciones climaticas

En la Peninsula Ibérica, el aguacate se cultiva en el litoral andaluz
(provincias de Malaga y Granada). Los datos recogidos en los ultimos 40 afios en
la Mayora (36° 45°’N) muestran una temperatura media anual de 19,4°C con un
valor medio de 29,4°C durante el mes mas calido (agosto) y un valor medio de

9,3°C en el mes mas frio (enero) con una precipitacion media anual de 435 mm.

Material vegetal y etapa de floracion

En este trabajo se emplearon 27 genotipos de aguacate conservados en la
coleccion de aguacate de la E.E. La Mayora que incluye genotipos de tipo Ay B
(Tabla 1).

Durante 2005 y 2006 se determiné la duracion de la etapa de floracion,
definida como el nimero de dias transcurridos desde la apertura de la primera
flor hasta el cierre de la ultima (Elzinga et al., 2007) en los 27 genotipos
estudiados. EI momento de plena floracion se estimo cuando el 50% de las flores

estaban abiertas.
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Tabla 1. Lista de las 27 variedades de aguacate estudiadas para determinar la fenologia de la
floracion.

GENOTIPOS Grupo floral GENOTIPOS Grupo floral
5-552 B* LAMB HASS (BL122) A’
ADI Al LOHNEISS A?
COLIN V-33 B! MARVEL (BL516) B!
EDEN A3 NEGRA DE LA CRUZ B!
FUERTE B NOBEL (BL667) B
FUNDACION I A? OA 184 B’
H670 A? PINKERTON Al
GEM (3-29-5) Al REGAL A®
HARVEST At RINCOATL Al
HASS A? RT 5176 B®
HASS MOTRIL A? SHEPARD B®
IRIET B! SIR PRIZE B!
JIMENEZ 1 A? TACAMBARO A2
JIMENEZ 2 A?

! http://www.ucavo.ucr.edu
2 Este trabajo

*Lavi et al., 1997

* Arpaia et al., 2005

> Martin y Bergh, 1993

® Newett et al., 2002

" Witney y Martin, 1995

Seguimiento del ciclo floral

El ciclo floral se observo diariamente en dos arboles de 12 genotipos:
‘Hass’, ‘Fuerte’ y 10 genotipos que producen frutos similares a los de ‘Hass’,
con el objeto de comparar el solape entre el estado masculino de los posibles
polinizadores (‘Nobel’ —BL667-, ‘Marvel’ -BL516-, ‘Tacambaro’, ‘Lohneiss’,
‘Gem* -3-29-5-, ‘Lamb Hass’ -BL122-, “‘Jiménez 2’, ‘Jiménez 1’, ‘H670°, ‘Hass
Motril’, ‘Hass’ y ‘Fuerte’) y el estado femenino de ‘Hass’. EI comportamiento
floral de cada genotipo se observo cada dos horas desde las 8:00 hasta las 20:00,
contando las flores en estado masculino y femenino en 10 inflorescencias

localizadas en diferente posicion en el arbol.

Por otra parte, para estudiar el ciclo floral bajo nuestras condiciones de
cultivo, se marcaron diariamente, durante toda la etapa de floracion, 20 flores (10
por arbol) de ‘Hass’ y de 3 genotipos tipo B (‘Marvel’, ‘Nobel’, ‘Fuerte’)
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anotando la fecha de la primera apertura y se observaron hasta el momento de la

segunda apertura.

Eficiencia de los polinizadores en campo

Para comparar el efecto de tres polinizadores en el cuajado de ‘Hass’ se
Ilevaron a cabo una serie de polinizaciones. La seleccion de los donadores de
polen empleados en este estudio se basé en los resultados obtenidos durante el
seguimiento del ciclo floral y los genotipos empleados fueron ‘Nobel’ y ‘Marvel’
junto a ‘Fuerte’ (el cultivar mas empleado como polinizador en el sureste
espafiol). Se polinizaron manualmente un total de 500 inflorescencias
distribuidas en 25 éarboles del cultivar ‘Hass’ de tal forma que en cada
inflorescencia se polinizaron tres flores, usando un donador de polen para cada
una de ellas. Las flores en estado masculino de los cultivares seleccionados se
recogieron a las 12:00 y el polen fue aplicado inmediatamente por contacto
directo de las anteras con el estigma. El resto de las flores de la inflorescencia se
eliminaron. Se llevaron a cabo seguimientos semanales de las flores y/o frutos
retenidos por el arbol, anotandose la fecha de abscision y calculando el cuajado
final. El porcentaje de cuajado obtenido empleando los distintos polinizadores se
compard mediante una prueba Chi cuadrado para tablas de contingencia 2x2 a la
que se le aplicé la correccion de continuidad de Yates. Los andlisis estadisticos
se realizaron con el paquete estadistico SPSS version 15 (SPSS Inc., Chicago,

[llinois).
RESULTADOS Y DISCUSION

Fenologia de la floracion

El seguimiento de la fenologia de la floracion durante dos afios
consecutivos mostro que el periodo de floracion en los genotipos estudiados

oscilé desde 18 dias en el caso de ‘Harvest’ a 50 dias para ‘Fuerte’ y el periodo
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de plena floracion varié de 1 a 2 semanas en la mayoria de los genotipos (Figura
1). La duracion de la etapa de floracion fue muy similar durante los dos afios de
estudio, aunque en el afio 2006 el comienzo de la floraciéon se adelantd una
semana en la mayoria de los cultivares con respecto al afio anterior. En este
trabajo se pudieron distinguir dos genotipos que presentaban una etapa de
floracion mas temprana (‘Fuerte’ y ‘Shepard’), cuyas flores empezaron a abrirse
en marzo, y otros genotipos con una floracion mas tardia (‘Harvest’, ‘Colin V-
337, ‘Fundacion II’, ‘OA 184’ y ‘Adi’) que florecieron a mitad del mes de abril.
Sin embargo, la mayoria de los genotipos florecieron en el mes de abril en
sincronia con ‘Hass’. En la Figura 1 se muestra esquematicamente la etapa de

floracion de los genotipos estudiados.

MARZO ABRIL MAYO
13 16 19 22 25 28 31 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 3 6 9 12 15 18 21

FUERTE [ -
SHEPARD [ ]
LAMB HASS (BL 122) [— | |
5-552 [ T ]
SIR PRIZE [ IEEE——— I
JIMENEZ 1 [IEE—— ]
NEGRA DE LA CRUZ C ]
MARVEL (BL 516) CC
HASS MOTRIL C
REGAL [ ]
RT 5176 [ I —
H 670 [ - |
TACAMBARO CC S ]
JIMENEZ 2 EE— I |
NOBEL (BL 667) CC— S
EDEN C ]
LOHNEISS [ - |
GEM (3-29-5) (I ]
HASS C S
IRIET [ | ]
RINCOATL C T
PINKERTON C S
FUNDACION 11 | ]
HARVEST CC o
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Figural. Etapa de floracién de 27 genotipos de aguacate. En negrita se muestra el periodo de
plena floracion.

La etapa de plena floracion para la mayoria de los genotipos ocurrio en
abril, presentando un gran solape con ‘Hass’. Sin embargo, el cultivar Fuerte, que
se emplea como polinizador para ‘Hass’ en Espafia, s6lo muestra solape con
‘Hass’ durante las dos primeras semanas de su floracion; por este motivo seria

muy interesante la busqueda de polinizadores adicionales que aseguraran una
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polinizacion efectiva para el cultivar ‘Hass’ durante la segunda mitad de su

floracion.

Ciclo floral diario

Con la finalidad de establecer una posible complementacion entre estados
florales, se llevaron a cabo seguimientos diarios del ciclo floral en ‘Hass’,
‘Fuerte’ y en 10 genotipos con frutos tipo ‘Hass’. A pesar de que el aguacate se
ha descrito como una especie con una marcada dicogamia protoginica, es
frecuente la coexistencia de flores en distintos estados sexuales en el mismo
arbol o entre arboles del mismo genotipo. Este solape existe a lo largo de toda la
etapa de floracion, siendo mas intenso al comienzo y al final de la floracién; de
esta forma, se puede explicar la produccion en plantaciones monovarietales
(Davenport, 1989; Davenport et al., 1994). Asi, aunque la dicogamia incrementa
la oportunidad de fecundacion cruzada, reduciéndose mediante este mecanismo
la endogamia, la coexistencia de flores en estado masculino y femenino podria
ser considerada como una estrategia para asegurar la fecundacion y la produccion

cuando las oportunidades de fecundacién cruzada son limitadas.

Durante el periodo de plena floracion, las flores de los genotipos de tipo B
estudiados (‘Fuerte’, “Nobel’ y ‘Marvel’) abrieron en estado masculino entre las
8:00 y las 10:00 (Figura 2) y a las 12:00 tenia lugar la dehiscencia de las anteras.
En trabajos anteriores se ha puesto de manifiesto que ‘Fuerte’ muestra un alto
grado de solape entre flores en estado masculino y femenino dentro de la misma
inflorescencia (Nirody, 1922). Del mismo modo, en nuestro trabajo se observo
este alto grado de coexistencia entre ambos estados dentro de un mismo arbol
desde las 10:00 hasta las 12:00 y desde las 18:00 hasta 20:00, mientras que no se
encontro solape en el caso de ‘“Marvel” ni en el de “Nobel’. Las flores en estado
masculino cerraban por la tarde y las flores en estado femenino lo hacian al
anochecer, excepto en el caso de ‘Fuerte’ en el que las flores en estado femenino
abrian més tarde y muchas de ellas continuaban abiertas durante la noche hasta la

mafana siguiente, siendo frecuente la coexistencia de flores en estado masculino
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y en estado femenino. Durante la etapa de plena floracion, las flores de los
genotipos de tipo A estudiados (‘Hass’, ‘Lamb Hass’, ‘Gem’, ‘Jiménez 1’,
‘Jiménez 2°, ‘Hass Motril’, ‘Lohneiss’, “Tacambaro’ y ‘H670’) abrian en estado
femenino a las 10:00 y permanecian abiertas hasta las 16:00 (18:00 en el caso de
‘Lamb Hass’). El solape entre flores en estado femenino cerrandose y flores en
estado masculino abriendo ocurria en ‘Hass’, ‘Gem’, “‘Jiménez 1’ y “H670’ entre
las 14:00 y 16:00; en ‘Lamb Hass’ el solape tiene lugar entre las 16:00 y las
18:00, mientras que no se encontrd solape en el caso de ‘Jiménez 2’, ‘Hass

Motril’ y “Tacdmbaro’, excepto al final de la etapa de floracion.
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JIMENEZ 1
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LOHNEISS
HASS MOTRIL
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*
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il

*

[l Estado femenino [l Estado masculino

Figura 2. Esquema de los estados sexuales en las distintas variedades estudiadas en su
momento de plena floracion. El asterisco indica que las flores permanecian abiertas en el Gltimo
seguimiento.

Durante la floracién de ‘Hass’ fue evidente una amplia variacion en el
comportamiento floral diario principalmente al comienzo y al final de la etapa de
floracion. Asi, al comienzo de la floracidn las flores abrian en estado femenino a

las 10:00 y cerraban a las 16:00 mientras que las flores abrian en estado
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masculino a las 14:00 y permanecian en este estado durante la noche y cerraban
entre las 10:00 y las 12:00 del dia siguiente. En este periodo encontramos solape
entre estadios masculino y femenino durante cuatro horas: 10:00-12:00 y 14:00-
16:00. Cuando comparamos a ‘Marvel’ con ‘Hass’, observamos que tenian una
etapa de floracion similar y el estadio sexual masculino de ‘Marvel’ se solapaba
con el femenino de ‘Hass’ durante las primeras horas de la mafana, aunque la
dehiscencia de las anteras ocurria a las 12:00 (Figura 3). Al final de la etapa de
floracion, tanto los genotipos de tipo A como los de tipo B mostraron una
reduccion en la duracion del ciclo floral, las flores en estado femenino abrian a

las 12:00 y las flores en estado masculino cerraban antes de las 20:00 (Figura 4).

8:00 10500 12:|00 . 16500 18:{00 20%00
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i

B Estado femenino Bl Estado masculino

Figura 3. Esquema de los estados sexuales en las 27 variedades estudiadas al comienzo de la
floracion. El asterisco indica que las flores permanecian abiertas en el Gltimo seguimiento.

Por otra parte, mientras que los genotipos de tipo A mostraron un
comportamiento similar al descrito por primera vez por Nirody (1922), el ciclo
floral de los genotipos de tipo B, bajo nuestras condiciones de cultivo, no siguio
el ciclo normal descrito en trabajos anteriores. Asi, las flores abrian en estado

femenino por la tarde, permaneciendo la mayoria de ellas abiertas por la noche y
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parte de la mafiana del dia siguiente, solapandose con aquellas en estado
masculino que abrieron por primera vez en estado femenino dos dias antes. Un
comportamiento similar fue descrito por Lesley y Brighurst (1951) cuando las
temperaturas diarias oscilaban entre 18 y 21°C y las nocturnas entre 7 'y 12°C. En
nuestras condiciones de cultivo el rango de temperaturas diurnas oscilé entre
17,5°C a 27,5°C en 2005 y desde 18,5°C a 25°C en 2006 (con un valor medio de
21,6°C y de 21,4°C respectivamente). Asi, nuestros resultados corroboran
trabajos anteriores en los que se describe la mayor sensibilidad de los genotipos
de tipo B a las bajas temperaturas (Lesley y Bringhurst, 1951; Sedgley, 1977;
Sedgley y Annell, 1981; Sedgley y Grant, 1983).

El ciclo anteriormente descrito fue el observado bajo condiciones
normales en el periodo de floracion. Sin embargo, durante este periodo, nos
encontramos con varios dias nublados en los que tuvo lugar un descenso de la
temperatura, oscilando desde 4 dias en el primer afio a 7 en el segundo. En estos
dias, caracterizados por un descenso tanto en la temperatura nocturna como
diurna, el comportamiento floral se alter6. Asi bajo condiciones de bajas
temperaturas, ‘Hass’ mostraba un retraso y un alargamiento en su ciclo floral; las
flores en estado femenino abrian a mediodia y cerraban aproximadamente a las
18:00, mientras que las flores en estado masculino abrian al anochecer y
permanecian abiertas hasta mediodia del dia siguiente. Asi, la segunda apertura
tenia lugar el tercer dia después de la primera apertura. Bajo estas condiciones,
las flores de los cultivares de tipo B abrian en estado femenino por la tarde,
muchas de ellas cerraban por la noche y otras permanecian abiertas durante la
mafiana del dia siguiente, coexistiendo con flores en estado masculino que habian
abierto por primera vez en estado femenino tres dias antes. Las flores en estado
femenino abrian en estado masculino el cuarto dia después de la primera
apertura. Similares alteraciones del ciclo se han descrito en otros trabajos
anteriores (Stout, 1923; Robinson, 1931; Lesley y Bringhurst, 1951;
Papademetriou, 1976; Sedgley, 1987).
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Figura 4: Diagrama de solape entre estadios sexuales en distintas variedades al final de sus
etapas de floracion. El asterisco indica que las flores permanecian abiertas en el ultimo
seguimiento.

Diferencias en el cuajado final

Tras las polinizaciones manuales empleando distintos donadores de polen
se pusieron de manifiesto diferencias significativas en la retencion de frutos. Asi,
el cuajado final fue de 2,8%, 7,4% y 8,4% empleando como donadores de polen
‘Fuerte’, ‘Marvel’ y ‘Nobel’ respectivamente. No se obtuvieron diferencias
significativas en el cuajado obtenido polinizando con “‘Marvel’ y con ‘Nobel’
(p=0,558), mientras que si hubo importantes diferencias al comparar el cuajado
obtenido con ‘Fuerte’ con respecto a ‘Nobel’ (p<0,001) y “‘Marvel’ (p=0,001).
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el cuajado final asi como los
datos de solape en el ciclo floral, podriamos plantearnos el hecho de que ‘Fuerte’
es menos eficiente que los otros dos polinizadores para el cultivar ‘Hass’ en
nuestras condiciones de cultivo. Distintos factores como la diferencia en la

viabilidad del polen o diferencias en el crecimiento de los tubos polinicos durante
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la fase progamica y /o el aborto diferencial de embriones a nivel postzigotico
podrian ser los responsables de las diferencias obtenidas en los porcentajes de

cuajado.

Conclusion

La polinizacién se considera un factor limitante en la produccion de las
plantaciones comerciales de aguacate (Vithanage, 1990; Ish Am y Eisikowitch,
1991). Teniendo en cuenta la fenologia floral, el solape entre estadios sexuales y
el cuajado observado polinizando manualmente, una posible alternativa al uso de
‘Fuerte’ como polinizador principal en plantaciones comerciales en Espafia
podria ser la combinacion de algunos arboles de ‘Fuerte’, que podrian garantizar
la polinizacién efectiva de ‘Hass’ durante las primeras semanas de la floracion,
con otros genotipos de tipo B como ‘Nobel’ y ‘Marvel’ que asegurarian la
polinizacion durante las ultimas semanas. Este sistema de plantacion mixto de
dos o mas genotipos podria ser ventajoso disminuyendo el posible efecto
negativo de la carencia de sincronia entre los genotipos dependiendo de las
condiciones ambientales. Este sistema mixto podria llevarse a cabo en otras
regiones de cultivo con la finalidad de optimizar la fecundaciéon cruzada. Sin
embargo, seria necesario continuar con estudios en los nuevos cultivares para
poder dar una respuesta definitiva a la influencia de la fecundacion cruzada sobre

el cuajado en nuestras condiciones de cultivo.
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@ Discusion general

DISCUSION GENERAL

Los resultados obtenidos en este trabajo han permitido avanzar en el
conocimiento de la biologia reproductiva del aguacate y ponen de manifiesto la
variedad de factores implicados en el cuajado final en esta especie. Por un lado,
la fase progdmica muestra una alta vulnerabilidad a las condiciones ambientales,
especialmente a la temperatura, que afecta tanto al comportamiento del polen
como al pistilo. Ademas, las reservas nutritivas de la flor parecen jugar un papel
determinante condicionando el cuajado. Los resultados obtenidos tienen claras
implicaciones agronomicas ya que pueden permiten redisefiar las plantaciones

con la utilizacion de polinizadores alternativos.

La polinizacion como factor limitante

La polinizacion es el primer paso que desencadena toda una serie de
procesos que conducen a la fecundacién y a la posterior fructificacion. La
produccion de aguacate bajo determinadas condiciones ambientales se puede ver
favorecida por la presencia de un polinizador de grupo floral complementario que
garantice su polinizacion efectiva debido a la dicogamia protoginica que
caracteriza a esta especie. Este cultivar complementario debe presentar una etapa
de floracion que muestre suficiente solape con la etapa de floracion del cultivar

principal y, ademaés, debe existir solape entre los estadios sexuales.

La mayoria de los genotipos de aguacate analizados en este trabajo
iniciaron su etapa de floracion en el mes de abril, aunque encontramos un grupo
de ellos méas tempranos que florecen en el mes de marzo, y otros mas tardios que
lo hacen a final de abril. El cultivar mas ampliamente empleado como
polinizador para ‘Hass’ en nuestra zona de cultivo es ‘Fuerte’, cuya floracion
comienza a mitad del mes de marzo y termina aproximadamente a mediados de
abril; asi, su etapa de floracion no presenta suficiente solape con la de ‘Hass’ por
lo que no garantiza la polinizacion efectiva de ‘Hass’ durante las udltimas

semanas de la floracion de éste ni durante su periodo de plena floracion. Otro
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inconveniente que muestra ‘Fuerte’ es que su ciclo floral muestra gran
susceptibilidad a las condiciones ambientales unido a que es de produccion
alternante. Introducir en las plantaciones comerciales una serie de polinizadores
adicionales seria de gran interés para asegurar la polinizacion efectiva de ‘Hass’
durante toda su etapa de floracion. En este trabajo se ha puesto de manifiesto
que, en base a la duracion de la etapa de floracion y al solape entre estadios
sexuales, ‘Nobel’ (BL667) y ‘Marvel’ (BL516) podrian ser potenciales

polinizadores de interés para el cultivar Hass.

La polinizacion es el primer factor limitante en la produccién con el que
nos encontramos en la fase reproductiva, puesto que se han observado diferentes
tasas de cuajado en poblaciones polinizadas manualmente con respecto a aquellas
dejadas a libre polinizacion. Aunque la polinizacion tenga lugar, se producen una
serie de caidas prematuras de flores y de frutos en desarrollo después del
momento de antesis, que reducen considerablemente su namero inicial, por lo
que la caida y el cuajado de las flores vienen, ademas, determinados por la

fecundacion y por otros factores intrinsecos a la flor.

Un factor limitante afiadido en la produccién del aguacate es la alternancia
de afios de alta produccion con afios de baja produccion, no observandose
diferencias en la tasa de cuajado ni en poblaciones de flores polinizadas ni en
aquellas dejadas a libre polinizacion en ambos arios, por lo que la diferencia en la
produccion en la costa Mediterranea andaluza al igual que en California (Garner
y Lovatt, 2008), radicaria principalmente en el numero de flores producidas.
Independientemente de que se trate de un afio de alta o de baja produccion, la
floracion es exuberante y esto podria tratarse de un mecanismo de atraccién de
los insectos. La ubicacion de una cantidad adecuada de colmenas en las
plantaciones resulta indispensable para garantizar una adecuada produccion.
Estas colmenas deberian colocarse idealmente durante toda la etapa floracion de
‘Hass’, siendo especialmente importantes durante la segunda y tercera semana
del mes de abril de los afios de alta produccién, puesto que en este periodo tiene

lugar la apertura del mayor porcentaje de flores.
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Diferencias en la germinacion de polen in vivo e in vitro

Uno de los factores que juega un importante papel en el éxito reproductivo
es el comportamiento del gametofito masculino, que muestra gran susceptibilidad
a las condiciones ambientales. Aquellos genotipos cuyos tubos polinicos
presenten ventajas en su crecimiento seran los que se vean mejor representados
en la descendencia (Mulcahy y Mulcahy, 1975; 1987, Mulcahy, 1979; Hormaza
y Herrero, 1992; 1996). En este trabajo se ha optimizado un medio de
germinacion in vitro para polen de aguacate que ha permitido analizar el
comportamiento de distintos genotipos frente a diferentes temperaturas. En este
caso no encontramos un efecto de la temperatura en el porcentaje de germinacion
in vitro en los genotipos analizados, con la excepcion de un unico genotipo
(‘Maoz’) en el que el porcentaje de germinacion aumentd. Este genotipo es de
raza antillana, con lo que se pudo establecer una relacion entre la raza botanica y
la temperatura Optima para la que se consigue el maximo porcentaje de
germinacion. Por tanto, los genotipos de raza antillana no serian adecuados como
polinizadores en nuestras condiciones de cultivo mientras que el resto de los
genotipos empleados en este trabajo no mostraron variaciones en la germinacion
de polen in vitro bajo las diferentes condiciones de temperaturas estudiadas, lo
gue sugiere que estos genotipos se adaptan bien a las condiciones de temperatura
existentes en la etapa de floracion mostrando un porcentaje de germinacion
optimo entre 20 y 30°C. Ademas también se ha puesto de manifiesto un efecto de
la temperatura sobre la longitud de los tubos polinicos in vitro. Bajo las
condiciones de temperatura existentes en nuestra zona de cultivo el efecto de la
temperatura sobre el comportamiento del gametofito masculino no va a ser
limitante en la produccion y aquellos genotipos de raza Mejicana y Guatemalteca

o hibridos entre ambas razas podrian ser eficientes como polinizadores.

Puesto que diferencias entre genotipos en la germinacion y crecimiento
del tubo polinico conducen a diferencias en el éxito reproductivo, el
conocimiento del estado de competicion bajo las condiciones ambientales

predominantes durante la etapa de floracion resulta fundamental para optimizar
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la produccion en plantaciones comerciales, especialmente con las perspectivas

actuales de cambio global (Hedhly et al., 2009).

En este trabajo se ha puesto de manifiesto la diferencia del porcentaje de
germinacion in vivo e in vitro en el caso del cultivar Fuerte, siendo
significativamente superior in vivo. El porcentaje de germinacion in vitro
obtenido para ‘Fuerte’ en este trabajo ha sido similar al que habia sido descrito
previamente (Sahar y Spiegel, 1984; Papademetriou et al., 1997). Ademas en este
trabajo se han encontrado diferencias en el porcentaje de germinacién entre
distintos genotipos, lo que hace suponer que es necesario la optimizacion del

medio para cada uno de los cultivares.

El incremento de la temperatura acorta el periodo efectivo de polinizacion

El periodo efectivo de polinizacion adquiere gran importancia
condicionando el cuajado y viene determinado por tres eventos: receptividad
estigmatica, cinética del tubo polinico y longevidad del 6vulo. Este periodo
puede ser variable en funcion de las condiciones ambientales, adquiriendo la
temperatura gran importancia puesto que en diferentes especies se ha descrito
que afecta a la receptividad estigmatica (Burgos et al., 1991; Egea et al., 1991;
Kumar et al., 1995; Hedly et al., 2003), la germinacion y el posterior crecimiento
del tubo polinico (Lewis, 1942; Williams, 1970; Elgersma et. al., 1989; Hedhly et
al., 2004 Kakani et al., 2005), la longevidad del évulo (Tompson y Liu, 1973;
Stosser y Anvari, 1982; Postweiler et al., 1985) y el cuajado (Jackson y Hamer,
1980; Mellenthin et al., 1972; Vasilakakais y Porlingis, 1985). Asi, las altas
temperaturas aceleran el crecimiento del tubo polinico y la degeneracion del
estigma (Egea et al., 1991; Burgos et al., 1991; Hedly et al., 2003), y del 6vulo
(Cerovic y Ruzic, 1992; Postweiller et al., 1985).

A pesar del interés que presenta la duracion del periodo efectivo de
polinizacion en aguacate, no se tiene informacion clara del efecto de las
condiciones ambientales sobre el periodo efectivo de polinizacion. La
temperatura juega un importante papel en distintas especies condicionando la
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duracion del periodo efectivo de polinizacion (revisado en Sanzol y Herrero,
2001). En aguacate, las temperaturas afectan tanto al porcentaje de germinacion
de los granos de polen como a la adhesion siendo las condiciones de temperatura
Optimas para la germinacion del polen entre 20 y 25°C tanto en las flores en
estadio masculino como en las femeninas. Cuando se incrementa la temperatura,

la receptividad estigmatica se muestra reducida en el estadio masculino.

Ademaés la humedad relativa también juega un importante papel en la
duracion de la receptividad estigmaética, de tal forma que humedades relativas
comprendidas entre 75 y 95% permiten ampliar la receptividad estigmatica
incluso cuando la flor abre siendo funcionalmente masculina, evitando la

desecacion del estigma en el estadio masculino.

Ademas, el incremento de la temperatura se ve reflejado en la aceleracion
del crecimiento del tubo polinico reduciendo el tiempo en el que el tubo polinico
alcanza el ovulo, aunque la temperatura no afecta al nimero final de tubos
polinicos que alcanzan la base del estilo. Por otra parte, las condiciones de bajas
temperaturas estudiadas retrasan el crecimiento del tubo polinico aumentando el
tiempo requerido para que el tubo polinico alcance el 6vulo ya que 48 horas
despueés de la polinizacion no se observé ningun evento de fecundacion. Estos
resultados pueden explicar la baja tasa de cuajado obtenida en aquellos periodos

de polinizacion caracterizados por bajas temperaturas.

Por otra parte, el comportamiento floral del aguacate muestra una gran
susceptibilidad a las condiciones ambientales, principalmente a la temperatura
(Ish Am y Eisikowith, 1991; Sedgley, 1977b; Sedgley y Annells, 1981). En
nuestras condiciones de cultivo, la alteracion del ciclo floral ocurre
frecuentemente al comienzo y al final de la etapa de floracion; al comienzo de la
floracion fue evidente una prolongacion del ciclo floral mientras que al final de la
etapa de floracion el ciclo se acorta considerablemente. Estas variaciones pueden
ser debidas a las condiciones de temperatura, puesto que al principio de la
floracion las temperaturas son mas bajas que las encontradas al final de la etapa

de floracion. Durante toda la etapa de floracion fue frecuente la coexistencia de
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flores en estado masculino y flores en estado femenino en un mismo arbol o entre
arboles de la misma variedad durante al menos dos horas, por lo que la

autopolinizacion puede tener lugar durante este periodo de tiempo.

En las distintas condiciones de humedad relativa y de temperatura
analizadas en este trabajo la capacidad del estigma para soportar la adhesion, la
germinacion de polen y el crecimiento inicial del tubo polinico se extiende al
momento de la apertura de la flor como funcionalmente masculina, aungue esta
capacidad se ve muy mermada justo antes de que la flor en estado masculino
cierre definitivamente. Estos efectos son alin mas patentes en condiciones de
campo, observandose una baja germinacion de polen al final de la etapa
masculina, probablemente debido a la gran variabilidad de temperatura y
humedad relativa observadas durante la etapa de floracion. Asi, las flores
polinizadas durante su segunda apertura permitieron el crecimiento del tubo
polinico a lo largo del estilo, aunque no se ha evaluado si tiene lugar la
fecundacion. No obstante, en la fase femenina la receptividad estigmatica no es
un factor limitante en la produccion en este frutal y en este trabajo la viabilidad
de ovulos registrada bajo las condiciones analizadas fue suficiente para asegurar

un buen nivel de fecundacion.

El hecho de que el estigma de las flores que abren en estado masculino
sea capaz de permitir la germinacion de polen y el crecimiento inicial del tubo
polinico, principalmente bajo las condiciones de humedad relativa del 75% y
temperatura entre 20 y 25°C, es de gran interés puesto que la polinizacion en el
estado masculino podria considerarse como un mecanismo encaminado a
asegurar la fecundacién en aquellas condiciones en las que la fecundacion
cruzada se vea dificultada. Trabajos realizados en Florida, en condiciones
climéaticas subtropicales himedas, muestran que la mayor parte de polen se
deposita sobre el estigma de la misma flor durante su segunda apertura, es decir
cuando la flor es funcionalmente masculina (Davenport, 1989), convirtiéndose la
autofecundacion en un mecanismo que asegura la produccion. Ademas en este

trabajo se ha puesto de manifiesto que el porcentaje de germinacion del polen
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colectado de las anteras interiores es superior al de las exteriores y, cuando la flor
abre en estado masculino, las anteras interiores se encuentras muy proximas al
estigma de la flor, con lo que la autofecundaciéon podria producirse en algunos
casos incluso en ausencia de insectos polinizadores y, de esta forma, podria
explicarse la gran proporcion de frutos autofecundados obtenido bajo nuestras
condiciones de cultivo. De este modo, la autopolinizacion podria ocurrir no sélo
por la coexistencia entre flores en estado masculino y femenino de un mismo

cultivar sino, ademas, por la polinizacion en el estadio masculino de la flor.

La extension de la duracién de la etapa de floracion, la produccién
exuberante de flores y la extension del periodo de receptividad estigmatica se
consideran mecanismos de adaptacion frente a condiciones desfavorables
(Beardsell et al., 1993) y principalmente en aquellos ambientes donde la
actividad del polinizador es reducida (Herrera, 1982) incrementandose de esta
forma la oportunidad de polinizacién. Desde un punto de vista agrondmico, la
duracion de la receptividad es de gran interés puesto que aumenta las
oportunidades de fecundacion (Nepi y Pacini, 1993; Tangmitcharoen y Owens,
1997; Sornsathepornkul y Owens, 1998; Aleemullah et al., 2000) y condiciona el
nimero de polinizadores efectivos que puedan visitar la flor. Evidentemente, en
aquellos casos en los que la polinizacion durante la etapa femenina no sea
limitante, estos granos de polen presentaran ventajas con respecto a los que se

depositen durante el estado masculino.

Las reservas nutritivas de la flor juegan un importante papel determinando

el destino de la flor

Debido a que en aguacate sOlo una pequeiia fraccion de las flores
producidas es capaz de transformarse en fruto y que ni la deficiencia de
polinizacion ni la fase progdmica pueden explicar por si solas las bajas tasas de
cuajado obtenidas en este frutal, se evalué la importancia de las reservas

nutritivas de la flor en su éxito reproductivo. El término calidad de flor se utiliza
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para expresar cualidades inherentes a la flor que tienen consecuencias en el

cuajado.

El almiddn juega un importante papel en el éxito reproductivo (Herrero,
1992; Herrero y Hormaza, 1996). Desde la polinizacion a la fecundacion, el
almidon acumulado en el pistilo es empleado como una fuente nutritiva en
diferentes momentos. En el estilo, el crecimiento del tubo es heterétrofo, a partir
de las reservas previamente acumuladas en el tejido transmisor del estilo
(Herrero y Dickinson, 1979) y el almidon acumulado en el ovario esta implicado
en el destino del évulo (Rodrigo y Herrero, 1998; Willensen y Franssen-
Verheijen, 1983; Wilms, 1980; Sornsathapornkul y Owens, 1999).

En este trabajo se ha puesto de manifiesto que las reservas de almidon en
el pistilo en el momento de antesis juegan un papel importante en el cuajado. Asi,
estos resultados corroboran los obtenidos en trabajos anteriores con otras
especies en los que se han descrito diferencias en cuanto al contenido de almidon
en el 6vulo de las flores entre cultivares que muestran diferentes tasas de
abscision de flores, presentando mayor contenido de almidén las flores de los
cultivares con menor tasa de caida de flores (Lebon et al., 2004) e incluso entre
flores del mismo genotipo (Rodrigo et al., 2000). En este trabajo se ha observado
que poblaciones de flores con distinta capacidad de cuajado presentan diferentes
niveles de almidon en el ovario en el momento de antesis. En el afio de alta
produccion se observo la existencia de una poblacion de flores que abren al final
del mes de mayo, y rara vez cuajan, puesto que estos frutos muestran una serie de
desventajas con respecto a los frutos de formacién méas tempranos (Lee, 1998).
Para ir un paso mas alla en la importancia de las reservas en el cuajado, tras
observar la existencia de correlacion entre el contenido de almidon en el estilo y
en el ovario, el método consistente en cortar los estilos tras el paso de los tubos
polinicos hacia el ovario (Rodrigo et al., en prensa) permitié relacionar el destino
del ovario que permanece en el arbol con su contenido de almidon en el
momento de antesis. Asi, el contenido de almidén en el momento de antesis fue

significativamente superior en aquellas flores que se transformaron en frutos y
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que permanecieron en el arbol hasta el momento de la madurez que el contenido
de aquellas que fueron cayendo. De este modo, el contenido de almidon en el
ovario de las flores juega un importante papel como condicionante del cuajado,
siendo una condicién necesaria pero no suficiente para que una flor se desarrolle

en fruto.

Por otra parte, hay que tener en cuenta que en el momento del desarrollo
inicial de los frutos, éstos compiten entre ellos por las reservas al igual que con el
crecimiento vegetativo que ocurre durante la etapa de floracion siendo estos
brotes un sumidero de energia (Whiley, 1990) lo que podria explicar una caida
prematura de frutos en desarrollo por la competencia de éstos con los brotes
vegetativos (Quinlan y Preston, 1971). En aguacate se ha descrito que una
reduccion en el crecimiento vegetativo que tiene lugar preferentemente durante la
semana siguiente a antesis incrementa la produccién (Bertling y Kéhme, 1986;
Kohne y Kremer-Kohne, 1987). Esta intensa competencia entre flores y frutos
podria explicar la caida masiva. A partir de la cuarta semana después de la
antesis, la caida disminuye considerablemente y este momento coincide con la
adquisicion de la capacidad fotosintética por parte de los nuevos brotes (Li et al.,
1999). De ahi la necesidad de establecer el efecto de la importancia de las

reservas de carbohidratos en el cuajado.

El aumento de la tasa de fecundacion cruzada no significa necesariamente

un aumento en la produccion

En las parcelas comerciales, con el objetivo de incrementar la produccion,
tradicionalmente se han plantado conjuntamente cultivares complementarios en
cuanto a su grupo floral debido a la dicogamia protoginica y ar la caida selectiva
de embriones autofecundados que tiene lugar los meses posteriores a la antesis,
de tal forma que incrementando la probabilidad de polinizacion cruzada
aumentaria la produccién. Sin embargo, las variedades empleadas como

polinizadores generalmente adquieren en el mercado un valor econémico muy
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inferior al de ‘Hass’, por lo que la optimizacion de la necesidad y ndmero de

polinizadores tiene importantes consecuencias economicas.

El efecto de la distancia entre cultivares complementarios se ha analizado
en distintas zonas productoras, observandose desde la existencia de correlacion
entre fecundacion cruzada produccion (Bergh y Garber, 1964; Gustafson y
Bergh, 1966; Bergh, 1968; Degani et al., 1989, 1997a), hasta la carencia de
correlacion entre ambos parametros (Johannsmeier y Morudu, 1999; Garner et
al., 2008). Por lo tanto, los resultados obtenidos en una determinada zona no son
necesariamente transferibles a otras regiones con distintas condiciones climaticas

y en los que se emplean distintos cultivares y portainjertos.

En este trabajo se ha analizado el efecto de la distancia entre ‘Hass’ y
‘Fuerte’ sobre la tasa de alogamia y la produccién. Para ello, primeramente se
analizaron con marcadores microsatélites los genotipos de aguacate conservados
en la E.E. la Mayora para poder evaluar la composicion genética de la
descendencia. Ademéas de cubrir ese objetivo los resultados obtenidos han
permitido optimizar la gestion de germoplasma de aguacate de la E.E. la Mayora
y realizar inferencias sobre el origen del material local de aguacate prospectado
en Espafia y establecer una primera base de datos con los tamarios alélicos de los

diferentes microsatélites en los genotipos mas importantes a nivel mundial.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la existencia de una relacion
significativa entre la distancia al polinizador y la tasa de fecundacion cruzada
pero no se ha encontrado correlacion entre la tasa de fecundacion cruzada y la
produccion, lo que indicaba que, en nuestras condiciones de cultivo el intercalar
‘Fuerte’ en plantaciones de ‘Hass’ no aumentaria la produccion
significativamente. Por otra parte, la tasa de fecundacién cruzada muestra
variaciones dependiendo del cultivar femenino de estudio, aunque las
condiciones de cultivo sean idénticas. Asi, en el cultivar Fuerte se encuentran

porcentajes de autofecundacion superiores a los obtenidos en “Hass’.

Los altos niveles de autofecundacion detectados en el caso de ‘Fuerte’,

bajo nuestras condiciones de cultivo, pueden ser debidos a que éste florece dos
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semanas antes que el cultivar Hass, por lo que los primeros frutos que cuajan son
resultado de autofecundacion y una vez que comienza la floracion de “Hass’, los
frutos resultados de fecundacion cruzada deben competir con los ya existentes
autofecundados. Ademas, en ‘Fuerte’ se han observado importantes alteraciones
del ciclo floral y un importante solape entre estadios sexuales que favorece el
proceso de autopolinizacion. La etapa de floracion de “‘Hass’ solamente se solapa
con la de ‘Fuerte’ durante 2-3 semanas, en las que solamente una es de plena
floracion para ‘Hass’. Por ello, al comienzo de la floracion, las flores de ‘Hass’
pueden recibir polen de ‘Fuerte’ obteniéndose frutos resultantes de fecundacion
cruzada, mientras que al final de la etapa de floracién, al no disponer de polen de
‘Fuerte’, los frutos son resultado de autofecundacion, viéndose desfavorecidos
estos Gltimos en la competencia por los carbohidratos con respecto a los primeros
en formarse. Ademas, hay que tener en cuenta que las temperaturas mas
adecuadas tanto para un buen crecimiento de los tubos polinicos como para una
buena actividad de los insectos polinizadores (abejas) se producen durante la
segunda mitad de la floracién de *Hass’ cuando ya no existe polen de ‘Fuerte’.
Por ello, seria de interés realizar experimentos adicionales sobre la produccion de
‘Hass’ utilizando polinizadores alternativos a ‘Fuerte’ que muestren un solape

con “‘Hass’ especialmente durante la segunda mitad de su floracion.

La caida de frutos no ocurre de forma selectiva

En aguacate, frecuentemente la baja produccion se ha asociado a una caida
masiva de frutos procedentes de autofecundacion (Degani et al., 1984; 1986)
sugiriendo que el genotipo del embrion juega un importante papel en la retencion
de los frutos por el arbol (Degani et al., 1989; 1997a).

En este trabajo no se han obtenido evidencias de que se produzca un
aborto selectivo de frutos ni una retencion preferente de frutos procedentes de
cruzamientos con ‘Fuerte’ con respecto a aquellos autofecundados de ‘Hass’. Si
bien es cierto que un alto porcentaje de los frutos que caen el mes siguiente al

final de la floracion proceden de autofecundacion, la caida que se observa
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durante el mes de julio también presenta un alto porcentaje de frutos procedentes
de cruzamientos. Los datos sugieren que la mayor parte de los frutos que caen
durante los meses de junio y julio son frutos que probablemente se corresponden
con las flores polinizadas durante las Gltimas semanas de la etapa de floracion de
‘Hass’, procediendo la mayor parte de los frutos de autofecundacion, puesto que
‘Fuerte’ presenta muy pocas o ninguna flor durante aproximadamente las dos
ultimas semanas de la floracion de ‘Hass’. Estos frutos de pequefio tamafio
formados preferentemente al final de la etapa de floracion, independientemente
de su genotipo, van a presentar una serie de desventajas frente a los frutos de
mayor tamario a la hora de competir por las reservas nutritivas, competencia que
se ve intensificada por el crecimiento vegetativo que tiene lugar durante la
primavera. Es decir, que la caida de flores y frutos dependeria fundamentalmente

del momento de la fecundacion mas que del parental masculino.

Esta autofecundacion puede deberse al solape entre estadios sexuales
ocasionado en gran parte por las condiciones climaticas existentes y, ademas,
podria tener lugar mediante polinizaciones durante el estadio masculino. Por ello,
y debido a que no existe una correlacion clara entre fecundacion cruzada y
produccion, aquellas condiciones ambientales que favorezcan la autopolinizacion

podrian contribuir significativamente a un aumento en la produccién.

En cualquier caso, los resultados obtenidos con ‘Fuerte’ no son
necesariamente extrapolables a otras variedades polinizadores. De hecho, se han
observado diferencias en el cuajado al emplear polinizadores como ‘Nobel’ y
‘Marvel’ en comparacion con ‘Fuerte’ ya que porcentaje de cuajado obtenidos
con polen de estos genotipos fue muy superior al obtenido con ‘Fuerte’. “Nobel’
y ‘Marvel’ se eligieron para este ensayo por presentar frutos similares a ‘Hass’ y
porque sus etapas de floracion presentaron suficiente solape con la de ‘Hass’.
Todos estos datos sugieren que ‘Marvel’ y ‘Nobel’ pueden ser polinizadores de
interés para nuestras condiciones de cultivo aunque se necesitan ensayos en
campo similares a los realizados con ‘Fuerte’ en este trabajo antes de llegar a

conclusiones y recomendaciones definitivas.
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En definitiva, los resultados obtenidos en este trabajo nos llevan a concluir
que es posible aumentar la produccion de aguacate en nuestras condiciones de
cultivo gracias al conocimiento de algunos cuellos de botella durante la fase
reproductiva. Asi la existencia de un alto grado de solape entre flores de ‘Hass’ y
la posibilidad de autopolinizacion dentro de flores en estado masculino, indican
que un aumento en la densidad de insectos polinizadores puede ser un factor de
importancia, tanto en afios de alta como de baja produccién. Ademas la busqueda
de polinizadores alternativos puede ayudar a aumentar la produccién,
especialmente durante la segunda mitad de la floracion de ‘Hass’. Por otra parte,
los resultados obtenidos abren nuevas lineas de investigacion en las que
profundizar en el futuro, como la importancia de los carbohidratos y otros
componentes (como el perseitol) en el exito reproductivo mediante estudios de

expresion genetica.
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CONCLUSIONES

1. La puesta a punto de un método adecuado de germinacion de polen de
aguacate in vitro ha permitido observar que el efecto de la temperatura sobre la
germinacion in vitro de polen es variable en funcion de la raza botanica. El
incremento de la temperatura afecta a los genotipos de raza antillana
incrementando el porcentaje de germinacion mientras que aquellos de raza
Guatemalteca, Mejicana e hibridos entre ambas razas no presentan variaciones en

su germinacién a temperaturas comprendidas entre 20 y 30°C.

2. El aguacate muestra una fase progdmica rapida. Esta fase se ve afectada por las
condiciones ambientales, de tal forma que las altas temperaturas aceleran el
crecimiento del tubo polinico, mientras que las bajas temperaturas aumentan el

tiempo necesario para que tenga lugar la fecundacion.

3. Bajo condiciones de 20-25°C de temperatura y de alta humedad relativa, el
estigma conserva la capacidad de permitir la germinacion y posterior crecimiento
del tubo polinico cuando la flor abre en estado masculino, favoreciendo la

autopolinizacion.

4. Las diferencias de cosecha entre los afios de alta y baja produccion, radica en
la intensidad de la floracion, no existiendo diferencias en las tasas de cuajado

entre ambos afos.

5. El estado nutritivo del pistilo esta relacionado con el éxito reproductivo de la
flor, puesto que se han observado diferencias en el contenido de almidon en el
momento de antesis. El contenido de almidon es mayor en aquellas flores que
son retenidas en el arbol hasta el momento en el que alcanzan la madurez que en
aquellas que caen. El estado nutritivo de la flor se convierte en una condicion

necesaria aunque no suficiente para el cuajado.
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6. Los resultados obtenidos tras la identificacion varietal, indican que los SSRs
son unos excelentes marcadores para optimizar el manejo del germoplasma de
aguacate permitiendo la identificacion inequivoca de todos los cultivares excepto
de un grupo de cultivares que resultaron indistinguibles morfolégicamente, lo
que apunta a que son mutaciones puntuales del cultivar Hass. Ademas, resultan

ideales para analisis de paternidad.

7. La distancia entre los cultivares complementarios ‘Hass’ y ‘Fuerte’ tiene un
efecto en la tasa de fecundacion cruzada; sin embargo, no se encuentran

diferencias en produccién al variar la distancia.

8. El genotipo del embrién no parece determinante en la caida de frutos en
desarrollo que tiene lugar durante los meses posteriores a la antesis, sino que
caen preferentemente aquellos frutos que se forman al final de la etapa de
floracion de ‘Hass’. Estos frutos proceden en gran medida de autofecundacion,
puesto que durante las Gltimas semanas de la etapa de floracion de ‘Hass’,

‘Fuerte’ no presenta flores.

9. Teniendo en cuenta la duracion de la etapa de floracidn, el solape entre estados
sexuales y el cuajado, los cultivares Marvel (BL516) y Nobel (BL667) podrian
ser interesantes como polinizadores para ‘Hass’ en nuestras condiciones de

cultivo.
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In this work, 75 avocado accessions maintained in an ex situ germplasm collection at the E.E. la Mayora in Malaga (Spain)
were characterized with 16 microsatellites previously developed in this species. This avocado collection includes both local
Spanish genotypes obtained through prospection and genotypes obtained by exchange with different countries. A total of
156 different amplification fragments were detected ranging from 4 to 16 per locus with an average of 9.75 alleles per locus.
All the microsatellites were highly informative with an expected heterozygosity higher than 0.5 and a probability of identity
below 0.36. The total probability of identity was 2.85 x 10~ '4, Fifteen of the 16 loci studied showed a positive Wright’s
fixation index (F) indicating a deficit of heterozygotes with an average over all the SSRs of 0.18. A dendrogram was
generated using UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic averages) based on the Nei and Li similarity index.
This dendrogram classified most of the genotypes analyzed into three major groups which mainly differed in racial origin
although with low bootstrap support probably due to the presence of many interracial hybrids in the collection. All the
genotypes studied could be unequivocally distinguished with the combination of SSRs used except some putative mutations
of ‘Hass’ and an additional group of two cultivars. The results obtained indicate that the set of SSRs used is highly
informative and are discussed in terms of their implications for avocado germplasm characterization and management.

J. I. Hormaza, Estaciéon Experimental la Mayora — CSIC, ES-29750 Algarrobo-Costa, Mdlaga, Spain. E-mail: ihormaza@

eelm.csic.es

Avocado (Persea americana Mill.) is an evergreen
subtropical fruit tree native to Central America and
Mexico with 24 chromosomes (n =12). It is a member
of the Lauraceae, a mostly subtropical or tropical
family included in the basal angiosperm clade Mag-
noliid within the order Laurales. Three ecological
races or botanical varieties of avocado adapted to
different climate conditions have traditionally been
recognized: Mexican [P. americana var. drymifolia
(Schlecht. & Cham.) Blake], Guatemalan (P. amer-
icana var. guatemalensis L. Wms.) and West Indian (P,
americana var. americana Mill.). These races are
distinguishable on the basis of morphological, physio-
logical and horticultural traits (BERGH 1995; BERGH
and LAHAv 1996). Thus, Mexican and Guatemalan
races are adapted to cooler climates whereas the West
Indian race requires a warmer climate for optimum
development. Most commercial avocado cultivars are
interracial hybrids developed from chance seedlings.
Thus, the most important cultivars in subtropical
climates, such as ‘Hass’, ‘Bacon’ and ‘Fuerte’ are
Guatemalan x Mexican hybrids with different degrees
of hybridization (NEWETT et al. 2002).

Total world production has reached more than 3
million tons, although a few countries (Mexico,
Indonesia, USA, Colombia, Brazil, Chile, Dominican
Republic and Peru) account for more than 70% of
that production, Mexico being the main avocado

producing country with more than 1 million tons
and 30% of total world production (FaostaT 2007).
Spain is a special case in avocado cultivation since it is
the only European country with a significant commer-
cial production (about 70000 tons in 2005, FAOSTAT
2007). Moreover, due to the Spanish colonization of
the Americas, very old trees are found in continental
Spain and in the Canary Islands brought as seeds and
planted long before commercial avocado production
was established in these areas. Due to climatic condi-
tions, most local avocados in the Canary Islands
belong to the West Indian race and in continental
Spain to Mexican and Guatemalan races or hybrids
between the two, but that is difficult to tell from leaf
and fruit examination. As a result of the increasing
importance of avocado cultivation in Spain, several
cultivars and rootstocks are being studied in order to
optimize avocado cultivation. These cultivars and
rootstocks include both genotypes obtained in differ-
ent countries as well as local selections obtained after
prospection of elite trees which could be well adapted
to local environmental conditions.

The optimization of genetic resource management
requires a precise identification of the genotypes as
well as a correct evaluation of the amount and
distribution of genetic diversity within a species. In
avocado, as in other fruit species, morphological
characters have traditionally been used to identify
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the different genotypes (IPGRI 1995). However, the
evaluation of these characters is labor intensive and
inaccurate due to the influence of environmental
factors, subjectivity and the limiting number of
discriminating traits. Therefore, genetic markers have
been used in avocado to identify accessions and clarify
genetic relationships between different species and
genotypes. Thus, minisatellites (Lavi et al. 1991),
VNTRs (MHAMEED et al. 1997), RAPDs (FIEDLER
et al. 1998), or RFLPs (FURNIER et al. 1990; Davis
et al. 1998) have been utilized in avocado to fingerprint
different sets of cultivars. However, microsatellites
show several advantages for genetic fingerprinting
such as their codominance and high polymorphism
suitable to study diversity and intraspecific relation-
ships, their easy detection through PCR, their even
dispersion along the genome, their high reproducibil-
ity that allows confident exchange and standardization
of protocols among laboratories, their somatic stabi-
lity and the possibility of cross-species transporta-
bility. Recently, several sets of microsatellites have
been developed in avocado (SHARON et al. 1997;
AsHWORTH et al. 2004, BorRRONE et al. 2007) and
used for fingerprinting and diversity studies (SCHNELL
et al. 2003; AsHworTH and CLEGG 2003).

Our objectives in this work were the identification of
individual accessions and the estimation of genetic
diversity within the avocado germplasm collection
maintained in E.E. la Mayora in Malaga (Spain)
which includes local cultivars and commercial culti-
vars from different countries using microsatellite
markers.

MATERIAL AND METHODS
Plant material

Seventy-five avocado accessions from different geo-
graphical areas and maintained in the avocado
collection of the E.E. La Mayora in Malaga (Spain)
were analyzed in this study. This collection includes
29 local Spanish genotypes as well as 46 cultivars
obtained through exchange with different countries
(Table 1). Wherever possible, cultivars were assigned
to one of the three avocado classical botanical races
(Mexican, Guatemalan and West Indian) following
the information from the Variety Database of the
Univ. of California at Riverside (http://www.ucavo.
ucr.edu) and different additional sources (KADMAN
and BEN-YaAcov 1980a, 1980b, 1981; LAHAV et al.
1992; Lavi et al. 1997; LopPgz et al. 2001; ASHWORTH
and CLEGG 2003; BEN-YA'Acov et al. 2003; SCHNELL
et al. 2003).

DNA extraction and SSR analysis

DNA was isolated from young leaves following the
protocol described by Hormaza (2002). Isolated
DNA was subsequently diluted to 10 pM with
modified TE buffer (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM
EDTA, pH 8.0) and stored at —20°C.

Sixteen SSRs (Table 2) were selected from those
published by SHARON et al. (1997) and ASHWORTH
et al. (2004) based on their high polymorphism. PCR
amplifications were performed in 15 pl vol containing
16 mM (NH4),SO4, 67 mM Tris-HCI pH 8.8, 0.01%
Tween20, 2 mM MgCl,, 0.1 mM each dNTP, 0.4 uM
of each primer, 25 ng genomic DNA and 0.5 units of
BioTaq™ DNA polymerase (Bioline, London, UK).
Forward primers were labelled with WellRed fluor-
escent dyes on the 5° end (Proligo, France). Reac-
tions were carried out on an I-cycler (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) thermocycler
using the following temperature profile: an initial
step of 1 min at 94°C, 35 cycles of 30 s at 94°C, 30 s
at 50°C and 1 min at 72°C, and a final step of 5 min
at 72°C. The PCR products were analyzed by
capillary electrophoresis in a CEQ™ 8000 capillary
DNA analysis system (Beckman Coulter, Fullerton,
CA, USA). Each reaction was repeated at least twice
to minimize run-to-run variation.

Data analysis

Allele size determination and the total number of
alleles were determined for each SSR locus. Putative
alleles were indicated by the estimated size in bp.
Genetic diversity was estimated using the following
statistics: number of alleles per locus (A), observed
heterozygosity (H,) calculated as the number of
heterozygous genotypes over the total number of
genotypes analyzed for each locus, expected hetero-
zygosity (H,=1—X p? where p; is the frequency of
the i'™ allele, NE1 1973), effective number of alleles
(N, =1/1 —H,), Wright’s fixation index (F=1—H//
H.) (WRrRiGHT 1951) and the probability of identity
PI=1-X p?+22(2pipj)2, where p; and p; are the
frequency of the i™ and j' alleles respectively) that
measures the probability that two randomly drawn
diploid genotypes will be identical assuming observed
allele frequencies and random assortment (PAETKAU
et al. 1995). Significant deviations from Hardy-
Weinberg equilibrium HWE (p <0.01) at individual
loci were tested using a Markov chain method. The
program ARLEQUIN ver. 3.01 (ExcofrFIER et al.
2005) was used to calculate A, H, H,, allele
frequencies (considering p <0.05, p>0.9 as rare
and fixed alleles respectively) and departure from
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Table 1. List of the 75 avocado accessions evaluated with SSRs in this study.

Accession Country of origin Race Accession Country of origin Race
Acueductos Spain (Malaga) Unknown La Piscina Spain (Mélaga) Unknown
Adi Israel G xM!"° Lohneiss USA Unknown
Alhaurin Spain (Malaga) Unknown Lonjas Mexico m*
Anaheim Honduras G*? Lula USA G xM?*/G x WI*3
Bacon USA G xM'/M?*3 Maoz Israel wrI
Bentavol gar  Spain (Malaga) Unknown Marvel (BL 516) USA G xM!
Bentavol inv Spain (Malaga) Unknown Mexicola USA M?23
BL 5552 USA G xM! Monsalve Spain (Malaga)
Bueno Spain (Malaga) Unknown Negra de la Cruz Chile M’
Clavero 2 Spain (Malaga) Unknown Nobel (BL667) USA G xM!
Coin Spain (Malaga) Unknown OA184 USA G xM!
Colin V-33 Mexico MxG Pinkerton USA G xM!?
Cupanda Mexico Unknown Regal USA Unknown
Duke 6 Mexico Mm! Rincoatl Mexico m*
Duke 7 Mexico M! RR-86 Spain (Canary Islands) Unknown
Duke Parent ~ Mexico M! San Javier 1 Spain (Malaga) Unknown
Eden Israel G xM*® San Javier 4 Spain (Malaga) Unknown
El Viso Spain (Mélaga) Unknown San Javier 6 Spain (Malaga) Unknown
Eugenin Chile Unknown San Javier 8 Spain (Malaga) Unknown
Fito Chinea Spain (Canary Islands) Unknown San Javier 11 Spain (Malaga) Unknown
Fuerte Mexico G xM! San Javier 12 Spain (Malaga) Unknown
Fundacion 2 Mexico Unknown San Javier 13 Spain (Malaga) Unknown
Fuchs 20 Israel Wi x G’ San Javier 14 Spain (Malaga) Unknown
G-6 Guatemala M! San Javier 19 Spain (Malaga) Unknown
G755 A Guatemala G xP. schiedeana' San Javier 28 Spain (Malaga) Unknown
Gem (3-29-5) USA G xM'/G* San Javier 29 Spain (Malaga) Unknown
Gvar 13 Israel M’ S. Chinea Spain (Canary Islands) Unknown
H670 USA Unknown Schmidt Mexico G’
Harvest USA G xM'/G’ Scott USA M’
Hass USA GG x M? Shepard USA G*
Hass Motril Spain (Malaga) Unknown Shiapacasse Chile Unknown
Iriet Israel G xM? Sir Prize USA M!
Jiménez 1 Mexico Unknown Tacambaro Mexico Unknown
Jiménez 2 Mexico Unknown Thomas USA M!
La Consula 6  Spain (Malaga) Unknown Topa Topa USA Mm!23
La Cénsula 9  Spain (Malaga) Unknown Toro Canyon USA M3
La Consula 12 Spain (Malaga) Unknown Villena Spain (Malaga) Unknown
Lamb Hass USA G xM!?

(BL122)

Races. G: Guatemalan, M: Mexican, WI: West Indian.

'AsuworTtH and CLEGG 2003.
2ScHNELL et al. 2003.
3http://www.ucavo.ucr.edu
“LopEz et al. 2001.
SBEN-YA'ACOV et al. 2003.

*Lavr et al. 1997.

"KaDMAN and BEN-Yaacov 1981.
8K aApMAN and BEN-Ya'acov 1980a.
KaDMAN and BEN-YaAcov 1980b.
Lahav et al. 1992.

HWE. POPGENE 1.32 software (YEH et al. 1997)
was used to calculate N, and F. PI was calculated by
IDENTITY 1.0 (http://www.boku.ac.at/zag/forsch/
identity.htm).

Genetic relationships among the genotypes studied
were calculated using UPGMA cluster analysis of the
similarity matrix obtained from the proportion of

shared amplification fragments (NEr and Li 1979)
with NTSYSpc 2.11 (Exeter Software, Stauket; NY,
USA). The cophenetic correlation coefficient was
computed for the dendrogram after the construction
of a cophenetic matrix to measure the goodness of fit
between the original similarity matrix and the den-
drogram. Bootstrap support values were obtained



Hereditas 144 (2007)

Molecular characterization and genetic diversity in avocado 247

Table 2. Locus name, reference, number of alleles (A), allele size range, observed (H,) and expected (H.,)
heterozygosities, Wright’s fixation index (F), P test for H-W equilibrium (HWE), effective number of alleles (N.,)
and probability of Identity (PI) calculated for 16 SSRs markers in 75 avocado genotypes.

Locus Reference A Size range (pb) H. H, F HWE N, PI

AVA 12 Sharon et al. (1997) 5 130-142 0.58 0.23 0.61 ok 2.31 0.33
AVAG21 Sharon et al. (1997) 14 158-221 0.88 0.67 0.24 K 7.26 0.06
AVAG22 Sharon et al. (1997) 10 103-137 0.83 0.76 0.08 *k 5.67 0.10
AVD 001 Ashworth et al. (2004) 16 208-267 0.86 0.63 0.27 ok 6.83 0.07
AVD 003 Ashworth et al. (2004) 8 183208 0.85 0.72 0.15 *k 6.28 0.09
AVD 006 Ashworth et al. (2004) 14 301-348 0.84 0.61 0.27 K 5.59 0.08
AVD 013 Ashworth et al. (2004) 10 198-253 0.66 0.65 0.02 0,08 2.97 0.31
AVD 017 Ashworth et al. (2004) 9 170-223 0.78 0.64 0.18 ok 4.44 0.13
AVD 018 Ashworth et al. (2004) 8 189-235 0.66 0.63 0.05 0,59 284 021
AVD 022 Ashworth et al. (2004) 10 220-258 0.77 0.72 0.07 ok 4.31 0.17
AVO 102 Ashworth et al. (2004) 12 154-201 0.83 0.85  —0.03 ok 544  0.11
AVT 226 Ashworth et al. (2004) 6 294-327 0.69 0.63 0.09 0,10 3.19 0.21
AVT 372 Ashworth et al. (2004) 5 172-185 0.72 0.68 0.05 0,12 3.42 0.24
AVT 386 Ashworth et al. (2004) 4 220-234 0.63 0.56 0.11 0,40 2.69 0.36
AV MIXO03 Sharon et al. (1997) 14 145-190 0.80 0.69 0.13 ok 484  0.10
AV MIX04 Sharon et al. (1997) 11 160-194 0.81 0.56 0.30 K 4.76 0.11
Mean 9.75 0.76 0.64 0.18 4.55 0.17

**Significant at P <0.01.

from 2000 replicates using the program Treecon 1.3b
(VAN DE PEER and DE WATCHTER 1994).

RESULTS AND DISCUSSION

In this work, we have analyzed with 16 SSRs an
avocado collection that contains 75 genotypes includ-
ing local Spanish accessions together with genotypes
obtained through exchange with germplasm collec-
tions in different countries. The race of most of those
cultivars has been reported previously in the literature
(Table 1).

SSR polymorphism and genetic diversity

The parameters of variability are presented in Table 2.
A total of 156 amplification fragments were detected
with the 16 SSRs studied. The number of alleles per
locus ranged from 4 (AVT 386) to 16 (AVD 001) with
an average of 9.75 alleles per locus. This value is very
similar to the 10.4 alleles per locus reported by
AsHwORTH and CLEGG (2003) with 25 SSR loci and
37 genotypes although significantly lower than the
value of 18.8 obtained by ScHNELL et al. (2003) with
14 loci, probably due to the higher number (224) and
dissimilarity of the accessions studied in the latter
work. The range of allele sizes obtained in this work
was similar to those reported for the same SSRs by
ScanEeLL et al. (2003) and AsaworTtH and CLEGG
(2003) confirming the reliability of SSR analyses
performed in different laboratories. All the selected
microsatellites amplified one or two fragments per

genotype and, consequently, they were considered as
single locus SSRs.

Allele frequencies ranged from 0.006 to 0.55. No
fixed alleles (allele frequency >0.9) were detected and
83 alleles (53%) can be considered as rare (allele
frequency <0.05). Six local accessions (‘Acueducto’,
‘Bentavol gar’, ‘Bentavol inv’, ‘Clavero 2’, ‘Monsalve’
and ‘San Javier 28’) and eight cultivars from different
countries (‘Adi’, ‘Marvel’, ‘G 775A’, ‘Harvest’, ‘Lon-
jas’, ‘Lula’, ‘Mexicola’ and ‘Negra de la Cruz’) showed
the presence of one genotype-specific fragment. A high
level of polymorphism was obtained in most of the
loci studied since nine of the 16 loci revealed 10 or
more alleles in the accessions studied. Consequently,
all the microsatellites selected are highly informative
with H, >0.5 and PI <0.35 except the locus AVT386
which shows the minimum number of alleles (4) and
the maximum PI (0.36).

Observed heterozygosity ranged from 0.22 in
AVAI12 to 0.85 in AVO102 (mean of 0.64). Expected
heterozygosity ranged from 0.58 in AVA12 to 0.88 in
AVAG21 (mean of 0.76). The comparison between the
two parameters was carried out based on the Wright's
fixation index (F). For 15 loci this parameter was
positive, meaning a deficit of heterozygotes, whereas
for only one locus (AVO102) F was negative, with an
average over all the SSRs of 0.18 showing an overall
heterozygote deficiency. These results indicate a cer-
tain degree of inbreeding which could be explained by
the fact that some genotypes are genetically related.
These observations are consistent with those obtained
in other works in avocado using SSRs (SCHNELL et al.
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2003; BorroONE et al. 2007). Significant departure
over Hardy-Weinberg expectations (p <0.01) was ob-
served for 11 loci; this is expected taking into account
the nature of the material tested that does not
represent a random sample of genotypes. The max-
imum probability of identity (0.36) was observed with
AVT 386, with four alleles, and the minimum (0.06) in
AVAG?21 with 14 alleles. The average was 0.17 and the
total probability identity was 2.85 x 10~ '*. The value
of N, ranged from 2.31 (AVA 12) to 7.26 (AVAG 21)
with an average of 4.55. The value of all those
parameters, especially the expected heterozygosity
which is higher than 0.5 and the probability of identity
that is below 0.36, indicate that microsatellites selected
form a highly informative set useful for avocado
germplasm characterization.

Identification of the different accessions

The different amplification fragment combinations
with 16 SSRs allowed us to distinguish 66 different
profiles; of those, 64 correspond with unique geno-
types, and the remaining 11 form two groups of 9 and
2 identical accessions. The group of nine undistin-
guishable accessions includes ‘Hass’ (the most widely
grown cultivar worldwide and well adapted to Medi-
terranean climates) and eight Hass-like accessions very
similar at the morphological level that could indicate
an origin from ‘Hass’ by mutation. The second is
formed by the accessions ‘Colin V33’ and ‘Shepard’
which we would expect to be different and, conse-
quently, this synonymy could probably be due to an
error in our collection. The observation that all the
Hass-like accessions studied showed the same genetic
profile as ‘Hass’ shows the reliability of the methods
used in this work to generate and analyze SSR data.

Similarity values among the different avocado
accessions ranged from 0.04 (“Topa Topa’ and ‘She-
pard’, ‘Colin V33’ and ‘Rincoatl’) to 0.96 (‘Duke 6’
and ‘Duke Parent’) with an average of 0.19 among all
the accessions.

Unfortunately, there are no published data of SSR
allele sizes for most avocado cultivars in the literature.
We have been able to compare only two cultivars
included in previous studies with some of the micro-
satellites used in this work: ‘Hass’ in ASHWORTH et al.
2004 and ‘Pinkerton’ in SHARON et al. 1997 and
ScHNELL et al. 2003. Regarding ‘Hass’ very similar
fragment sizes are obtained for 7 out of the 10 loci
included in both studies. The divergent fragment sizes
detected by AsHWORTH et al. (2004) were likely caused
by the use of contrasting methodologies (sequencing
of the microsatellite-containing clones versus fragment
analysis) that opens up the opportunity for modified
fragment lengths. In fact ASHWORTH (pers. comm.)

obtained similar fragment sizes as those reported in
this work with fragment analysis on an automatic
DNA analyzing system, corroborating the general
consensus that within the same medium the fragments
are very similar or identical in size. Regarding
‘Pinkerton’ four loci can be compared between this
work and those of SHARON et al. 1997 and SCHNELL
et al. 2003 (AVAMIXO03, AVAG21, AVAG22 and
AVAMIX04). The results are very similar to those of
ScHNELL et al. 2003, our fragments being about 4 bp
larger. Most of the differences reported between these
two works and the results of SHARON et al. (1997)
could be mainly due to the use of automatic fragment
analysis systems in the former as opposed to the use of
polyacrylamide electrophoresis in the latter. In any
case, we cannot rule out the possibility that similar
problems could occur with other cultivars that have
not been studied in other works. Further work is
clearly needed with genotypes from different sources
to clarify this point. Thus, we include a Table (Table 3)
with the sizes obtained with the cultivars analyzed in
this study in order to allow the comparison with the
results obtained by other research groups to establish a
common nomenclature to optimize avocado germ-
plasm management and exchange.

Similarity relationships among accessions

The dendrogram generated from UPGMA cluster
analysis based on the Nei and Li similarity index
showed a cophenetic correlation coefficient of 0.83
which means a good fit between the cophenetic and
the similarity matrixes. The dendrogram is presented
in Fig. 1. The most divergent accession is G755A,
identified with isozyme analyses as an interspecific
hybrid between P americana and P schiedeana
(ELLSTRAND et al. 1986), that clusters separately
from the rest of the genotypes. A small group that
includes a West Indian cultivar (‘Maoz’), a Mexican
(‘Gvarl3’), a Guatemalan (‘Anaheim’) and a G x WI
hybrid (‘Fusch 20’) also clusters separately from the
rest of the genotypes analyzed.

The rest of the genotypes in the dendrogram could
be roughly divided into two main clusters with no
bootstrap support and with accessions of different
origin intermixed. In the upper group of the dendro-
gram we find mostly cultivars of Mexican race,
including ‘Topa-Topa’, ‘G6’, ‘Duke 6°, ‘Duke 7°,
‘Duke Parent’, ‘Mexicola’, ‘Scott’, ‘Thomas’ or ‘Ba-
con’ (sometimes reported as G x M hybrid) as well as
a Guatemalan genotype (‘Schmidt’), some GxM
hybrids such as ‘Marvel’ or ‘Lula’ (sometimes re-
ported as G x WI) and ‘Cupanda’ (of unknown race);
the rest are 20 local Spanish genotypes of unknown
pedigree collected in Malaga and one genotype from
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Fig. 1. Dendrogram of 75 avocado genotypes based on UPGMA analysis using the
similarity matrix generated by the Nei and Li coefficient. The numbers above nodes
indicate bootstrap values (only the values larger than 50% are shown).

the Canary Islands. The Mexican race is adapted to
semitropical climates and shows a higher cold toler-
ance (BERGH and ELLSTRAND 1986) and, based on
the results obtained we can hypothesize that most of
the local accessions collected in continental Spain are
of the Mexican race or G xM hybrids where the
Mexican race is prevalent. Regarding the local geno-
types a solid cluster with significant bootstrap support
groups genotypes of ‘San Javier’ and ‘La Consula’ that

were obtained from the same location as well as ‘Coin’
with ‘“Topa Topa’ suggesting that ‘Coin’ could be a
‘Topa Topa’ seedling.

The second group contain cultivars of diverse
origin. In the second group we can find mostly G x
M hybrid genotypes [‘Harvest’, sometimes considered
Guatemalan, ‘Hass’, sometimes considered Guatema-
lan, ‘OA184°, ‘Adi’, ‘Nobel’, ‘Lamb Hass’, ‘Gem’ —
sometimes considered as Guatemalan-, ‘BL 5552’



252 M. L. Alcaraz and J. 1. Hormaza

Hereditas 144 (2007)

‘Iriet’, ‘Fuerte’, ‘Colin V33’, ‘Pinkerton’ and its
seedling ‘Eden’ (Lavi et al. 1997)] together with
some Mexican (such as ‘Sir Prize -traditionally
considered as a descendant of ‘Hass’-, ‘Negra de la
Cruz’, ‘Rincoatl’, “Toro Canyon’ and ‘Lonjas’). In this
group we can also find 6 of the Spanish accessions
(four from Malaga and two from the Canary Islands).
With the combination of SSRs employed a clear
grouping based in the racial origin of the different
cultivars cannot be determined. This could be due to
the fact that most of the cultivars maintained in the
collection are hybrids and the number of pure
Guatemalan and West Indian genotypes is very low.
These results agree with previous works using mole-
cular markers (AsHwORTH and CLEGG 2003) where
the presence of hybrid genotypes decrease the genetic
distance between the groups of the respective parents.
Previous works with morphological characters (Kopp
1966) and different molecular markers have clustered
together Guatemalan and West-Indian accessions
(BurLer and BeEN Yaacov 1992; FIEDLER
et al. 1998; MHAMEED et al. 1997). However, other
works using isozymes (GOLDRING et al. 1985), mor-
phological characters (BERGH and LAHAV 1996) and
molecular markers (FURNIER et al. 1990) could
differentiate between the races. Additional work with
a larger number of molecular markers and using
genotypes correctly assigned to each race is needed
to address this point.
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Avocado production is dependent on the singular synchronous protogynous dichogamy of the species
that promotes outcrossing. With the objective of selecting potential pollinizer avocado genotypes for
‘Hass’, the most important avocado cultivar worldwide, we have monitored during two consecutive
years the flowering phenology of 27 avocado genotypes in South-eastern Spain. The average length of the
flowering season was 45 days ranging from 18 days for ‘Harvest’ to 50 days for ‘Fuerte’. The earliest

Keywords: genotypes to flower were ‘Fuerte’ and ‘Shepard’ that started blooming during the third week of March.
gli%zg The latest genotypes to flower were ‘Colin V-33’, ‘Adi’, ‘OA184’ and ‘Harvest’, which started blooming in
Lauraceae the second week of April. ‘Hass’ blooming lasted 30 days, from the first week of April until the second
Persea americana week of May. Since a good pollinizer must present not only an overlapping in the flowering season but
Pollination also an overlapping in sexual stages with the pollinated cultivar, a group of 12 genotypes (‘Hass’, ‘Fuerte’

and 10 genotypes producing ‘Hass-like’ fruit with good overlapping in the flowering season with ‘Hass’)
was studied with more detail determining daily the stages of male and female overlapping every 2 h.
Results herein indicate that ‘Marvel’ and ‘Nobel’ showed a high sexual overlapping with ‘Hass’. Taking
into account the flowering phenology, the overlapping in sexual stages and the fruit set obtained with
hand-pollinated flowers in the field, those two genotypes could be an interesting alternative to the

current use of ‘Fuerte’ as pollinizer for ‘Hass’ in South-eastern Spain.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Avocado (Persea americana Mill.) is an evergreen subtropical
fruit tree native to Central America and Mexico where it was
domesticated and cultivated from ancient times (Galindo-Tovar
et al., 2008; Chen et al., 2009). It is a member of the Lauraceae, a
mostly subtropical or tropical family included in the basal
angiosperm clade Magnoliid within the order Laurales. Several
well-defined geographical ecotypes or botanical varieties of
avocado adapted to different environmental conditions have been
described of which three are considered of horticultural interest:
Mexican [P. americana var. drymifolia (Schlecht. & Cham.) Blake],
Guatemalan (P. americana var. guatemalensis L. Wms.) and West
Indian (P. americana var. americana Mill.). These botanical varieties
are distinguishable on the basis of morphological, physiological
and horticultural traits (Bergh, 1995; Bergh and Lahav, 1996;
Chanderbali et al., 2008). Thus, while Mexican and Guatemalan
races are adapted to cooler climates, the West Indian race requires
a warmer climate for optimum development. Most commercial
avocado cultivars are interracial hybrids developed from chance

* Corresponding author. Tel.: +34 952 548 990; fax: +34 952 552 677.
E-mail address: ihormaza@eelm.csic.es (J.I. Hormaza).

0304-4238/$ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.scienta.2009.02.001

seedlings. The most widely grown cultivar worldwide is ‘Hass’, a
black-skinned Guatemalan x Mexican hybrid.

Total world avocado production has reached more than 3.3
million tons in 2007, with a few countries (Mexico, Indonesia, USA,
Colombia, Brazil, Chile, Dominican Republic and Peru) accounting
for more than 70% of that production with Mexico being the main
avocado producing country with more than 1 million tons and 30%
of total world production (FAOSTAT, 2008). Spain is a singular case
in avocado cultivation since it is the only European country with a
significant commercial production (about 85,000 tons in 2007,
FAOSTAT, 2008) limited to the Southern Mediterranean cost of
Andalucia and the Canary Islands.

Avocado has a synchronous protogynous dichogamous breed-
ing system that promotes outcrossing. Each perfect flower opens
twice, the first functionally as a female flower with a white
receptive stigma; then the flower closes and the following day the
flower reopens functionally as a male flower with the stigmas no
longer receptive and dehisced anthers (Davenport, 1986). The
different avocado cultivars are classified in two groups (A or B)
based upon their flowering behaviour (Nirody, 1922).In the type A
cultivars, the flowers open in the morning in the female stage,
close at mid-day and reopen the afternoon of the following day at
the male stage. In the type B cultivars, the flowers open in the
afternoon at the female stage, close in the evening and reopen the
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following morning at the male stage (Stout, 1923). The combina-
tion of protogynous dichogamy and the flowering behaviour of the
avocado prevents self-pollination promoting outcrossing. How-
ever, self-pollination occurs in orchards composed of a single
genotype probably due to some overlapping between the male
and female stages in the same flower, among flowers of the same
tree or among flowers of different trees of the same genotype
(Davenport, 1986).

A general problem of commercial avocado fruit production is
the excessive flower and fruit abscission; thus, final fruit set can
range from 0.001% to 0.23% (Sedgley, 1980) and a yield of 300
fruits per tree can be considered as a good production (Lahav
and Zamet, 1999). Under optimum conditions, the floral
behaviour is predictable. However, the flower opening cycle is
sensitive to environmental conditions, mainly temperature
(Lesley and Bringhurst, 1951; Sedgley, 1977; Sedgley and
Annels, 1981; Ish-Am and Eisikowitch, 1991). The sensitivity
of the flowering behaviour to environmental factors depends on
the cultivar, and, in general, type B cultivars are more sensitive
than type A cultivars to low temperatures (Sedgley and Grant,
1983).

In spite of the high percentage of self-pollinations reported in
different environmental conditions (Davenport, 1989; Davenport
et al., 1994), molecular studies of the genetic composition of the
progeny obtained indicate that most of the final fruits are the
result of outcrossing (Vrecenar-Gadus and Ellstrand, 1985;
Degani et al.,, 1986, 1989, 1997, 2003; Goldring et al., 1987;
Robbertse et al., 1997; Chen et al.,, 2007; Borrone et al., 2008).
Thus, traditionally it has been considered that interplanting
complementary cultivars in close proximity significantly
increases yield in avocado (Bergh and Garber, 1964; Vrecenar-
Gadus and Ellstrand, 1985; Degani et al., 1997) although the
relative impact of outcrossing in final yield is still under debate
(Garner et al., 2008).

Consequently, the existing evidence suggests that interplant-
ing cultivars of opposite flowering types can be important to
secure a good crop. However, depending on the yield and final
market price of the fruit of the pollinating cultivar, profitability
of the production can be reduced. The most important
commercial cultivar in Spain, as in most avocado producing
countries, is ‘Hass’ with 75% of the avocado production and
‘Fuerte’ is the most commonly cultivar used as pollen donor.
However, ‘Fuerte’ is currently of less commercial interest than
‘Hass’, and the search for new pollinizers producing ‘Hass-like’
fruit can be advantageous. With the objective of selecting
potential pollinizers for ‘Hass’, in this work the flowering
phenology and daily flowering cycle of the most promising
genotypes conserved in our germplasm collection is character-
ized under the environmental conditions of South-eastern Spain.
Furthermore, those genotypes that present sufficient over-
lapping in the blooming period with ‘Hass’ and produce ‘Hass-
like’ fruit are characterized with more detail. Finally, the effect of
three potential pollinizers on fruit set is analyzed under field
conditions.

2. Materials and methods
2.1. Climatic conditions

In continental Spain, avocados are grown in the Southern
Andalusian coast (provinces of Malaga and Granada). Data at the
E.E. la Mayora (36°45’N) for the last 45 years show an annual
average of the mean temperatures of 19.4 °C with an average of
29.4 °C of the high temperatures in the hottest month (August) and
an average of 9.3 °C of the low temperatures in the coolest month
(January) with an annual rainfall of 435 mm.

2.2. Plant material and flowering period

This work was carried out on 27 avocado genotypes conserved
in the avocado collection at the E.E. La Mayora (Malaga, Spain)
comprising genotypes of both A and B types (Table 1).

During 2005 and 2006, the length of the flowering period,
defined as the number of days between opening of the first flowers
and closing of the last flowers, was established in at least two trees
of the 27 avocado genotypes studied. Full bloom was estimated
when more than 50% of the flower buds had opened.

2.3. Daily flowering cycle

The flowering cycle was studied daily in two trees of 12
genotypes: ‘Hass’, ‘Fuerte’ and 10 genotypes that produce ‘Hass-
like’ fruit and show a high overlapping in blooming period with
‘Hass’ (‘Gem 3-29-5’, ‘H670’, ‘Hass Motril’, ‘Jimenez 1’, ‘Jimenez 2’,
‘Lamb Hass’, ‘Lohneiss’, ‘Marvel’, ‘Nobel’ and ‘Tacambaro’) in order
to compare the overlapping between the male phase of these
putative pollinizers and the female phase of ‘Hass’. Every 2 h from
8:00 to 20:00 the flowering behaviour of each genotype was
observed counting the flowers in male and female stage in 10
inflorescences located in different positions in the trees.

Moreover, to study the normal cycle of dichogamy under our
environmental conditions in ‘Hass’ and three type B genotypes
(‘Marvel’, ‘Nobel’ and ‘Fuerte’) a total of 20 flowers (10 per tree)
were labelled daily during the blooming period and the day of the
first opening was noted. These flowers were monitored until the
second flower opening.

2.4. Pollinizer efficiency under field conditions

Hand-pollinations were carried out to compare the effect of
three pollen sources on fruit set of ‘Hass’. The three pollen donors
selected in this study were: ‘Nobel’ and ‘Marvel’ (selected due to
the results obtained during the monitoring of the flowering cycle)
and ‘Fuerte’ (the most common cultivar used as pollen donor in
Southern Spain). A total of 500 inflorescences distributed in 25
‘Hass’ trees were hand-pollinated. Three flowers were pollinated in
each inflorescence using a different pollen donor for each one. Male
flowers were collected at 12:00 and the pollen was immediately
applied on the stigma of ‘Hass’ female flowers by direct contact of

Table 1
List of the 27 avocado varieties studied to determine the blooming phenology.
Superscripts indicate the reference where the flower group was studied.

Genotype Flower group Genotype Flower group
5-552 B¢ Lamb Hass (BL122) A?
Adi AP Lohneiss A?
Colin v-33 BP Marvel (BL516) B®
Eden AC Negra de la Cruz B®
Fuerte B? Nobel (BL667) B®
Fundacion II A? 0A184 B®
H670 A? Pinkerton AP
Gem (3-29-5) AP Regal A®
Harvest Ad Rincoatl AP
Hass A? Rt 5176 B¢
Hass Motril A? Shepard Bf
Iriet B® Sir Prize B®
Jimenez 1 A? Tacambaro A?
Jimenez 2 A?
2 This work.

b http://www.ucavo.ucr.edu.
¢ Lavi et al. (1997).

4 Arpaia et al. (2005).

€ Martin and Bergh (1993).
f Newett et al. (2002).

& Witney and Martin (1995).
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Fig. 1. Diagram of flowering of the 27 avocado genotypes studied in this work. Full bloom is showed in dark colour. Data are mean values of two years observations.

the anthers with the stigma. The rest of the non-pollinated flowers
in the inflorescences were removed. The number of flowers and
developing fruits retained by the trees were monitored weekly, the
abscission date was noted and the final fruit set was calculated.
Proportion comparisons were analyzed using Yates’ chi-square
goodness-of-fittest in 2 x 2 contingency tables testing for associa-
tion between pollen donor genotypes and fruit set. The SPSS
package v 15 (SPSS Inc., Chicago, IL) was used for all statistical
analyses.

3. Results and discussion
3.1. Flowering phenology

The study of flowering phenology during two consecutive years
showed that the length of the blooming period in the genotypes
studied ranged from 18 days in ‘Harvest’ to 50 days in ‘Fuerte’ and
full bloom varied from one to two weeks in most genotypes (Fig. 1).
The length of the blooming period for each genotype was similar
during the two years studied, although in 2006 the beginning of
flowering occurred one week earlier than in 2005. We could
distinguish several early flowering genotypes (‘Fuerte’, ‘Shepard’
and ‘Lamb Hass’), whose flowers start opening in March, and late
flowering genotypes (‘Harvest’, ‘Colin V-33’, ‘Fundacion IT’, ‘OA184’
or ‘Adi’), whose flowers start opening at mid-April.

Full bloom for most genotypes occurred during April, displaying
a good overlapping with ‘Hass’ (Fig. 1). However, full bloom of
‘Fuerte’, the most commonly used pollinizer for ‘Hass’ in Spain,
only showed a good overlapping with ‘Hass’ during the first half of
‘Hass’ full bloom; consequently it will be of interest to find
additional pollinizers for the second half of the ‘Hass’ flowering
period.

3.2. Daily flowering cycle
The daily flowering cycle has been monitored in ‘Hass’, ‘Fuerte’,

and in 10 ‘Hass-like’ genotypes in order to study possible
complementation between flower stages. Although avocado has

been described as a species with a marked protogynous
dichogamy, it is common to observe flowers in different sexual
stages at the same time among trees of the same genotype and
even within the same tree. This overlapping is more extense at the
start and at the end of the flowering season and this may help to
explain fruit production in single cultivar blocks (Davenport, 1989;
Davenport et al., 1994). Thus, although dichogamy enhances the
opportunity of cross-fertilization and, hence, is a mechanism that
reduces inbreeding, the overlapping between flowers in both male
and female stages can be considered as a bet-hedging strategy to
ensure fertilization and seed production when the opportunities
for outcrossing are limited.

During the period of full bloom, the flowers of the type B
genotypes studied (‘Fuerte’, ‘Nobel’ and ‘Marvel’) opened in the
male stage between 8:00 and 10:00 (Fig. 2). At 12:00, the anthers

8:00 10:00 12:00 14:00 16:00 18:00 20:00
t t t t t t T

HASS T ———
FUERTE —eee—t———— *
MARVEL _—
LAMBHASS L N
Sish e eless——
JIMENEZ 2 ] L — *
JIMENEZ 1 e —
RS — e
HASS MOTRIL L

TACAMBARO [ ! .
H670 :

[ Female stage W Male stage

Fig. 2. Daily sexual stage of flowers of different genotypes with ‘Hass-like’ fruit
during the full bloom period. Data are mean values of two years observations.
*Flowers remain open after the last monitoring.

Please cite this article in press as: Alcaraz, M.L., Hormaza, J.I., Selection of potential pollinizers for ‘Hass’ avocado based on flowering
time and male-female overlapping. Sci. Hortic. (2009), doi:10.1016/j.scienta.2009.02.001




G Model
HORTI-3222; No of Pages 5

4 M.L. Alcaraz, J.I. Hormaza/Scientia Horticulturae xxx (2009) xxx—xxx

became dehiscent. Previous works have described that ‘Fuerte’
shows a high overlapping between the female and male stages
within the same inflorescence (Nirody, 1922). This is also the case
in this work, where ‘Fuerte’ showed a high overlapping between
male and female flowers in the same trees from 10:00 to 12:00 and
from 18:00 to 20:00, whereas no overlapping was observed in both
‘Nobel’ and ‘Marvel’. Male flowers closed in the afternoon and
female flowers closed in the evening except in the case of ‘Fuerte’
whose flowers opened in the female stage later and many of them
continued open during the early hours of the following morning
where it was common to observe overlapping between male and
female flowers. During the period of full bloom, flowers of the type
A genotypes studied (‘Hass’, ‘Lamb Hass’, ‘Gem’, ‘Jimenez 1’,
‘Jimenez 2’, ‘Hass Motril’, ‘Lohneiss’, ‘Tacambaro’ and ‘H 670)
opened as females at 10:00 and remained open until 16:00 (18:00
in the case of ‘Gem’). Overlapping between closing female flowers
and opening male flowers occurred in ‘Hass’, ‘Gem’, ‘Jimenez 1’,
‘Lohneiss’ and ‘H670’ between 14:00 and 16:00; in ‘Lamb Hass’ the
overlapping took place between 16:00 and 18:00 whereas no
overlapping was observed in ‘Jimenez 2’, ‘Hass Motril’ or
‘Tacambaro’, except at the end of the flowering season.

‘Hass’ flowering revealed a wide variation in floral behaviour at
the beginning and at the end of the blooming season. Thus, at the
beginning of the blooming season, flowers opened at the female
stage at 10:00 and closed at 16:00 whereas they opened at the
male stage at 14:00 and remained in that stage overnight
beginning to close between 10:00 and 12:00. In this period,
overlapping between the male and female stages could be found
during 4 h: 10:00-12:00 and 14:00-16:00. When compared with
‘Hass’, ‘Marvel’ had a similar blooming season and an overlapping
with ‘Hass’ flowers could be observed during the first morning
hours, although anther dehiscence took place at 12:00. At the end
of the blooming period, type A genotypes showed a reduction in
the length of the floral cycle, the female flowers opened
approximately at 12:00 and the male flowers closed before 20:00.

On the other hand, while type A genotypes showed a similar
behaviour to that described for the first time by Nirody (1922), the
floral cycle of type B genotypes, under our growing conditions, did
not follow the normal cycle described in previous reports. Thus,
flowers opened at the female stage in the evening; most of them
remained open briefly the following morning overlapping with the
male flowers that opened for the first time at the female stage two
days earlier. A similar behaviour was described by Lesley and
Bringhurst (1951) since the flowers did not open in the female stage
under conditions where the maximum day temperatures ranged
between 18 °C and 21 °C and night temperatures ranged between
7 °Cand 12 °C. Under our growing conditions in April, maximum day
temperatures ranged from 17.5°C to 27.5°C in 2005 and from
18.5 °C to 25.5 °C in 2006 (with an average of 21.6 °C and 21.4 °C
respectively) whereas minimum night temperatures ranged from
9°Cto 17.5°Cin 2005 and from 11 °C to 16.5 °C in 2006 (with an
average of 12.8°C and 13.6 °C respectively). Thus, our results
corroborate the higher sensibility of type B genotypes to low
temperatures reported previously (Lesley and Bringhurst, 1951;
Sedgley, 1977; Sedgley and Annels, 1981; Sedgley and Grant, 1983).

The cycle described above was observed under normal
conditions in the blooming season. However, during this period,
a few cloudy days resulting in lower temperatures were observed
ranging from 4 days in 2005 to 7 in 2006. In these days,
characterized by a decrease on day and night temperatures, the
floral behaviour was altered. Thus, under cooler conditions, ‘Hass’
flowers showed a delay of their regular floral cycle; female flowers
opened at mid-day and closed around 18:00; male flowers opened
at night and remained open until mid-day (data no shown). Thus,
the second flower opening took place the third day after the first
opening. Under those conditions, flowers of type B cultivars usually

opened at the female stage in the evening and, while some of them
closed during the night, others remained open during the morning
overlapping with the male flowers that opened for the first time at
the female stage three days earlier. The female flowers reopened
the fourth day in the morning as male flowers. Similar observations
on the alteration of the flower cycle have been reported previously
(Stout, 1923; Robinson, 1931; Lesley and Bringhurst, 1951;
Papademetriou, 1976; Sedgley, 1987).

3.3. Differences in final fruit set

Significant differences were obtained in fruit set following hand
pollination with the three selected pollinizers. Thus, final fruit set
was 2.8%, 7.4% and 8.4% for ‘Fuerte’, ‘Marvel’ and ‘Nobel’
respectively. No significant differences were found between
‘Marvel’ and ‘Nobel’ (P =0.558), whereas significant differences
were obtained between ‘Fuerte’ and ‘Nobel’ (P < 0.001) and
‘Marvel’ (P=0.001). Taking into account these results and the
results discussed above on the overlapping in the flowering cycle, it
seems that ‘Fuerte’ is less efficient than the other two pollinizers
for ‘Hass’ under our growing conditions. Different factors such as
differences in pollen vigor or differential pollen tube growth during
the progamic phase and/or differential embryo abortion at the
post-zygotic level could be responsible of these differences.

4. Conclusion

Pollination is considered as a limiting factor for optimal yield
production in commercial avocado orchards (Vithanage, 1990; Ish-
Am and Eisikowitch, 1991). Taking into account the flowering
phenology, the overlap in sexual stages and the fruit set obtained
with hand-pollinated flowers in the field, an alternative to the
current use of ‘Fuerte’ as main pollinizer in the avocado orchards in
Southern Spain could be to combine some ‘Fuerte’ trees which will
guarantee the pollination during the first two weeks of the
flowering of ‘Hass’, with other type B genotypes such as ‘Nobel’
and/or ‘Marvel’. This mixed plantation system of two or more
genotypes would have the advantage of decreasing the possible
negative effect of a lack of synchrony between two genotypes
depending on the environmental conditions. A similar approach
could be used in other avocado growing regions to optimize ‘Hass’
cross-pollination.
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