SINTOMATOLOGIA DEL ABORTO EN FLORES PISTILADAS DE NOGAL (Juglans regia L.) ‘SERR’

Pistillate flower abortion symptoms on ‘Serr’ walnut (Juglans regia L.)

Cristian Gonzalez R.* y Gamalier Lemus S.'*, y Gabino Reginato?

ABSTRACT

Pistillate flower abscission (PFA) affects severely walnut (Juglans regia L.) production, mainly on ‘Serr’. A study
on symptoms of flower abortion in walnut ‘Serr’, induced by excess or lack of pollen, was carried out following
evolution of flowers and peduncles. Hand pollinated flowers, with different pollen concentrations: 0, 1, 5, 25, 50
and 100% pollen diluted (w/w) in talcum powder, showed external and internal abortion symptoms. External ones
were recorded directly from the tree, and, for internal ones, flower excisions stained with blue Toluidin-0 at
0.05% were analyzed under optical microscope. Excess of pollen abortion showed flowers with a rapid damage.
Growth rate was very low, the involucre brightness was lost and stigma turned necrotic, regarded to lack of pollen
aborted flower. Normal flowers continued growing up to fruit harvest without lose brightness. Excess of pollen
abortion induced flower drop with or without attached peduncle. Two separation zones can be present: distal and
proximal zone of peduncle. Peduncle scar allowed differentiate abortion induced by excess or lack of pollen, or

drop due to another reasons.
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INTRODUCCION

En el nogal cv. Serr, y en muy menor grado también en otros cultivares, la produccién de fruto en algunas
temporadas es baja, principalmente debido a dos eventos: el aborto de flores pistiladas provocado por una alta
densidad de polen en los huertos, y/o la caida de flores por falta de polinizacion. Hendricks et al. (1985), Catlin et
al. (1990), Polito et al. (1998) y Lemus et al. (2001) sefialan que ambos eventos estan sujetos a la dinamica de la

floracion del nogal y de las condiciones ambientales que la afectan.

La acumulacién de frio invernal y la edad de los arboles son factores que influyen en el grado de traslape de la
floracion femenina y masculina, y en consecuencia, en el nivel de aborto que pueda ocurrir por exceso o falta de
polen, situacién que dificulta el pronostico anual de la produccidon en cada huerto (Hendricks et al., 1985;
McGranahan et al., 1994; Polito et al., 1998; Lemus, 2005).

Se entiende por pistillate flower abortion (PFA) a la pérdida de flores pistiladas temprano en la estacion. Segln
Polito et al. (1998) esta pérdida es provocada por un exceso de polen en los estigmas, lo que provoca
descomposicién y formacidn de etileno, el que difunde hacia el resto de la flor, generdndose altos ambientes de

esta hormona, provocando deterioro y dafio en los tejidos vegetales.

Investigaciones realizadas por Rovira y Aleta (1997) y Polito (1998), en condiciones de campo, sefialan pérdidas
de hasta un 90% por aborto debido a exceso de polen, y que esta situacion varia ampliamente entre variedades,
sitios y afios. Segun Krueger (2000) las pérdidas por PFA, en general, son mayores a las pérdidas por falta de

polinizacion.

Evaluaciones realizadas en Chile durante la temporada 2005-2006 indican que el aborto por exceso de polen se
presentd en el rango de 40 a 90%, afectando la produccién (Lemus, 2005); sin embargo, el aborto por falta de

polen no supera el 5%, situacion que confirma lo sefialado por Krueger (2000).

El problema del aborto por exceso de polen es importante en el cv. Serr, y en menor grado en ‘Hartley’ y
‘Chandler’ (Catlin et al., 1990; McGranahan et al., 1994; Lemus, 2005; Gonzalez, 2006). Se ha informado
recientemente que la aplicacion de reguladores de crecimiento que actian como inhibidores de la sintesis de
etileno, como aminoetoxivinilglicina (AVG) reduce el problema del aborto por exceso de polen (Lemus et al.,
2007). Otras alternativas evaluadas han sido remecer arboles con el objetivo de eliminar parte de los amentos de
la planta (Lemus, 2005); actualmente se esta probando el regulador de crecimiento 1-metilcliclopropeno (1-MCP),

gue actla a nivel de receptores de etileno inhibiendo su accién (Lemus, 2005).



La hipdtesis de este experimento es que la sintomatologia de la flor abortada, tanto por exceso como por falta de

polen, es caracteristica de cada tipo de aborto, lo cual permitiria distinguir ambos eventos una vez ocurridos.

El objetivo de este estudio fue describir la sintomatologia externa e interna de la flor polinizada y de la no

polinizada, en comparacion con la flor que se desarrolla normalmente, sin abortar.

MATERIALES Y METODOS

Lugar del estudio
El experimento se realiz6 durante la primavera de 2004, en el nocedal del Campo Experimental Los Tilos (33°44°
S; 70°38’ O; 513 m.s.n.m.) del Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA), ubicado en la Comuna de Buin,

Region Metropolitana.

Se utilizaron arboles adultos de la variedad Serr, injertados sobre patrén J. regia en 1983, plantados a una
distancia de 6 x 6 m. Los arboles estaban conducidos en eje central y eran regados por surcos. Se seleccionaron 48

arboles; se marc6 una rama en la parte media del arbol, con orientacién Este, y 20 flores pistiladas.

Concentraciones de polen

Durante el periodo fenoldgico de liberacion de polen, denominado Fm y Fm, (Solignat citado por Gil-Albert,
1996), que representan el inicio y término de la dehiscencia de anteras, respectivamente, se colecté polen
sacudiendo los amentos en frascos de vidrio; luego el polen se diluy6é con talco (peso/peso), para obtener
diferentes concentraciones para realizar las pruebas de polinizacion manual. Las concentraciones usadas fueron O;
1; 5; 25; 50 y 100% (peso/peso).

Para estimar la cantidad de polen aplicado, se hizo un recuento por aplicacion o carga con un hematocimetro
(Herka®, Neubauer, Germany) bajo microscopio 6ptico (Carl Zeiss, Zeiss, Germany). Para esto se utilizd una
carga de polen por concentracion, con cinco repeticiones. Cada carga se diluy6 sobre dos gotas de agua destilada,
y en el campo visual formado se realizaron cuatro lecturas. De esta manera, al promediar el nimero de granos de
polen contados en cada lectura, se estimé la equivalencia entre el nimero de granos de polen por mm? de campo

visual y las concentraciones aplicadas.



Aplicacion de polen
La aplicacion de polen se realizo sobre flores pistiladas en los estados fenoldgicos receptivos Ffy, que representa
el inicio de la separacion del estigma, y Ff, que corresponde al estigma separado y coloracion verde pélida: plena

floracion femenina, segin Solignat citado por Gil-Albert (1996).

Para realizar la polinizacion, las flores se cubrieron con algodon y gasa en el estado de pre-receptividad. Se
polinizaron las 20 flores pistiladas cuando alcanzaron el estado indicado. Después de polinizar, las flores se
cubrieron nuevamente con el algoddn para evitar contaminacion con polen externo al estudio. La polinizacion se
realizé depositando una carga de polen en los estigmas de cada flor, mediante la goma de la parte posterior de un
lapiz de grafito, considerada como superficie de contacto de area conocida. El grado de cubrimiento fue
superficial, es decir, sin aglomeraciones de polen. La Figura 1 muestra los estados de desarrollo de las flores

pistiladas utilizadas en este estudio.

Figura 1. Estados de receptividad de la flor pistilada del nogal cv. Serr: (A) Estado de pre-receptividad; (B) Inicio de
receptividad; (C) Plena receptividad; (D) Posreceptividad.
Figure 1. Receptivity stage of pistillate flower on ‘Serr’ walnut: (A) Pre-receptivity stage; (B) Full receptivity; (C)

Post-receptivity.

Se evalu6 semanalmente el namero de flores abortadas, y se determiné visualmente la presencia de peddnculo
adherido a la flor, y presencia de necrosis estigmatica al momento de retirar el algodén. Por otro lado, se
observaron las zonas de abscision. Se considero fruto cuajado aquel cuyo involucro presentaba un didmetro mayor

a’7mm,



Estudio del pistilo
Para observar el pistilo se realizaron cortes longitudinales con un bisturi. Posteriormente, cada corte se colocé en
azul de toluidina-O al 0,05% por 5 min; se trabajé bajo microscopio 6ptico. Con este procedimiento se observé la

sintomatologia interna de la flor pistilada.

Disefo experimental

Se utiliz6 un disefio de bloques al azar con estructura factorial (6 x 2). Los factores correspondieron a
concentraciones de polen (6) y estados de desarrollo de la flor pistilada (2). Se consideraron cuatro bloques segin
perimetro de tronco: 82 - 110; 70 - 74,5; 60 - 67,5; y 45 - 53,5 cm. El estudio const6 de 12 tratamientos y cuatro

repeticiones; cada repeticion correspondié a una rama con 20 flores polinizadas por arbol.

El aborto, la presencia de pedunculo adherido a la flor y la necrosis estigmatica se evaluaron en porcentaje, y se
analizaron a través de analisis de varianza. Para separar las medias se us6 una prueba de comparacion multiple de
Tukey. Se utilizé el programa estadistico Stat Graphics (2.1) (Statistical Graphics Corporation, 1999). En todos

los andlisis realizados se utiliz6 un nivel de significacién de 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION
Recuento de polen

El nimero de granos de polen por mm? de superficie aplicada vari6 de 0 a 111 para las diferentes concentraciones

de polen aplicado (Cuadro 1).

Cuadro 1. Densidad de polen en la superficie de contacto (granos mm™) para cada concentracién de polen evaluada.

Table 1. Pollen density in the contact surface (grains mm) for each evaluated pollen concentration.

Concentracion de polen Densidad granos de polen
(%) (granos mm)
0 0
1 5
5 10
25 28
50 52

100 111




Aborto de la flor pistilada en dos estados de desarrollo a diferentes concentraciones de polen

El aborto por exceso de polen se presentd temprano en la temporada, es decir 3 a 4 semanas después del inicio de
receptividad, alrededor del 20 de octubre. Por el contrario, el aborto por falta de polen se presentd 1 a 2 semanas
después que se observd del aborto por exceso de polen. Esto coincide con lo mencionado por Catlin et al. (1987);
McGranahan et al. (1994) y Polito (1998).

Se observo un creciente aborto de flores pistiladas a medida que aumento la concentracion de polen. Con polen al
5% (10 granos mm™ de superficie aplicada) se alcanzé un 96,9% de aborto, y la maxima cuaja se presentd con 1%
de polen (5 granos mm™) (Figura 2). Este resultado confirma que el cv. Serr requiere una baja concentracion de

polen para que ocurra cuaja sin aborto floral.

Se observaron diferencias significativas en el aborto por exceso de polen entre 0 y 1% de polen, segln la prueba
de rango multiple de Tukey (P < 0,05). También hubo diferencia entre 0% y cualquier concentracion igual o
superior a 5%. Ademas, una concentracion de 1% de polen presenté un menor aborto que concentraciones iguales
o0 superiores a 5% (Figura 2). Al analizar el efecto de 5; 25; 50 y 100% de polen no se observaron diferencias en
la magnitud del aborto, por lo que se puede sefialar que para el cv. Serr aplicaciones de polen entre 0 y 5%

favorecen la cuaja, sin presentar aborto floral por exceso de polen.
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Figura 2. Cuaja y aborto floral en nogal ‘Serr’.
Letras distintas indican diferencias significativas segun prueba de Tukey (p < 0,05) entre concentraciones de polen.
Figure 2. Set fruit and flower abortion on ‘Serr’ walnut.

Different letters indicate significant differences according to Tukey (p < 0.05)

Los diferentes estados florales polinizados no presentaron diferencias significativas, lo que sugiere que la
intensidad del aborto es independiente de estas épocas o estados de polinizacion. Por lo anterior, cualquier
monitoreo de la cantidad de granos de polen debe realizarse antes y durante los estados de receptividad de la flor

pistilada.



Sintomatologia causada por exceso de polen
Se observé que la flor abortada por exceso de polen detuvo su crecimiento y cayd, teniendo un diametro de 3 a 4
mm (Figura 3). Esto coincide con lo mencionado por McGranahan et al. (1994), Polito (1998), Krueger (2000) y

Lemus et al. (2001); ademas, estos autores sefialan que el pistilo crece hasta un didmetro de 0,3 a 0,5 mm.
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Figura 3. Sintomatologia de flores abortadas por exceso de polen (PFA). Zonas de separacion. 1) Zona distal del
pedinculo; 2) Zona proximal del peddnculo.
Figure 3. Pistillate flower abortion (PFA) symptoms on walnut. Excision layer. 1) Peduncle distal side; 2) Peduncle

proximal side.

Ademas, se observaron dos zonas de separacién: la primera en formarse, y no descrita en la literatura, se encontro

en la zona distal del pedunculo, y la segunda correspondio a la zona proximal del pedinculo (Figura 3).

La zona de separacion distal del pedinculo representd el 36% de los casos, provocando la caida de las flores en
ausencia de pedunculo. Esto puede confundir a quienes atribuyen la falta de pedunculo al aborto por falta de

polen. El 64% restante present6 peddnculo adherido, por efecto de la zona de separacién proximal (Figura 4).

Del total de flores abortadas por exceso de polen, un 98,6% presentd necrosis estigmatica (Figura 4), lo que
coincide con lo descrito por Catlin et al. (1987), McGranahan et al. (1994) y Polito (1998), para flores que han

recibido un exceso de polen (PFA).
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Figura 4. Sintomatologia del aborto por exceso de polen en funciéon de la concentracién de polen. A) Pedinculo; B)
Necrosis estigmatica.

Figure 4. Pistillate flower abscission symptoms associated to pollen concentration. A) Peduncle; B) Necrotic stigmata.

Se observo pérdida de color y brillo de las flores abortadas por exceso de polen. A los 10 dias de caidas, las flores
se presentaban deshidratadas, observandose una textura lefiosa. Esta es la situacion que se observa habitualmente

en temporadas con niveles altos de polen (Figura 5).



Figura 5. Sintomatologia de flores abortadas por exceso de polen (PFA) para diferentes dias después de abortadas.

Figure 5. Pistillate flower abortion (PFA) symptoms by excess of pollen to different days after abortion

Sintomatologia causada por la falta de polen
En relacion a la flor no polinizada, se aprecid que un 94,1% de las flores cayeron con un tamafio de 7-8 mm de
didmetro, aproximadamente. El 98,7% de las flores no presentaron pedinculo adherido y la zona de separacion

distal del pedunculo no se presento necrotica, a diferencia de las flores abortadas por exceso de polen (Figura 6).

Figura 6. Sintomatologia de flores no polinizadas (A y C) y de frutos cuajados (B). 1: Zona de separacion.

Figure 6. Different symptoms between non pollinated flowers (A and C) and set fruits (B). 1: Excision layer.



Por lo tanto, también se da el caso que en una inflorescencia una flor cae por falta de polen y otra por exceso,

aspecto que se visualiza con la presencia o no de la necrosis en la zona de separacion.

Los estigmas de las flores caidas por falta de polen se presentaron secos, pero mantuvieron su color verde palido y
el pistilo se expandié completamente. Los frutos cuajados presentaron estigmas completamente secos y de color
pardo (Figura 6). Esto coincide con la descripcién realizada por McGranahan et al. (1994), Polito (1998),
Krueger (2000) y Lemus et al. (2001). Los frutos caidos por falta de polen alcanzaron un tamafio bastante

uniforme, caracteristica que facilita el diagndstico a nivel de campo.

La superficie de contacto, tamafio y el color de la cicatriz en el pedinculo permitieron diferenciar ambos tipos de
aborto. La cicatriz provocada por exceso de polen era de superficie irregular y de un tamafio de 2 a 3 mm de
didmetro y de color pardo. En cambio, la que se observo por falta de polen era de color blanquecino, de superficie

lisay de 4 a 5 mm de diametro. Ambos tipos de cicatriz se pueden observar en la Figura 7.

Figura 7. Cicatrices sobre el pedunculo por efecto de exceso y falta de polinizacion.

Figure 7. Peduncle scar due to excess and lack of pollen.

Se observo posteriormente otra cicatriz producida por caida de fruto debida a otras causas. Esta era similar, en
cuanto a la superficie de contacto y color a la observada por falta de polen, sin embargo, era de 8 a 9 mm de
diametro, y claramente los frutitos caidos eran de diametro superior a los observados por falta de polen. Este tipo

de cicatriz es frecuentemente encontrada en arios de carga alta (Figura 8).



Figura 8. Cicatriz asociada a otras causas.

Figure 8. Scar associated to other reasons.

Estudio del pistilo

En los dos tipos de flores abortadas se observd la presencia de evaginaciones placentarias, pero sin necrosis en
aquellas que presentaron sintomas de aborto por exceso de polen (Figura 9). Esto no coincide con lo sefialado por
Catlin et al. (1989) y Lemus et al. (2001), quienes informaron que la necrosis de las evaginaciones placentarias
permite diferenciar el aborto por exceso de polen de aquel por falta de polen. Las evaginaciones placentarias
pueden ser consideradas estructuras de almacenamiento temporal, comparables a la placenta del tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.), las cuales desaparecen una vez que el embrion se extiende, situacion también

descrita para flores femeninas de nogal.

Figura 9. A) Corte longitudinal de una flor pistilada abortada por falta de polen (7-8 mm de diametro); y B) abortada
por exceso de polen. a: Integumento; b: nucelo, c: linea de separacidn entre las evaginaciones placentarias, y d: pared
del ovario. Tincién azul de toluidina-O al 0,05%o. 100x.

Figure 9. A) Along excision cut of a pistillate flower, aborted by lack of pollen (7-8 mm diameter); B) Aborted flower
by excess of pollen. a: Integument; b: nucellus; c: line of separation between evaginations, and d) ovary wall .
Toluidin-O blue stain at 0.05%. 100x.



Sin embargo, la imposibilidad de observar zonas necroticas al interior de la flor podria deberse, posiblemente, a
un excesivo grosor del tejido. Por lo tanto, se recomienda el uso de otras técnicas de corte que permitan confirmar

este resultado.

También se observd que algunas flores con sintomas de cuaja (7-8 mm) presentaron crecimiento del embrion
(Figura 10). Por lo tanto, estigmas completamente secos y de color pardo son sintomas que permiten diferenciar

una flor cuajada de aquella no polinizada.

Figura 10. Corte longitudinal de una flor pistilada cuajada con 7-8 mm de diametro. a: embrion; b: nucelo. Tincién
azul de toluidina-O al 0,05%. 100x.
Figure 10. Along excision of a 7-8 mm diameter set pistillate flower. a: embryo; b: nucellus; Toluidine blue-O stain at

0.05%. 100x.



CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en que se realizo el presente estudio se puede concluir:

La flor abortada por exceso de polen presenta necrosis estigmatica y se deteriora mas rapido que las abortadas por

falta de polinizacién

La flor abortada por exceso de polen puede caer con o sin pedunculo adherido.

La flor abortada por exceso de polen puede presentar dos zonas de separacion: zona distal del peddnculo y zona

proximal del peddnculo.

La cicatriz en el pedunculo es un elemento que permite diferenciar el aborto por exceso de polen, falta de polen, y

caida por otras causas.

RESUMEN

Sintomatologia del aborto en flores pistiladas de nogal (Juglans regia L.) ‘Serr’. Cristian Gonzélez R.' y
Gamalier Lemus S. *, y Gabino Reginato®. El aborto en flores postiladas (PFA) por exceso de polen que afecta
al nogal (Juglans regia L.), disminuye considerablemente la produccion de nueces, principalmente en el cultivar
‘Serr’. Se estudi6 la sintomatologia del aborto por exceso y falta de polinizacion en flores y pedunculo de este
cultivar. Para esto se realizo polinizacién manual, utilizando diferentes concentraciones de polen sobre flores en
diferentes estados de receptividad. Las concentraciones se obtuvieron mediante diluciones (peso/peso) de polen
combinado con talco. Las concentraciones utilizadas fueron 0; 1; 5; 25; 50 y 100% de polen. Se observo la
sintomatologia externa e interna de la flor, mediante apreciacion visual en el arbol y a traves de cortes
longitudinales en la flor para observacion en microscopio optico, utilizando como tincion azul de toluidina-O al
0,05%. La flor abortada por exceso de polen se deteriord rapidamente, presenté detencion del crecimiento,
pérdida del brillo del involucro y necrosis estigmatica. La flor abortada por falta de polinizaciéon mostr6 un
deterioro lento que se prolongd dos semanas mas que la abortada por exceso de polen. La flor cuajada siguié
creciendo, sin perder su brillo. La flor abortada por exceso de polen puede caer con o sin pedunculo adherido. Se
pueden presentar dos zonas de separacion: zona distal y zona proximal del pedinculo. La cicatriz en el pedinculo

permite diferenciar el aborto por exceso de polen, falta de polen y por otras razones.

Palabras clave: falta de polen, exceso de polen, polinizacion, Juglans regia.
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