PRINCIPADO DE ASTURIAS

CONSEJERIA DE AGRICULTURA

PERIODO EFECTIVO DE POLINIZACION
EN KIWI (Actinidia deliciosa):
DURACION Y FACTORES

SERIE
TECNICA
N°. 3/96

Centro de Investigacion Aplicada
Y tecnologia Agroaimentaria (CIATA)






PERIODO EFECTIVO DE POLINIZACION
EN KIWI (Actinidia deliciosa):
DURACION Y FACTORES

Publicado en: Journal of the American Society for Horticultural Science 120(2):199-202.1995. Bajo
el titulo: Stigmatic Receptivity Limits The Efective Pollination Period I n Kiwifruit

AUTORES:

M2 VICTORIA GONZALEZ GONZALEZ
MANUEL COQUE FUERTES
MARIA HERRERO ROMERO

DEPARTAMENTO DE HORTOFRUCTICULTURA

SER I E CENTRO DE INVESTIGACION APLICADA Y TECNOLOGIA AGROALIMENTARIA

TECNICA (CIATA)
N°. 3 /96



Edita:  Unidad de Transferenciay Coordinacién del CIATA
Consgeria de Agricultura del Principado de Asturias

D.L.: AS3273-96



Departamento de Hortofruticultura

. PERIODO EFECTIVO DE POLINIZACION EN KIWI
(Actinidia deliciosa): DURACION Y FACTORES

M2, Victoria Gonzalez Gonzalez y Manuel Coque Fuertes

Departamento de Hortofruticultura. Centro de Investigacion Aplicada y Tecnologia Agroalimentaria.
Apartado 13. 33300 Villaviciosa, Asturias.

Maria Herrero Romero

Unidad de Fruticultura, S.I.A.-D.G.A., Campus de Aula Dei, Apdo. 727, 50080 Zaragoza.

RESUMEN

Se determind el periodo efectivo de polinizacion en kiwi (Actinidia deliciosa (Chev.) Liang y Ferguson),
y se evaluaron los factores que lo determinan. El periodo efectivo de polinizacion, medido como la
capacidad para fructificar de flores de diferentes edades polinizadas manualmente, fue de cuatro dias. La
polinizacion de flores de cinco dias produjo una fuerte caida de la fructificacién. Esta fue nula cuando se
polinizaron flores de siete dias. El crecimiento del tubo polinico no parecid ser el factor limitante, puesto
que los tubos crecieron rapidamente y alcanzaron la base del estilo dos dias después de la polinizacion, y
los 6vulos un dia mas tarde. Los 6vulos permanecieron viables durante los siete dias siguientes a la
antesis, y degeneraron visiblemente a los once dias de la antesis. La receptividad del estigma se determind
como la capacidad de las flores de distintas edades para permitir la germinacién del polen después de la
polinizacién manual. La duracién de la receptividad del estigma coincide estrechamente con el periodo
efectivo de polinizacién. Asi, parece que la receptividad del estigma es el principal factor responsable del
corto periodo efectivo de polinizacion de esta especie.

PALABRAS CLAVE: Receptividad estigmatica, fructificacion, Kiwi, periodo efectivo de polinizacion.

INTRODUCCION

El kiwi es un cultivo altamente dependiente de la polinizacién puesto que el peso del fruto esta
estrechamente relacionado con el numero de semillas (Pyke y Alspach, 1986). La polinizacion, sin
embargo, se ve dificultada por la naturaleza dioica de esta especie. Mientras el viento contribuye
parcialmente a la transferencia de polen (Craig y Stewart, 1988), la actividad de las abejas incrementa
claramente la fructificacion (Clinch, 1984). La posibilidad de realizar polinizaciones artificiales también se
ha considerado (Hopping y Hacking, 1983). El éxito de la polinizacion, fecundacion del 6vulo, y
fructificacion dependen de la receptividad de la flor durante los pocos dias que siguen a la antesis. En este
contexto, es crucial identificar el principal factor que limita el periodo efectivo de polinizacién (PEP) y sus
implicaciones sobre la cosecha. Williams (1965) introdujo el concepto de PEP y analiz6 las tasas de
crecimiento del tubo polinico, la longevidad del 6vulo y la receptividad del estigma como limitantess del
PEP en manzano. Este autor encontré, bajo las condiciones de su experimento, que la duracion del PEP
venia determinada por la longevidad del 6vulo menos el tiempo necesario para el crecimiento del tubo
polinico. Aunque también habia previsto que, bajo condiciones de temperatura mas favorables, el periodo
receptivo de los estigmas seria probablemente un factor determinante del periodo efectivo de polinizacion.

Aunque el trabajo de Williams se realizd sobre manzano, el PEP también se ha asociado con
problemas de fructificacion en otras especies como peral (Jaumien, 1968), ciruelo (Thompson y Liu, 1973),
y cerezo (Stdsser y Anvari, 1982). Estas dificultades han sido atribuidas a un lento crecimiento de los tubos
polinicos en el estilo y/o a una corta viabilidad de los 6vulos (Egea et al., 1991). Durante estos estudios,
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también tomé forma, debido a evidencias experimentales, la idea de que la receptividad estigmatica
también pudiera dificultar la fructificacion (Egea et al., 1991; Egea y Burgos, 1992; Herrero, 1983). En el
presente trabajo ha sido determinado el PEP del kiwi; y el crecimiento del tubo polinico, el desarrollo del
vulo y la receptividad del estigma han sido evaluados para dilucidar el principal factor limitante del PEP de
esta especie en nuestras condiciones de cultivo.

MATERIAL Y METODOS
Material vegetal

En este estudio se utilizaron vifias 'Hayward' de ocho afios. Las polinizaciones se realizaron con polen
del macho C seleccionado por ser un buen polinizador de 'Hayward' en nuestras condiciones culturales
(Gonzélez et al., 1994). El polen se obtuvo de flores masculinas recogidas un dia antes de la antesis,
considerando la antesis como el dia de apertura de la flor. Las anteras se secaron a temperatura ambiente
durante 24 h. El polen se filtré con una fina malla (0,26 mm? diametro de poro) para limpiarlo de anteras y
otras impurezas. Las flores femeninas se aislaron embolsandolas un dia antes de la antesis para prevenir
polinizaciones incontroladas.

Periodo efectivo de polinizacion

Para evaluar el PEP se sigui6 el procedimiento utilizado por Williams (1970) para manzano. Grupos
de 25 flores femeninas previamente aisladas se polinizaron manualmente 1, 2, 3, 4,5, 6 y 7 dias después
de la antesis. Los datos de fructificacion de estas flores se tomaron 30 dias después de la antesis. Los
datos se analizaron usando el Test de Rango Mltiple de Duncan.

Crecimiento del tubo polinico

Flores aisladas se polinizaron a mano en la antesis y se estudio el crecimiento del tubo polinico con
microscopios de fluorescencia y de barrido. Cinco flores femeninas se fijaron diariamente en
formaldehido:acido acético: etanol 70% (1:1:18; FAA) (Johansen, 1940) durante los 15 dias siguientes a la
polinizacion. El crecimiento del tubo polinico se siguié en el estilo y el estigma con preparaciones de
squash tefiidas con azul de anilina para microscopia de fluorescencia (Linskens y Esser, 1957; Jefferies y
Belcher, 1974). La penetracion del tubo polinico en el vulo se detecté usando la misma técnica.

Para microscopia electrénica de barrido, flores polinizadas en antesis se fijaron durante los cinco dias
siguien-tes a la polinizacion en glutaraldehido 3% en tampdn fosfato, se deshidrataron en una serie de
alcoholes, se secaron por punto critico y se cubrieron de oro. Las muestras asi preparadas se observaron
en un microscopio Philips P 500.

Receptividad del estigma

Para evaluar la receptividad del estigma, las flores aisladas justo antes de la antesis se polinizaron a
diferentes intervalos de tiempo, como en la determinacion del PEP; es decir, las flores se polinizaron 1, 2,
3,4,5,6067 dias después de la antesis. Un dia después de la polinizacion las flores se fijaron en FAA. La
capacidad para permitir la germinacion del polen se evalud sobre estas flores mediante squash de estigma
y posterior tincion con azul de anilina, para su observacion al microscopio de fluorescencia. Los datos se
analizaron usando el Test de Rango Mltiple de Duncan.

Desarrollo del évulo

Para evaluar el desarrollo del 6vulo, las flores se aislaron justo antes de la antesis; un grupo de ellas
fue polinizado en antesis, y otro grupo se dejo sin polinizar. Diez flores polinizadas y diez sin polinizar se
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fijaron diariamente en FAA durante los 15 dias siguientes a la antesis. A continuacion se deshidrataron e
incluyeron en una matriz de parafina, y se cortaron en secciones de 10 um que se tifieron con diversos
colorantes: azul de anilina; safranina, cristal violeta y verde réapido (Gerlach, 1969); y PAS seguido de azul
de toluidina (modificado de Feder y O'Brien, 1968). Estas muestras ya teflidas se observaron con un
microscopio optico.

RESULTADOS

Determinacion del PEP

La fructificacion después de la polinizacion manual fue muy alta, alrededor del 80% durante los pri-
meros cuatro dias que siguieron a la antesis. Sin embargo, cuando las flores se polinizaron cinco dias des-
pués de la antesis, la fructificacion cayo hasta el 36% (P<0,05). En flores polinizadas siete dias después de
la antesis la fructificacion fue nula. Por tanto, el PEP se limité a los cuatro dias siguientes a la antesis
(Figura 1).

Porcentajes

100

rz = 0.99*

: -a-Fructificacin
20
-e-Estigmas receptivos

Das despus de antesis

Figura 1.- Correlacion entre porcentajes de fructificacion y de estigmas receptivos
en flores polinizadas 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 dias después de antesis. **Correlacion
significativa P<0.01.

Receptividad del estigma

En flores polinizadas durante los cuatro dias que siguieron a la antesis, la receptividad del estigma se
mantuvo alrededor del 84% y decrecié bruscamente en flores polinizadas a partir del quinto dia, hasta ser
nula en las polinizadas el séptimo dia después de la antesis. Cuando los datos de receptividad estigmatica

se confrontaron con los de fructificacion, las dos curvas concordaron estrechamente (Figura 1) (r2=0,99).

Crecimiento del tubo polinico y desarrollo del 6vulo
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Los granos de polen germinaron en el estigma (Figura 2A) y el tubo polinico inicid su crecimiento
alcanzando la base del estilo dos dias después de la polinizacion (Figura 2B), y observandose los primeros
dvulos fecundados tres dias después de la polinizacion (Figura 2C). Cuando se produijo la llegada de los
tubos polinicos el 6vulo ya estaba maduro, observandose el saco embrionario con la célula huevo, dos
sinérgidas y uno o dos ndcleos polares (Figura 2D). En flores sin polinizar, los dvulos no mostraron signos
de degeneracion siete dias después de la antesis (Figura 2E); mientras que a los 11 dias se observaron
totalmente degenerados (Figura 2F), con el saco embrionario vacio y apergaminado.

DISCUSION

El PEP del kiwi en nuestras condiciones es de cuatro dias y parece estar limitado por la receptividad
del estigma. La tasa de crecimiento del tubo polinico no parece ser responsable de este corto PEP, puesto
que los tubos crecen rapidamente en esta especie. Esto puede ser debido a una temperatura 6ptima para
el crecimiento del tubo polinico durante el periodo de floracién (15°C como temperatura media y 20°C de
maxima), puesto que la temperatura tiene un claro efecto en el crecimiento del tubo polinico (Williams,
1970).

La viabilidad del 6vulo ha sido responsable de limitar el PEP en numerosas especies (Thompson y
Liu, 1973; Stosser y Anvari, 1982; Burgos y Egea, 1993). Esta situacion, aunque tiene un claro
componente genético pues existen cultivares mas proclives que otros a tener una reducida viabilidad del
dvulo (Jaumien, 1968), también se ve claramente afectada por el estado nutricional del arbol. Asi, Williams
(1965) describié un incremento en el PEP del cultivar 'Cox's Orange Pippin' de manzano asociado con una
prolongada viabilidad del 6vulo en flores tratadas con nitrgeno (aplicado con spray) en afios anteriores.
Una situacion similar se ha descrito para pera '‘Comice', en la cual una aplicacién de putrescina con spray
incrementd la fructificacion debido a la prolongacion de la viabilidad del évulo (Crisosto et al., 1988). En el
kiwi, los Gvulos no muestran signos anatémicos de degeneracion durante los siete dias que siguen a la
antesis y, ademas, la degeneracion del estigma precede a la del 6vulo. Esto puede estar relacionado con
el hecho de que, como en otras especies, la maduracion ocurre en un sentido basipétalo, es decir,
empieza en el estigma y termina en el ovario (Dickinson et al., 1982; Herrero y Arbeloa, 1989).

La fuerte coincidencia entre el patron de fructificacion y el de receptividad estigmatica en el kiwi indica
que el PEP estéa limitado por la receptividad del estigma. El estigma es receptivo solamente durante los
primeros pocos dias que siguen a la antesis. De hecho, en esta especie el érgano reproductivo femenino
parece estar disponible para el proceso reproductivo desde el momento de apertura de la flor, y esta
disponibilidad se ha interpretado como la responsable de su alto éxito reproductivo (Gonzélez et al., 1996).
Se ha demostrado que la limitada receptividad estigmatica en la antesis ha dificultado la fructificacion
durante el corto PEP en cultivares de peral (Herrero, 1983) y albaricoque (Egea et al., 1991). La situacion
aqui descrita en el kiwi recuerda la del albaricoque, quiza debido a las altas temperaturas registradas en
ambos casos durante la floracion.

La pregunta de qué hace al estigma receptivo al polen permanece aln sin contestar. El comienzo de
la receptividad estigmatica parece estar asociado con la produccion de secrecion estigmatica, la cual
aporta el medio adecuado para sustentar la germinacion del polen (Herrero y Dickinson, 1981). También
parece estar asociada con actividad esterasa (Matson et al., 1974; Bernhardt et al., 1980) y peroxidasa
(Galen y Plowright, 1987); sin embargo, se ha hecho poco trabajo para determinar qué hace que el
estigma pierda su receptividad. En kiwi, la pérdida de germinabilidad del polen en el estigma puede ser
debida a la pérdida de integridad de las células papilares del estigma, lo que puede causar liberacion de
contenidos celulares en el exudado estigmético, alterando de esa manera el medio y bloqueando la
germinacion del polen (Gonzélez et al., 1995).
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A

Figura 2.- Desarrollo del tubo polinico y del évulo. (A) Granos de polen germinados
(PG) en el estigma 1 dia después de la polinizacién. Microscopio Electrénico de
Barrido. Barra=6 um. (B) Tubos polinicos en la base del estilo 2 dias después de la
polinizacion. Preparaciones de squash tefiidas con azul de anilina. Barra=20 um. (C)
Tubo polinico (flecha) penetrando en el 6évulo (ov) 3 dias después de la polinizacion.
Seccioén de parafina de 10 um tefida con azul de anilina. Barra=125 um. (D) Saco
embrionario maduro de una flor no polinizada 3 dias después de antesis; se observan
los dos nucleos polares (cabeza de flecha). Seccidon de Historesina de 2 um tefiida
con PAS-azul de toluidina. Barra=50 um. (E) Saco embrionario no degenerado de una
flor no polinizada 7 dias después de la antesis; se observan las dos sinergidas (s) y un
nucleo polar (cabeza de flecha). Seccién de Historesina de 2 um tefiida con PAS-azul
de toluidina. Barra=50 pum. (F) Dos 6vulos degenerados (ov) de una flor no polinizada
11 dias después de antesis. Seccion de Historesina de 2 um teflida con PAS-azul de
toluidina. Barra=125 um.
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Este trabajo muestra un corto PEP para 'Hayward'. Una situacion similar se ha descrito bajo
condiciones de cultivo diferentes (Galimberti et al., 1987, 1988), indicando que podria ser una
caracteristica general del cultivar. Desde un punto de vista agricola, el periodo de efectividad de la
polinizacion es muy reducido y cualquier alteracion de las condiciones climaticas que dificulte la
polinizacion puede tener un grave efecto sobre la cosecha final. La duracion de la receptividad estigmética
coincide estrechamente con el periodo efectivo de polinizacion, determinado a través de la fructificacion.
Asi pues, parece que la receptividad estigmatica es el principal factor responsable del corto periodo
efectivo de polinizacion de esta especie en nuestras condiciones de cultivo.
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