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Resumen

Espafia es el primer productor de aguacate en Europa, con mas de 15000 hectareas
plantadas en 2020 y una produccion de 99125 toneladas. Mas del 80% de esta produccion
se concentra en la denominada Costa Subtropical Andaluza, una zona que abarca parte de
las provincias de Granada y Mélaga y que presenta un clima de temperaturas suaves que,
ademas de aguacate, permite el cultivo de otros frutales como el mango o chirimoyo. El
aguacate es una fruta saludable, rica en vitaminas, minerales y grasas cuyo consumo se ha
disparado a nivel mundial en la ultima década, por lo que su cultivo no deja de crecer en
Espafia. Sin embargo, las escasas precipitaciones del sur peninsular unidas al cambio
climatico que prevé episodios de sequia cada vez mas extremos, ponen en duda el futuro de

este frutal en la region.

La presente tesis doctoral aborda tres grandes cuestiones fundamentales para la
viabilidad y sostenibilidad del cultivo de aguacate en el sur peninsular; como son la
determinacion de las necesidades hidricas reales; la tolerancia y respuesta a diferentes
estrategias de riego deficitario y, por ultimo, la ventaja que conlleva la aplicacion de
determinadas estrategias de riego deficitario en el control de la respuesta del cultivo al

patégeno Rosellinia necatrix.

Con el fin de determinar la capacidad de las plantas de aguacate para hacer frente a la
sequia, se ha llevado a cabo la caracterizacion de la respuesta fisiologica, mediante
mediciones como el intercambio gaseoso Yy la fluorescencia de la hoja, y el analisis de la
expresion genica, mediante la técnica de microarray y RT-qPCR de genes seleccionados,
del portainjerto de aguacate ‘Dusa’, el mas usado a nivel mundial, frente a distintos niveles
de disponibilidad de agua. Este estudio ha aportado nuevos conocimientos sobre los

mecanismos que se desencadenan en respuesta al estrés hidrico, asi como sobre la
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capacidad de recuperacion de ‘Dusa’ tras el mismo. La respuesta observada a nivel
molecular en las plantas de aguacate mostré que durante el estrés hidrico se indujeron
genes relacionados con otros tipos de estrés, tanto abidtico como bidtico, destacando entre
ellos genes que se expresan en genotipos de aguacate tolerantes a Rosellinia necatrix, el
hongo patdgeno causante de la Podredumbre Blanca Radicular (PBR) y que representa otro

de los grandes problemas del cultivo de aguacate en climas mediterraneos.

Asimismo, tras sufrir un estrés hidrico moderado se observo la permanencia de ciertos
mecanismos de proteccion del aparato fotosintético y la sobreexpresion de determinados
genes de defensa como el factor de transcripcion NAC, endoquitinasas, PR-4, PR-5 o
NPRI1, induciendo en las plantas un estado de prealerta (“priming”). En comparacion con
plantas no estresadas 0 sometidas a estrés hidrico severo, las plantas que habian sufrido un
estrés hidrico moderado mostraron un retaso en la progresion de la enfermedad al ser
inoculadas con R. necatrix, sugiriendo que el estrés hidrico indujo una mayor tolerancia

frente al ataque posterior de éste patdgeno.

Estos resultados, ademas de las implicaciones practicas que puedan tener para el
establecimiento de umbrales de humedad del suelo para el manejo del riego, abren la
puerta a la utilizacion del estrés hidrico moderado como estrategia de manejo integrado

frente a la PBR, cuya erradicacidn, una vez aparece en una plantacion, es muy complicada.
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Summary

Spain is the leading avocado producer in Europe, with more than 15000 hectares
planted in 2020 and a production of 99125 tons. More than 80% of this production is
concentrated in the so-called Andalusian Subtropical Coast, an area that covers part of the
provinces of Granada and Malaga and that presents a climate of mild temperatures that, in
addition to avocado, allows the cultivation of either fruit trees such as mango or
cherimoya. Avocado is a healthy fruit, rich in vitamins, minerals and healthy fats, and its
consumption has increased worldwide in the last decade, so its cultivation continues to
grow in Spain. However, the low rainfall in the south of the peninsula, added to the climate
change that foresees increasingly extreme drought episodes, casts doubt on the future of

avocado cultivation in the region.

This doctoral thesis addresses three major fundamental issues regarding the viability
and sustainability of avocado cultivation in the south of Spain, such as the determination of
real water needs, the tolerance and response to different deficit irrigation strategies, and
finally, the advantage of applying certain deficit irrigation strategies in the control of crop

response to the pathogen Rosellinia necatrix.

In order to determine the ability of avocado plants to cope with drought, the
characterization of the physiological response, through measurements such as gas
exchange and leaf fluorescence, and the analysis of gene expression, using the microarray
technique and RT-gPCR of selected genes, of 'Dusa’, the most widely used avocado
rootstock, has been evaluated under different levels of water availability. This study has
provided new knowledge about the mechanisms involved in the response to water stress as

well as recovery capacity of 'Dusa’ plants. At the molecular level, avocado plants showed
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an overexpression of genes related to different types of stress, including both abiotic and
biotic, highlighting among them genes that were expressed in avocado genotypes tolerant
to Rosellinia necatrix, the pathogenic fungus that causes White Root Rot (PBR) that

represents a major problem of avocado cultivation in Mediterranean climates.

Likewise, after mild water stress, the permanence of certain protection mechanisms of
the photosynthetic apparatus and the overexpression of defense genes such as NAC
transcription factor, PR-4, PR-5 or NPR1, induced a pre-alert state (“primed”) in plants.
Compared with plants not stressed or subjected to severe water stress, plants that had
undergone mild water stress showed a delay in disease progression when inoculated with
R. necatrix, suggesting that water stress induced a greater tolerance against the subsequent

attack of this pathogen.

These results, in addition to the practical implications in soil moisture thresholds
determination for irrigation management, open the door to the use of mild water stress as
an integrated management strategy against PBR, whose eradication, once it appears in a

commercial plantation, is complicated.
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Abreviaturas

Capitulo 1

A: antillana (variedad); A: tasas de fotosintesis; ABA: &cido abscisico; Amax: tasa maxima
de fotosintesis; B: boro; Ca: calcio; CE: conductividad eléctrica; ET: etileno; Fe: hierro; G:
guatemalteca (variedad); HMGR: 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa; IFAPA:
Instituto Andaluz de Investigacion y Formacion Agraria, Pesquera, Alimentaria y de la
Produccion Ecoldgica; IHSM: Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea;
JA: acido jasmonico; K: potasio; K.: coeficientes de cultivo; M: mexicana (variedad); Mg:
magnesio; N: nitrogeno; P: fosforo; PBR: podredumbre blanca radicular; PR: pathogenesis
related (protein); PRD: secado parcial del sistema radicular; PRR: podredumbre radicular;
RD: riego deficitario; ROS: especies reactivas de oxigeno; RubisCO: ribulosa 1,5-bifosfato
carboxilasa oxigenasa;, S: azufre; SA: acido salicilico, WAO: World Avocado

Organization; Zn: zinc; I": punto de compensacion luminica.

Capitulo 11

A/E: instantaneous water use efficiency; A/gs: intrinsic water use efficiency; A: net CO,
assimilation rates; ABI: alternate bearing index; C;: inter-cellular CO, concentration; E:
transpiration rates; EC: electrical conductivity; EEA: European Environmental Agency;
ETo: potential evapotranspiration; FDR: frequency domain reflectometry; gs: stomatal
conductance; IN: irrigation water needs; K crop coefficients; Ks: soil hydraulic
conductivity; LMA: leaf mass area; NIR: near infrared analyzer; RIS: relative irrigation
supply index; SDI: sustained deficit irrigation; SWC : soil water content; WP: water

productivity; 6: soil water holding at field capacity; 6s: soil water holding at saturation;

Owp: soil water holding at wilting point.
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Capitulo 111

ABA: abscisic acid; An/gs: intrinsic water use efficiency; An: net CO, assimilation rates;
AOX: alternative oxidase; BP: biological processes; CC: cellular component; CHP:
chaperone; CWO: cell wall organization; DEGs: differentially expressed genes; Dw: dry
weight; E: transpiration rate; Eyane: plant transpiration rate; Fc: field capacity; FC: fold
change; FDR: false discovery rate; Fv/Fm: maximal photochemical efficiency of PSII; Fy:
fresh weight; GO: gene ontology; gs: stomatal conductance; HCL.: hierarchical clustering;
HSP: heat shock protein; IFAPA: Agricultural Research and Training; JA: jasmonic acid,;
Kh: plant hydraulic conductance; LIMMA: linear models for microarray data; LMA:
specific leaf mass area; MF: molecular functions; MIPS: myo-inositol-1-phoshate
synthase; NA: non annotated; NCED: 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase; OSP:
osmoprotectants; PPFD: photosynthetic photon flux density; qRT-PCR: real-time
guantitative gPCR; RH: relative humidity; RWC: relative leaf water content; SCPL.: serine
carboxipeptidase-like protein; SNR: signal-to-noise ratios; SWC: soil water content; T:
temperature; TF: transcription factors; Tw: turgid weight; WS: water stress; ¥, leaf

water potential.

Capitulo 1V

ABA: abscisic acid; An: net CO, assimilation rates; AUDPC: area under disease progress
curve; DI: disease index; Dw: dry weight ; Fc: field capacity; FC: fold change; F./Fn:
maximal photochemical efficiency of PSII, F,’/Fy’: maximum photochemical efficiency of
the open reaction centres of PSII; ¢PSII: relative quantum yield of PSII photochemistry;
Fw: fresh weight; gs: stomatal conductance; JA: jasmonic acid; LMA: leaf mass area,;

NPQ: non-photochemical quenching of fluorescence; NPR: non-expressor of pathogenesis
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related; PDA: potato dextrose agar; PPFD: photosynthetic photon flux density; PR:
pathogenesis-related; PRR: Phytophthora root rot; PSII: photosystem I1; qL: fraction of
PSII centres in open state; qN: coefficient of non-photochemical quenching; gRT-PCR:
real time quantitative PCR; RH: relative humidity; ROS: reactive oxygen species; RWC:
relative water content; SA: salicylic acid; T: temperature; Tm: primer melting

temperature; Ty: turgid weight; WRR: white root rot; WS: water stress.

Resumen de los resultados

ABA: abscisic acid; An: net CO, assimilation rates; ETy,: potential evapotranspiration;
FAQ: Food and Agriculture Organization; gs: conductancia estomatica; K: coeficientes de
cultivo; Ky: conductancia hidraulica de la planta; NPQ: non-photochemical quenching of
fluorescence; PBR: podredumbre blanca radicular; gN: coefficient of non-photochemical

guenching; ¥,: potencial hidrico de la hoja.
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Capitulo I: Introduccién general y objetivos

1.1 Biologia y descriptiva del aguacate

El aguacate (Persea americana Mill.) es un arbol frondoso de hasta 30 metros de altura
perteneciente a la familia Lauracea cuyo origen se ubica en bosques de Centroamérica hace
méas de 10,000 afos. Su fruto es una baya o drupa, con una unica semilla y aunque su
popularidad ha aumentado significativamente en la Ultima década, ya era cultivado por los
mayas hace 5,000 afios y se tienen evidencias de su consumo por parte del ser humano
desde los afios 8,000-7,000 a.C. El desarrollo del aguacate, como el de muchos arboles de
zonas tropicales, se ajusta al modelo arquitectonico de Rauh (Hallé et al., 1978)
presentando un crecimiento ritmico monopodial con dos o mas flujos por afio alternando
con periodos de descanso (Thorp y Sedgley, 1993). Las ramas del arbol son
morfogenéticamente identificas al tronco y sus brotes pueden ser de tipo siléptico o
proléptico (Figura 1.1). Los brotes silépticos se desarrollan de forma lateral desde otro
brote en crecimiento, mientras que los brotes prolépticos se desarrollan a partir de yemas
dormidas presentando un anillo de yemas como resultado de la detencién del crecimiento

del brote principal (Hallé et al., 1978). La proporcién de brotes silépticos y prolépticos es

Figura 1.1. Brotes silépticos (A) y prolépticos (B) en una rama de la variedad
‘Hass’. En el punto de brotacidn de los brotes prolépticos se puede apreciar el
anillo de yemas en la base del brote (modificado de Alcaraz et al., 2013).

10
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dependiente de la variedad y la zona climatologia (Thorp y Sedgley, 1993) siendo los de

tipo siléptico méas vigorosos y generalmente méas productivos.

El aguacate es una planta de tipo perenne, con hojas alternas de color verde oscuro y
brillante en la superficie superior, y blanquecinas por el envés. Presentan formas
lanceoladas, elipticas, ovaladas, oval u obovada (Morton, 1987) y se expanden
completamente en aproximadamente 30 dias permaneciendo de 10 a 12 meses en el arbol
(Scora et al., 2002). Las hojas adultas cuentan con ceras que limitan la pérdida de agua,
mientras que las hojas mas jovenes son densamente pubescentes (Schaffer y Whiley,

2002).

Las flores del aguacate se disponen en inflorescencias pseudo-terminales compuestas o
paniculas (Calabrese, 1992). Las paniculas pueden ser determinadas, en las que el
meristemo del eje primario forma una flor terminal, e indeterminadas, en las que en el
apice del eje primario se forma una yema que dara lugar al crecimiento de un brote. Cada
inflorescencia contiene aproximadamente 80 flores (Alcaraz et al., 2013) llegandose a
producir més de 10° flores en un solo arbol (Sedgley y Alexander, 1983). El aguacate
presenta dicogamia protoginica sincronizada, es decir, la maduracién de la parte femenina
(pistilo) y masculina (estambres) de las flores (hermafroditas) esta separada en el tiempo,
de manera que las flores de un mismo arbol se comportan o bien como masculinas o bien
como femeninas de forma sincronizada. Cada flor se abre dos veces, primero como flor
femenina con el estigma receptivo, y al dia siguiente como flor masculina (en la que el
estigma ya no es receptivo) con anteras dehiscentes (Davenport, 1986). Las diferentes
variedades de aguacate se clasifican en dos grupos florales, A o B, segun el momento de la

primera apertura de la flor (Nirody, 1922). En las de tipo A, las flores abren por la mafiana
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como femeninas, se cierran al medio dia, y vuelven a abrirse por la tarde del dia siguiente
en fase masculina. En las de tipo B, las flores se abren por la tarde como femeninas, se
cierran por la noche y a la mafiana siguiente vuelven a abrirse en fase masculina (Stout,
1923). Este patron sincronizado de apertura dificulta que se produzca tanto autogamia
(autopolinizacion dentro de una misma flor) como geitonogamia (autopolinizacion ente
flores del mismo arbol) dentro de una misma variedad. Para promover la polinizacién
cruzada (alogamia), en muchas plantaciones de aguacate se introducen arboles del tipo

complementario a la variedad productora.

Existen diferentes propuestas de clasificacion de las fases fenologicas del aguacate
(Aubert y Lossois, 1972; Ish-Am y Eisikowitch, 1991; Salazar-Garcia et al., 1998; Cabezas
et al., 2003; Alcaraz et al., 2013), siendo de especial interés la realizada por Alcaraz y
colaboradores debido a que se basa en la variedad ‘Hass’ bajo condiciones del sur de
Espafia (Malaga). En esta clasificacion se integra las fases de crecimiento vegetativo y
reproductivo, incluyendo el desarrollo floral y los estados de desarrollo del fruto desde
post-antesis hasta cosecha. De forma simplificada, se resumen dichas fases en la Figura

1.2.

Invierno
Persea americana Mill. D E F
Diferenciacion e hinchamiento de yemas florales -
Iniciacion floral

Floracién plena

Cuajado de fruto

Caida de frutos

Desarrollo del fruto
Maduracion y cosecha del fruto
Brotacion vegetativa

A W N B

(%)

Figura 1.2. Principales periodos fenoldgicos de la variedad ‘Hass’ en la costa subtropical andaluza.
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Durante el ciclo anual de cultivo, se producen dos flujos de brotacion vegetativa: el

primero, en la estacion primaveral, y el segundo, en verano (Figura 1.2).

El crecimiento del sistema radicular del aguacate se produce principalmente en dos
picos opuestos a los picos de brotacion vegetativa (Rocha-Arroyo et al., 2011). La
transicion de la yema en latencia a crecimiento reproductivo ocurre durante el otofio y el
invierno (octubre/febrero), y la brotacion de la inflorescencia tiene lugar en primavera
(marzo/abril) (Alcaraz et al., 2013). A pesar de la profusa floracién que desarrolla el
aguacate, durante los dos primeros meses tras la floracion (mayo/junio) se produce una
caida masiva tanto de flores como de pequefios frutos resultando en un cuajado del ~0,15%
de las flores inicialmente producidas (Cameron et al., 1952; Segdley, 1980; Lahav y
Zamet, 1999; Garner et al., 2008; Garner y Lovatt, 2008). Entre los factores que se barajan
como causantes esta caida masiva estan el genotipo (Degani et al., 1989; 1990; 1997),
temperaturas extremas (Sedgley, 1977; Sedgley, 1987; Sedgley y Annells, 1981) o
deficiencias nutritivas (Embleton et al., 1959; Whiley, 1990; Lahav y Zamet, 1999).
Asimismo, la baja proporcion de cuajado se ha asociado con la eficacia de la polinizacion
de las flores de aguacate, mayoritariamente entomdfila, mediada principalmente por abejas
y, en menor medida, por avispas, moscas Yy escarabajos (de la Pefia et al., 2018). Por ello, la
instalacion de colmenas de abejas meliferas (Apis mellifera), pese a no ser un polinizador
optimo para el aguacate (Wysoki et al., 2002), es una practica habitual en plantaciones
comerciales de aguacate para favorecer la polinizacion y el cuajado, y con ello disminuir
las pérdidas de produccion. Sin embargo, incluso tras una polinizacion adecuada, las
condiciones de temperatura y humedad pueden afectar a la germinacion de los granos de
polen y, por tanto, a la fecundacion. Ademas, no todas las flores polinizadas y fecundadas

acabaran por desarrollar frutos (Hormaza y Alcaraz, 2020). Estudios recientes destacan la
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importancia del estado nutritivo y de la acumulacidn de reservas del arbol en la calidad de
las flores (i.e. contenido en carbohidratos y boro), que correlaciona con la probabilidad de
desarrollar frutos (Alcaraz et al., 2013; Boldingh et al., 2016) durante el verano y el otofio.
En este sentido, es importante sefialar que, en el aguacate, el crecimiento reproductivo y
vegetativo ocurren simultdneamente tanto en primavera como en verano, compitiendo por
los recursos de la planta, bien sean reservas acumuladas o fotoasimilados generados ipso
facto mediante fotosintesis (Biran, 1979; Scholefield et al., 1985; Buchholz, 1986; Cutting
y Bower, 1990; Wardlaw, 1990). Por tanto, cualquier episodio o factor de estrés que
disminuya la capacidad fotosintética y equilibrio nutricional del arbol durante este periodo

va a redundar en una pérdida de productividad del cultivo.

El fruto de aguacate presenta una alta densidad estomatica (Blanke y Bower, 1990) y
clorofilas en la piel y, en menor medida, en el mesocarpo, por lo que cuenta con el
potencial de realizar actividad fotosintética contribuyendo asi a sus propios requerimientos
de carbono durante el crecimiento (Blanke, 1991; Blanke y Whiley, 1995). Durante su
desarrollo, el fruto presenta dos etapas diferenciadas, una de division celular y otra de
elongacion celular. La primera etapa de division tiene lugar en las primeras ocho semanas
después de floracién (~mayo-junio), mientras que la elongacion celular se presenta durante
todo el ciclo de vida del fruto (Hernandez Valdés, 2020). Por lo tanto, la diferencia entre
un fruto de mayor o menos calibre radica en el nimero de células y no en su tamafio
(Cowan et al., 1997), por lo que la etapa inicial de division celular es crucial y cualquier
evento de estres que ocurra durante esta fase va a condicionar enormemente el tamario final
del fruto (Cowan et al., 2008). Por ejemplo, se ha observado que la sintesis de acido
abscisico (ABA) como consecuencia de un episodio de estrés hidrico y su acumulacion en

el fruto inhiben la actividad de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa
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(HMGR), una enzima implicada en la division celular (Cowan et al., 1997; Cowan et al.,

2008) y promueve la caida de frutos por abscision en la zona del pedunculo.

El aguacate tiene tendencia a la alternancia productiva, con afios de mayor produccion
(on) seguidos de afios con menos carga de fruta (off). Esta alternancia, también
denominada veceria, viene determinada por la cantidad de flores producida pues el patron
de caida de flores y frutos es similar entre los afios on y off (Garner et al., 2008; Garner y
Lovatt, 2008). La propia carga productiva del arbol promueve esta alternancia pues una
elevada produccion durante una campafia determinada supone un importante sumidero de
recursos y fotoasimilados, lo que provoca una baja acumulacion y por lo tanto baja

produccidn, en el siguiente ciclo productivo (Wolstenholme y Whiley, 1999).

El fruto del aguacate no madura totalmente en el arbol, y debe ser cosechado en estado
de madurez fisiol6gica para que logre alcanzar las caracteristicas adecuadas de sabor y
firmeza tras la cosecha (Gamble et al., 2010). El valor comercial de los frutos viene
determinado por su tamafio (calibre) y contenido en grasa (aceites esenciales), estimado
como indice de materia seca. Para asegurar una buena calidad de fruto postcosecha es
recomendable que su recoleccidn se realice cuando la proporcién de materia seca sea como
minimo el 24% del peso del fruto (mesocarpo). Dado que dicho estado de maduracién no
es perceptible exteriormente, es necesario realizar muestreos destructivos para determinar
el momento optimo de la cosecha, si bien se estan desarrollando nuevos métodos no
destructivos que faciliten la eleccion del momento de cosecha (Ncama et al., 2018; Subedi

et al., 2020).

Las caracteristicas del fruto de aguacate, con elevado contenido en &cidos grasos

monoinsaturados, fibra, potasio, magnesio, vitaminas A, C, E, K y B, folato, niacina,
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riboflavina, colina, luteina/zeaxantina 'y esteroles (https:/fdc.nal.usda.gov/fdc-

app.html#/food-details/341528/nutrients, USDA) lo ha convertido en una de las frutas mas

nutritivas (Purseglove, 1968), rica en antioxidantes y con propiedades saludables. Su
consumo es beneficioso frente a enfermedades cardiovasculares y ayuda a prevenir la

osteoporosis y a preservar la salud ocular (Dreher y Davenport, 2013).

1.2. Origen y diversidad genética del aguacate

El origen del aguacate, localizado en un area entre las tierras altas del este y centro de
México hasta la costa del Pacifico de América Central, se remonta a hace mas de 10.000
afios (Popenoe, 1920; Smith, 1966; Storey et al., 1986). Su elevado numero de
cromosomas (24) (Garcia, 1975) probablemente representa una poliploidizacion de un
ancestro actualmente extinto. Existen evidencias de al menos tres domesticaciones que
dieron lugar a tres taxones o subespecies ecoldgicamente separadas: mexicana (P.
americana var. drymifolia), guatemalteca (P. americana var. guatemalensis) y antillana,

también denominada lowland (P. americana var. americana) (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Caracteristicas de las diferentes razas de aguacate (Modificado de Whiley et al., 2002).

Caracteristicas Razas
Mexicana Guatemalteca Antillana
Region nativa Tierras altas mexicanas | Tierras altas guatemaltecas | Tierras bajas tropicales
__ |Adaptacion climatica Subtropical Subtropical Tropical
8 |Tolerancia al frio Mayor Intermedia Menor
< [Tolerancia a la salinidad Menor Intermedia Mayor
Tolerancia a la clorosis férrica Intermedia Menor Mayor
Veceria Menor Mayor Menor
Tamafio La mas pequefia Grande La mas grande
-g Color Verde Verde Verde pélido
I |Olor a anis Presente Ausente Ausente
Cera en el envés Mas cantidad Menos cantidad Menos cantidad
Tamafio Pequefia-mediana Pequefia-grande Mediana-muy grande
Forma Mayormente elongada| Mayormente redonda Variable
% Color Pdrpura Negra o verde Verde palido
IL |Tamario semilla Mayor Menor Mayor
Sabor Anisado, especiado Sabroso Dulce
Contenido en aceites El mayor contenido Mayor Menor
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Cada raza presenta caracteristicas propias como resultado de adaptaciones a sus
respectivos lugares de origen. Sin embargo, no existen barreras de esterilidad entre ellas lo
que ha favorecido el entrecruzamiento dando lugar a una gran diversidad genética a lo
largo del proceso evolutivo del aguacate. Esto incluye a las distintas variedades y
portainjertos de aguacates que se cultivan en la actualidad, en su mayoria hibridos de una o
mas razas, que presentan diferencias en tamario y forma del fruto, color y textura de la piel,

caracteristicas de la pulpa y tamafio de la semilla (Scora et al., 2002).

La diversidad de variedades y portainjertos de aguacate se encuentra recogida en bancos
de germoplasma repartidos por las zonas tropical y subtropical de todo el mundo (México,
Estados Unidos, Israel, China, Espafia...). En estas colecciones, las accesiones de aguacate
se conservan como plantas, pues las semillas de aguacate son recalcitrantes (no pueden ser
almacenadas bajo condiciones de frio y sequedad). Por ello, es fundamental mantener un
buen estado de conservacion, pues el germoplasma que poseen es muy valioso, y
representa la base para estudios de identificacion y seleccion de distintas caracteristicas
(morfo-anatémicas, fisiologicas, moleculares...) de interés bioldgico y agrondmico

(Guzman et al., 2017; Kuhn et al., 2019; Rubinstein et al., 2019).

1.2.1. Variedades de aguacate

Las principales variedades de aguacate cultivadas cambian segun nos encontremos en
un pais con clima de tipo subtropical/mediterraneo o tropical. En las zonas de clima
subtropical y mediterraneo las variedades proceden en su mayoria de cruces entre las razas
mexicana (M) y guatemalteca (G) mientras que, en climas tropicales, abundan las

variedades antillanas (A) (Tabla 1.2).
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Tabla 1.2. Caracteristicas de algunas de las variedades de aguacate mexicanas, guatemaltecas y sus cruces
mas comunes en climas subtropicales y mediterraneos.

Caracteristicas del arbol Caracterisiticas del fruto
Origen  Creciemiento Uso  Flor[Peso(g)  Color Piel Forma Gusto  Recoleccion
Hass GxM Extendido Comercial A |140-400 Verde/Negro Rugosa  Ovoide-aperado Excelente Dic-Jun
Lamb Hass | GxM Erecto-Compacto Comercial A |283-510 Verde/Negro Rugosa Aperado Excelente Abr-Jul
9 Pinkerton GxM  Medio-Extendido Comercial A |230-425  Verde Rugosa  Aperado-alargado Muy buena  Nov-Feb
2 |Reed GxM  Medio-Erecto  Comercial A [270-680  Verde  Fina-rugosa Redondeado  Muybuena  Mar-Jul
< |Ettinger MxG  Medio-Erecto  Comercial B |255-565  Verde Fina Aperado Buena Dic-Mar
= Bacon MxG Erecto Polinizador B [170-510  Verde Fina Ovwoide Buena Oct-Dic
Fuerte MxG Extendido Polinizador B [170-500  Verde Fina Aperado Muy buena  Nov--Feb
Zutano MxG Erecto Polinizador B [200-400  Verde Fina Aperado Buena Oct-Dic

Tradicionalmente existen dos cunas que han dado lugar a las variedades de aguacate
mas importantes a nivel mundial. Por una parte, las variedades originadas en California,
predominantemente hibridos MxG, que presentan contenidos maximos en grasa superiores
al 18% y estan adaptadas a ambientes mediterraneos y subtropicales (Crane et al., 2013).
Estas variedades predominan en paises como México, Israel, Chile o Espafia. La variedad
‘Fuerte’, un hibrido MxG recolectado en México en 1911 cuyo nombre alude a su
capacidad para sobrevivir a una potente helada que tuvo lugar en California en 1913
(Gonzélez-Fernandez, 2020), fue la variedad estandar en estas climatologias hasta los afios
70. Otros ejemplos de variedades de origen californiano son ‘Bacon’, ‘Zutano’ y ‘Edranol’,
que permanecen como variedades polinizantes al ser tipo floral B, o ‘Pinkerton’ y ‘Reed’,
que aun tienen cierta importancia en Israel y Sudafrica. Otras variedades adaptadas a
climas subtropicales o mediterraneos pero que no tienen su origen en California son
‘Ettinger’, procedente de Israel, y ‘Sharwill’, originaria de Australia y predominante en

Hawai (Crane at al., 2013).

En 1935 Mr. Rudolph Hass patent6 una variedad de origen californiano a la que Illamo
‘Hass’ (Newett et al., 2002). Esta variedad, hibrida GxM (~39% del genoma de origen
guatemalteco; Renddn-Anaya et al., 2019) se origin0 a partir de un arbol de semilla en el

que no agarr6 el injerto y ha ido desplazando a ‘Fuerte’ hasta convertirse en el estandar de
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la industria, representado ~80% del aguacate cultivado a nivel mundial. ‘Hass’ tiene un
fruto aperado con un sabor suave y mantecoso y su piel es rugosa por lo que soporta mejor
el manejo postcosecha. Cuando esta listo para ser consumido, un descenso del contenido
en clorofila y un aumento del de antocianinas (Cox et al., 2004) provoca el oscurecimiento
de la piel facilitando la identificacion del momento 6ptimo de consumo y permitiendo
ademas disimular algunos defectos externos. La variedad ‘Hass’ cuenta con un buen

rendimiento, es compatible con numerosos portainjertos y se adapta a diferentes climas.

Por otra parte, tenemos a Florida como enclave de variedades tropicales, principalmente
antillanas o hibridos AxG. Se trata de variedades poco tolerantes al frio, que producen
frutos grandes, de piel lisa y coloracion diversa (principalmente, verde o amarilla), y con
contenidos en grasa inferiores al 15% (Crane et al., 2013). Las variedades mas cultivadas
en Florida se clasifican en tempranas (‘Bernecker’, ‘Donnie’, ‘Miguel’, ‘Nadir’ ‘Nesbitt’ y
‘Simmonds’), de mitad de campafia (‘Beta’, ‘Loretta’, ‘Tower 2°) y tardias (‘Choquette’,
‘Hall’, ‘Lula’, “‘Monroe’) (Crane et al., 2013). En el caso de las variedades antillanas, hay
que mencionar su cultivo en las Islas Canarias donde, a pesar de que el 70% del aguacate
cultivado es de la variedad ‘Hass’, existe una produccion significativa de aguacate de tipo
antillano. Estos aguacates, denominados por los agricultores de las islas “aguacates del
pais” o “criollos”, se destinan principalmente a consumo local y presentan un sabor
almendrado y menor contenido en aceite. Ademas, han servido como base para el uso y

seleccion de varios portainjertos comunes en las islas.

A pesar de esta amplia disponibilidad de variedades de aguacate con diferentes
adaptaciones, a diferencia de otros arboles frutales en los que podemos encontrar multitud

de variedades en los mercados internacionales, el cultivo tiende a la produccion
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monovarietal de ‘Hass’, La variedad ‘Hass’ constituye el estandar actual de calidad para la
industria y las caracteristicas (sabor de la pulpa, maduracion, cambio de color) de las
nuevas variedades que se estan introduciendo en los mercados se comparan con las del
fruto de ‘Hass’ Esta apuesta monovarietal implica riesgos asociados a la vulnerabilidad
especifica de ‘Hass’ frente a factores bidticos y abidticos, asi como el riesgo de erosion
genética de la especie (Gonzélez-Fernandez, 2020). De hecho, en ‘Hass’ se han descrito,
en determinadas climatologias, bajas producciones, predominio de pequefios calibres, una
acusada alternancia productiva y sensibilidad a determinados estreses ambientales

(Kerguelen y Hoddle, 2000; Kremer-Khoéne y Mokgalabone, 2003).

En un intento ampliar el namero de variedades en el mercado global del aguacate, se
han desarrollado diversos programas de seleccion, destacando los de EE.UU., Israel,
México y Sudafrica (Barrientos-Priego, 2017), a traveés de instituciones como la
Universidad de California, el Volcani Center o la Fundacion Sanchez-Colin-CICTAMEX.
En Espafia, el Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea (IHSM) La Mayora
puso en marcha hace pocos afios un programa de obtencidon de variedades tardias de
aguacate a partir de cruces dirigidos entre ‘Reed’ y ‘Hass’, en el que parece haber
genotipos prometedores (Gonzélez-Fernandez, 2020). Algunas de las variedades que

actualmente se estan haciendo un hueco en el mercado internacional son:

e ‘Hass Carmen’: Seleccionada en Michoacan, México, deriva de una mutacion de
‘Hass’ pero con una floracion y cosecha temprana, mayor resistencia al frio y menor
alternancia productiva (Méndez, 2000; Illsey-Granich, 2011). El fruto es un poco mas

pequefio y de forma menos alargada. Su cultivo es importante en México, California,
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EE.UU. y Sudafrica, y se estd evaluando en varios paises como Australia, Brasil, Chile,

Egipto, Israel, Marruecos, Nueva Zelanda, Per, y Espafa (lllsey-Granich, 2011).

e ‘GEM’: Variedad derivada del programa de mejora de la Universidad de California
en Riverside, EE.UU. (Witney y Martin, 1995). Presenta frutos de muy buena calidad, de
forma eliptica con piel gruesa que cambia a color negro con lenticelas amarillas. ‘GEM’ es
menos alternante y mas productivo que ‘Hass’, y estd teniendo una buena aceptacion en

Sudafrica.

e ‘Maluma’: Seleccion realizada por un agricultor sudafricano en la década de los 90,
con caracteristicas predominantemente de la raza guatemalteca y mexicana. Es mas precoz
y productiva que ‘Hass’ con crecimiento menos vigoroso. Su fruto madura en negro y
presenta cascara rugosa, siendo de mayor tamafio que ‘Hass’, con buen sabor (Joubert,
2010) y de muy buen comportamiento postcosecha (Ernst et al., 2015). Actualmente se esta
evaluando en Peru, Espafia, Chile, Mozambique, Australia y Nueva Zelanda (Barrientos-

Priego, 2017).

e ‘Lamb Hass’: Patentada en EEUU en 1996, se trata de una variedad por la que se ha
apostado en las nuevas plantaciones de la Comunidad Valencia, suponiendo hasta el 50%
del aguacate de la zona. En apariencia es similar a ‘Hass’, pero con mayores calibres, una
mayor produccion en los primeros afios y mayor tolerancia a los vientos, temperaturas y
acaro cristalino. Ademas, su recoleccion es mas tardia lo que permite alargar la campafia
de aguacate. Sin embargo, su sabor es algo diferente al del fruto de ‘Hass’ y le esta

costando hacerse un hueco en el mercado.
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1.2.2. Portainjertos de aguacate

Al igual que en muchos frutales, el cultivo de las distintas variedades de aguacate se
realiza sobre patrones o portainjertos de P. americana, con diferente material genético y
caracteristicas fisiologicas. El portainjerto ejerce una estrecha modulacién del
comportamiento agronomico de la variedad injertada, pues entre ambas partes se establece
una compleja relacién fisioldgica que afecta al tamafio del arbol (Barrientos-Priego et al.,
1992; Ben-Ya’acov et al., 1993), el rendimiento (Le Lagadec, 2011), el grado de
alternancia productiva (Mickelbart et al., 2007), la floracion (Salazar-Garcia et al., 2015),
la absorcion y acumulacién de nutrientes (Mickelbart et al., 2007; Salazar-Garcia et al.,
2016), la postcosecha (Willingham et al., 2001) y la respuesta frente a estreses bidticos y
abioticos. En concreto, la utilizacion de distintos portainjertos (Tabla 1.3) esta, en gran
medida, asociada al aumento de la resistencia y tolerancia a factores ambientales (sequia,
encharcamiento, salinidad...) y a enfermedades (i.e. podredumbres radiculares) que afectan

al cultivo, la mayoria relacionados con el suelo, y que suponen las principales causas de

pérdidas econdmicas del cultivo a nivel mundial.

Tabla 1.3. Portainjertos de aguacate y sus principales caracteristicas. Medido en escala de valores: 0 =
pobre, 5 = excelente. Fuente: Viveros Brokaw.

Patrones clonales Patrones de semilla

D-7 | Toro Canyon Dusa Borchard |Walter Hole G-6 Topa Topa
Productividad en suelo normal 4 3 4 4 3,5 3 3
Productividad en suelo poco aireado 3 3,5 4 2 1 2,5 1
Tamafio del arbol en suelo normal 5 4 5 5 4 5 5
Tamafio del arbol en suelo poco aireado 2 3 4 0,5 0,5 1 05
Tolerancia a Phytophthora Cinnamomi 3 35 5 0,5 0 2 0
Tolerancia a Phytophthora Citricola 4 5 ? 3 3 3 3
Tolerancia a sales 3 35 4 45 2 2 2
Tolerancia a clorosis 4 3 ? 5 2 2 2
Tolerancia al frio 45 45 4 45 45 45 45
Raza Mexicana| Mexicana | Mex X Guat | Mexicana Mexicana | Mexicana | Mexicana
Origen Duke | Arbolescape | Arbol escape | Arbol escape
Zona geogréfica original California| ~ California Sudafrica California México | Guatemala | México
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Al igual que las variedades, existe una gran diversidad de portainjertos de aguacate,
adaptados a distintas condiciones edafocliméaticas y cuya combinacion permite que el
cultivo de aguacate pueda realizarse en zonas biogeograficas muy distintas. Los
portainjertos de aguacate se pueden diferenciar por su origen en portainjertos de semilla o
portainjertos clonales. Los primeros portainjertos en utilizarse procedian de las semillas de
un arbol determinado seleccionado segun criterios del agricultor o viverista. En general, los
patrones de semilla derivados de la raza mexicana (‘Mexicola’, “Water hole’, ‘Topa topa’)
resisten mejor las bajas temperaturas, mientras que los de origen antillano (‘Nachar’,
‘Maoz’, ‘Lula’) son mas sensibles a las bajas temperaturas, pero presentan mayor
tolerancia a la salinidad. La variabilidad genética de las semillas conlleva que el
comportamiento agrondémico de estos portainjertos sea heterogéneo dentro de una
explotacion y, en general, son susceptibles a enfermedades de suelo. Estos inconvenientes
han propiciado que sean progresivamente sustituidos por portainjertos clonales

seleccionados a través de distintos programas de mejora.

Los primeros datos sobre programas de seleccion de portainjertos provienen de
California en los afios 40 y se centraban en la mejora de distintas caracteristicas de los
patrones de aguacate. Sin embargo, la devastadora aparicion de la podredumbre radicular
causada por Phytophthora cinnamomi provoco que la tolerancia frente a este patdgeno se
convirtiera inmediatamente en el foco de todas las selecciones. Provenientes de esta
seleccion frente a P. cinnamomi destacan los portainjertos californianos ‘Duke’ y sus
derivados (‘Duke 6°, ‘Duke 7°, ‘Barr-Duke’ y ‘D9’) y ‘Thomas’. En particular, ‘Duke 7°,
seleccionado en los 60s en la Universidad de California Riverside por el Dr. George A.
Zentmyer, a partir de la variedad mexicana ‘Duke’ (Zentmyer, 1978), se convirtid en el

portainjerto clonal estandar a nivel mundial por varios afios. En la actualidad sigue siendo
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un portainjerto comun, pero estd siendo progresivamente sustituido por ‘Dusa’, un hibrido
MxG seleccionado en el Merensky Technological Services en Wesfalia Estate, Sudafrica a
partir de un arbol escape. Bien adaptado a climas templados y subtropicales gracias a su
origen, ‘Dusa’ ha mostrado un excelente comportamiento frente a P. cinnamomi (Kremer-
Kohne y Kohne, 2007), resistencia a Verticillium (Haberman et al., 2020), un grado
aceptable de tolerancia frente a salinidad (Acosta-Rangel et al., 2019), amplia
compatibilidad con diferentes variedades y buen rendimiento llegando a convertirse en el
portainjerto mas usado en la actualidad. Otros portainjertos que han demostrado cierto
grado de tolerancia frente a P. cinnamomi y que han encontrado cabida en el mercado

actual son:

e ‘Bounty’, seleccionado a partir de un arbol escape en el Institute for Tropical and
Subtropical Crops de Sudéafrica y recomendado en suelos pobres o marginales, incluyendo

suelos pesados y propensos al encharcamiento.

e “Velvick’, seleccionado por Dr. Antony Wiley en Australia, con caracteristicas de la

raza guatemalteca y también con algunos rasgos de la antillana.

e Julian’, de la raza antillana, obtenido en las Islas Canarias, Espafia, por la Dra. Luisa

Gallo-Llobet (Dominguez et al., 2010), con adaptacion a climas subtropicales y tropicales.

La comercializacion de ‘Dusa’ alivid en gran parte la presion ejercida por P. cinnamomi
y logré disminuir las pérdidas provocadas por este patdgeno en plantaciones de todo el
mundo. Esto ha permitido la puesta en marcha de distintos programas de seleccion de
portainjertos alrededor de todo el mundo, centrados en otros factores como el tamafio del

arbol, la tolerancia a la salinidad (inducida por recortes en el riego o uso de aguas salobres)
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y la resistencia frente a otros patdgenos de suelo (podredumbres radiculares) (Pliego-

Alfaro et al., 2020).

Entre los principales programas de mejora podemos citar los llevados a cabo en EE.
UU. por la Universidad de California Riverside, centrados en la bdsqueda de mayor
tolerancia a la salinidad y a P. cinnamomi del que se han obtenido los portainjertos ‘Anita’,
‘Brandon’, ‘Eddie’ y ‘Johnson’ (Barrientos Priego, 2020); en el Volcani Center de Israel,
con las selecciones ‘VC 51’ y ‘VC 207’ que muestran una buena combinacion de
tolerancia frente salinidad y P. cinnamomi (Ben-Ya’acov et al., 1992); en Sudafrica, por el
Merensky Technological Services de Wesfalia Estate frente a P. cinnamomi; en Australia,
en el Sunshine Horticultural Services frente a P. cinnamomi y antracnosis (Whiley et al.,
2007); en el Nayarit-INIFAP de México, focalizados en la resistencia a la sequia
(Barrientos-Priego, 2017); en Espafia, por el Instituto Canario de Investigaciones Agrarias
(Gallo et al., 2003; Alvarez et al., 2018; 2019) frente a P. cinnamomi y por el Instituto
Andaluz de Investigacion y Formacion Agraria, Pesquera, Alimentaria y de la Produccion
Ecoldgica (IFAPA), cuyo objeto de seleccion es la tolerancia a R. necatrix. (Barcelo-

Mufioz et al., 2007).

Aunque la seleccion de portainjertos clonales puede ofrecer una solucion a los distintos
problemas en el cultivo del aguacate, al ser una especie lefiosa, el desarrollo de los
programas de mejora hasta la obtencion de un genotipo de interes puede durar decadas, por
lo que es necesario el uso de herramientas que permitan acortar el proceso de seleccion. En
este sentido, la reciente publicacion del genoma del aguacate (Talavera et al., 2019) ha

supuesto un importante avance en la aplicacion de herramientas moleculares para la
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identificacion de genes y marcadores asociados a la tolerancia a distintos factores

ambientales, lo que podria agilizar los procesos de seleccion.

1.3. Requerimientos del cultivo del aguacate

1.3.1. Sistema radicular y requerimientos edaficos

El aguacate es originario de los bosques de Centroamérica, donde encontramos suelos
Andisoles de origen volcanico, que presentan baja densidad aparente (0,5-0,8 g cm™), alta
macroporosidad (porcentaje de poros que estan con aire cuando el suelo estd a capacidad
de campo), alto contenido de materia organica, pH acido, y clima con una alta pluviometria
(Anguiano et al., 2003). Este ambiente propici6 el desarrollo de un sistema radicular poco
profundo (el 70% se localiza en los primeros 60 cm de suelo), con raices finas, no
suberizadas y practicamente sin pelos radiculares (Lahav y Whiley, 2002). El sistema
radicular del aguacate presenta en general una baja conductividad hidraulica y es muy
sensible a la falta de oxigeno requiriendo suelos que presenten un contenido de oxigeno de
la menos un 15% (Menge y Marais, 2000). Por ello, las raices del aguacate son muy
sensibles al encharcamiento, que provoca inhibicion de la expansién del sistema radicular,
la asfixia y finalmente la muerte de las raices (Reeksting et al., 2014), disminuyendo, por
lo tanto, la capacidad de la planta para tomar agua y nutrientes. Ademas, los suelos
encharcados promueven el crecimiento y dispersion de los patogenos causantes de las
podredumbres radiculares, principal causa de pérdidas de rendimiento en las explotaciones
comerciales. Por ello para el cultivo del aguacate se suele recomendar suelos con una
buena aireacion y drenaje, con al menos un metro de profundidad (70 cm para el desarrollo
del sistema radicular y 30 cm para el drenaje). En cuanto a pH, para un cultivo 6ptimo del

aguacate debe encontrarse entre 5.5 y 6.5, sin llegar a exceder 7.5 en climas semiaridos. La
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tolerancia frente a la salinidad de los diferentes genotipos es dependiente de su origen. En
general, la raza antillana presenta los mayores grados de tolerancia, mientras que mexicana
y guatemalteca no toleran valores de conductividad eléctrica (CE) mayores de 1.0 dS m™
(Cautin, 2020). No obstante, a pesar de estos requerimientos, la existencia de una gran
variabilidad de portainjertos adaptados a diferentes ambientes hace posible el cultivo del
aguacate en suelos tan dispares como los suelos arenosos de la costa de Per( o los suelos

arcillosos de Sudafrica.

El crecimiento de las raices se ve afectado por la temperatura, y se reduce
significativamente por encima de los 30°C (Lahav y Trochoulias, 1982). La anatomia de la
raiz, nimero y tamafio de vasos xilematicos es variable entre los diferentes genotipos, y
suele estar ligada a la raza de la que provienen (Fassio et al., 2009). La variabilidad en las
caracteristicas de los vasos conductores puede afectar al grado de compatibilidad de la
unién portainjerto-variedad, provocando discontinuidades en el sistema conductor como ya
se ha observado en otros frutales (Olmstead et al., 2006; Atkinson et al., 2011), que a su
vez puede afectar a la conductividad hidraulica de la planta y a sus relaciones hidricas. Asi,
el portainjerto puede determinar que una misma variedad pueda mostrar diferente

eficiencia en el uso del agua y tolerancia a la sequia (Reyes-Santamaria et al., 2002).

1.3.2. Requerimientos hidricos

Las necesidades de riego en el cultivo del aguacate dependen de la pluviometria de cada
zona productora pero la mayoria de las plantaciones comerciales requieren la aportacion de
agua de riego durante toda la campafa o parte de ella. Esta aportacion se suele realizar
mediante riego localizado, mediante el uso de goteros 0 micro-aspersores. Se estima que

los coeficientes de cultivo del aguacate (K.) estan comprendidos entre 0.35 y 0.98, siendo
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maximos durante el periodo de floracion (Meyer, 1990; Arpaia et al 1993; Sanchez-Tienda,
1999; Gardiazabal et al., 2003). Las dotaciones manejadas en explotaciones en produccién
oscilan entre 4,500 y 15,000 m® ha™ afio™ segtn la zona de cultivo, la variedad cultivada y

la densidad de plantacion (Carr, 2013).

El consumo de agua de los arboles varia durante el ciclo de cultivo y un aporte
insuficiente de agua en determinadas fases fenologicas puede provocar una disminucion de
rendimiento. En general, se asume que el periodo de mayor requerimiento hidrico es
durante la floracion y el cuajado, y durante la fase de crecimiento y desarrollo del fruto
(Allen et al., 1998). La falta de agua durante la floracion, momento en el que se incrementa
sustancialmente la superficie de evapotranspiracion del arbol (Whiley et al., 1988), puede
disminuir el cuajado e incrementar la caida de frutos en los primeros estadios de desarrollo,
mientras que, durante el desarrollo y crecimiento del fruto, la falta de agua puede redundar

en una pérdida de tamafio y calidad interna (Schaffer y Whiley, 2002).

1.3.3. Requerimientos de temperatura, humedad ambiental y radiacion solar

Si bien los aguacates pueden crecer en un amplio rango térmico, la temperatura es un
factor determinante en el cultivo del aguacate. La floracién, fecundacion y cuajado del
fruto son muy sensibles a la temperatura, requiriendo bajas temperaturas (~7-10 °C) y un
fotoperiodo corto para iniciar la floracion (Salazar-Garcia et al., 1999) y temperaturas de
20 °C a 25 °C durante el dia y 10 °C en la noche para asegurar una buena fecundacion y un
buen cuajado del fruto (Lemus et al., 2005). La sensibilidad al frio varia segun la raza y
cultivar, y tambien depende del vigor de los arboles, de su edad, y del periodo fenologico.

De forma general, el aguacate no suele tolerar heladas y temperaturas bajo 0 °C,
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ocasionando pérdidas en la produccion y suponiendo una de las principales limitaciones a

la hora de ubicar una plantacion de aguacates.

La humedad relativa también influye en las fases de floracion y cuajado del fruto, etapas
en las que se precisa una humedad atmosférica de 70-80 % (Calabrese, 1992). Valores de
humedad relativa muy altos pueden causar problemas de hongos en las flores y disminuir
la fecundacion al apelmazar el polen y reducir el vuelo de los polinizadores. En
contrapartida, episodios de vientos calidos como el terral de la costa subtropical andaluza o
el siroco de las Islas Canarias, con bajadas extremas del nivel de humedad, pueden

provocar dafos por deshidratacion.

La respuesta del aguacate frente a la luz es caracteristica de las especies subtropicales
que compiten por la luz bajo el dosel vegetal, y que tienen un rapido crecimiento
vegetativo en altura para buscar la luz (Cautin, 2020). En cuanto a sus requerimientos
luminicos, el aguacate presenta un punto de compensacién luminica (G) relativamente bajo
(entre 10 y 63 pmol fotones m™?-s™ para la variedad ‘Hass’ en campo y en contenedores,
respectivamente; Schaffer y Whiley, 2002), teniendo tasas de fotosintesis (A) significativas
bajo condiciones de sombra (A~ 5.0 pmol CO; m?-s™* a 250 pmol fotones m?-s™). En
cuanto al punto de saturacion de luz, es dependiente de la variedad y del nivel de
exposicion de las hojas dentro de la copa (hojas de sol y sombra). Se han reportado valores
de tasas maximas de fotosintesis (Ama) de hasta ~23 pmol CO, m?s* a 1100 pmol

fotones m?-s™* en hojas maduras de la variedad ‘Hass’ en campo (Whiley, 1994).

Para la obtencion de una buena produccién es importante mantener las condiciones de
iluminacién adecuadas en la copa. La orientacion y el nivel de exposicion a la luz solar del

arbol son importantes de cara a la realizacion de podas de formacion y mantenimiento, que
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buscan conseguir una mejor y uniforme exposicion del follaje, manteniendo una adecuada
renovacion de la madera y evitando el exceso de radiacion solar, que puede provocar dafios

en los frutos y madera (Cautin, 2020).

1.3.4. Requerimientos nutricionales

El cultivo comercial del aguacate requiere un aporte nutricional que cubra las
necesidades de macronutrientes y micronutrientes del arbol, cuyo papel es muy importante

para asegurar un buen desarrollo y rendimiento del cultivo.

El nitrégeno (N) es un elemento esencial para el crecimiento y la produccion de los
arboles de aguacate, pues es constituyente esencial de proteinas y de enzimas, incluida la
ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa (RubisCO), cuyo papel es crucial en la
fotosintesis. La cantidad de N disponible para el arbol influye en su rendimiento y valores
de concentracion en hojas por debajo de 1.8-2 % afectan negativamente a la produccion

(Lahav y Whiley, 2002).

El fésforo (P) tiene un papel fundamental en la planta por su implicacion, entre otros
procesos, en la fotosintesis, la respiracion y el balance energético (forma parte de ATP y
ADP). En cultivos de aguacate se suele aplicar por separado o asociado a la aplicacion de
N como fertilizante NPK y es raro encontrar deficiencias excepto si se cultiva sobre un
suelo muy arenoso. No hay mucha informacion disponible sobre el efecto del abonado con
P en el rendimiento del cultivo, pero se estima que mientras no existan deficiencias su
aplicacion tiene un efecto muy pequefio sobre la produccién de fruta (Koen y Du Plessis,

1991).
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En cuanto al potasio (K), es un elemento importante para mantener un crecimiento
adecuado de los arboles participando en procesos como la osmorregulacion o la apertura de
las células guarda de los estomas. A pesar de que la planta absorbe grandes cantidades de
este elemento por su sistema radicular, y que al mismo tiempo se retira una importante
cantidad de K durante la cosecha, no existen a penas ensayos documentados sobre su
efecto sobre el rendimiento del cultivo. En general, al igual que en el caso del P, una vez
cumplidos los requerimientos minimos de K, el manejo de este nutriente no implica

ventajas de cara a la produccién (Lahav y Whiley, 2002).

El calcio (Ca) es un nutriente esencial con multiples funciones en la planta. Se trata de
un componente importante de la pared y las membranas celulares, participa en los procesos
metabolicos de absorcion de otros nutrientes, en la regulacion estomatica, etc. En el caso
del aguacate, es importante asegurar un aporte correcto de Ca durante las primeras etapas
de fructificacion ya que este elemento se acumula en el fruto y bajos niveles afectan al

rendimiento, el tamafio y la calidad postcosecha (Hofman et al., 2002).

El magnesio (Mg) juega un rol muy importante en diferentes procesos fisiologicos de
las plantas como, por ejemplo, en la fosforilacion (formacion de ATP en los cloroplastos),
fijacion fotosintética del dioxido de carbono (CO,), activacion de la enzima RuBisCO,
sintesis de proteinas, formacion de clorofila, recarga del floema, particion y asimilacion de
productos de la fotosintesis, y foto-oxidacion de los tejidos de las hojas (Shaul, 2002).
Ademas, en el aguacate el Mg participa en el desarrollo de brotes nuevos, en la floracion y
en el cuajado (Chirinos, 1999). EI manejo de la fertilizacion con Mg no parece tener un
fuerte impacto en el rendimiento del cultivo y se ha observado que un aumento de

fertilizacion con Mg no redunda en un aumento de concentracion del nutriente ni en hojas
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ni en frutos (Kremer-Kéhne et al., 1993). En muchas plantaciones, es suficiente con
incluirlo como compuesto secundario en el abonado de otro nutriente o incluso basta con el

Mg que lleva la propia agua de riego.

La absorcion y asimilacion de azufre (S) se encuentra estrechamente relacionada con el
N al ser ambos constituyentes de las proteinas. Su deficiencia provoca una reduccion en la
sintesis de proteinas, clorofilas y aminoacidos pudiendo afectar al desarrollo del arbol. No

existen ensayos del efecto de distintas aplicaciones de S en el rendimiento del cultivo.

Entre los micronutrientes, destacan por su importancia el hierro (Fe), zinc (Zn) y boro
(B). El Fe interviene entre otros procesos en la formacidn de la clorofila y en las reacciones
de oxidorreduccion de la planta mientras que el Zn esta involucrado en la sintesis de
citocromos, el metabolismo de los carbohidratos, el mantenimiento de la integridad de las
membranas celulares, la sintesis de proteinas, la regulacion de la sintesis de auxinas y la
formacion de polen (Hafeez et al., 2013). Por su parte, el B juega un rol importante en la
division celular y el metabolismo de los carbohidratos (Brown et al., 2008) ademas de en la
constitucién de los 6rganos reproductivos donde se acumula teniendo un efecto positivo
sobre el posterior cuajado del fruto. En suelos calcareos o con pH muy baésico la
disponibilidad de estos microelementos puede estar limitada por su baja solubilidad a
pH>6 generando deficiencias en las plantas. En el aguacate, la falta de Fe se suele poner de
manifiesto en la clorosis de las hojas. Deficiencias de Zn pueden causar frutos mas
pequefios y redondeados (Crowley y Smith, 1994; Salazar-Garcia et al., 2008), mientras
que, en el caso del B, cuyos niveles sueles ser bajos en las plantaciones comerciales de
aguacate, su deficiencia puede tener efectos en el crecimiento vegetativo y provocar

malformaciones en los frutos (Lahav y Whiley, 2002). Para corregir estos problemas, se
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puede aplicar Fe en forma de quelato en el suelo, sales de Zn directamente en el area del
gotero, y B mediante aplicacion foliar, que mejora la viabilidad del polen, la fertilizacion
del 6vulo y el cuajado del fruto (Robbertse et al., 1990; Jaganath y Lovatt, 1995; Dixon et

al., 2004).

El abonado generalmente se realiza mediante fertirrigacion, ya que el sistema de riego
localizado permite aplicar los nutrientes justo en la zona de absorcion de las raices. El plan
de abonado debe tener en cuenta numerosos aspectos como el portainjerto utilizado, la
edad de los arboles, las propiedades del agua de riego o las caracteristicas fisicoquimicas
del suelo (i.e. textura y composicién). Los requerimientos nutricionales a lo largo de la
campana estan fundamentalmente marcados por las etapas fenoldgicas del aguacate (Tabla
1.4), siendo especialmente sensibles a las carencias nutricionales los periodos de floracion,
cuajado y desarrollo del fruto, que, como se ha indicado anteriormente, coinciden con la
brotacion vegetativa, aumentando los requerimientos nutricionales del arbol en esos
periodos.

Tabla 1.4. Resumen de los requerimientos generales y pauta de aplicacién recomendada para el

cultivo de la variedad ‘Hass’ en el hemisferio norte. Los valores se expresan Unidades de Fertilizante
(UF, 1 UF=1 kg) para una hectarea de arboles adultos en produccién.

Requerimiento

Nutriente Pautas de aplicacion Ene | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ago | Se Oct | Nov | Dic
anual (UF) P Y J P
Nitrégeno (N) 100 Aplicacion de mayo a octubre, menos cantidad 20 2 10 10 20 20
en verano
. |Fosforo (P) 25 Aplicacion en abril-mayo 125 | 125
8
£ — —
8 |potasio (K) 140 Aplicacion de junio a octubre de manera 10 2 30 20 40
=3 ascendente
=
% Calcio (Ca) 20 Aplicacion de abril a junio 7 65 | 65
= —
. Aplicacion en otros abonos NPK o con el

Magnesio (Mg) 14 propio contenido en Mg del agua

Azufre (S) Aplicacion conjunta con abonos nitrogenados

Hierro (Fe) 20 A~pI|caC|or'1 en pr!mavera y otofio, gl rgstg del
4 afo solo si hay sintomas de clorosis férrica
2 P —— 7
2 |zinc (zn) 02 Apllcacwn‘enjun_lo de 400 gr por arbol de
] sulfato de zinc bajo gotero central
2
S Cobre (Cu) 14 Aplicacion foliar preforacion
= — =

Boro (B) 25 Apl.lcat?llon ba_sal durante tc_)go elafioy

aplicacion foliar prefloracién
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1.4. Importancia del cultivo del aguacate

A pesar de su antiguedad, ha sido en las ultimas décadas cuando el aguacate se ha
convertido en un producto popular y muy demandado a nivel mundial (Figura 1.3). Su
consumo se ha extendido a mas de 60 paises, se ha duplicado en EE.UU. en la ultima

década y crece un 25% cada afio en Europa (WAO, 2019) (Figura 1.3A).
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Figura 1.3. Evolucién del consumo de aguacate en USA y UE (A) y evolucion
de la produccion mundial de aguacate y su precio (B) y entre 2008 y 2018.
Fuente: FAOSTAT2018 y WAO2019.

Esta tendencia de aumento del consumo global del aguacate ha propiciado que, pese a
que la produccion también ha aumentado, el mercado haya absorbido todo el producto y

los precios se hayan mantenido o incluso hayan subido durante la Gltima década (Figura
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1.3B). En cualquier caso, hoy en dia el cultivo del aguacate es rentable y genera beneficios
teniendo aun margen para el crecimiento en Europa y Asia. Prueba de su rentabilidad es
que actualmente podemos encontrar plantaciones comerciales de aguacate practicamente
en cualquier pais que cuente con clima tropical, subtropical o mediterraneo (Australia,

Sudafrica, Estados Unidos, Asia, Europa...) (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Mapa de los principales productores mundiales de aguacate en 2019. Fuente:
FAOSTAT.

toneladas

A pesar del incremento en el nimero de paises productores de aguacate, México lleva
afios siendo el pais del mundo con mayor area destinada al cultivo del aguacate, lo que
supuso en torno al 34% de la produccion mundial de aguacate en 2018 con mas de dos
millones de toneladas. De lejos le siguen paises como Republica Dominicana, Peru,
Indonesia y Colombia (Figura 1.5). Espafia no se sitla entre los mayores productores a
nivel mundial, pero es el principal pais productor de Europa con méas de 12,000 ha

cultivadas y una produccién cercana 90,000 t en 2018.
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Figura 1.5. Porcentaje del area cosechada (A) y de la
produccion (B) de aguacate frente al total mundial en 2019.
Fuente: FAOSTAT.

El 83% de la superficie cultivada en Espafia se encuentra en Andalucia, en la
denominada costa subtropical andaluza que agrupa parte de las provincias de Malaga y
Granada (Tabla 1.5). Se trata de una zona de temperaturas suaves que permite el cultivo de
varias especies tropicales y subtropicales como aguacate, mango o chirimoya. El aguacate

cultivado en esta zona es muy apreciado por los principales consumidores europeos
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(Francia, Reino Unido y Alemania) y gran parte de la produccion espafiola se destina a la

exportacion.

Tabla 1.5. Cultivo del aguacate en Espafia en el afio 2019. Fuente: Ministerio de Agricultura, Pescay
Alimentacién, Espafia.

Superficie en
Provm_uas y plantacion regular Produccion | Rendimiento
i Fille e e (toneladas)|  (kg/ha)
Auténomas g
Total En -
produccion
A Corufia 1 - 3 -
Pontevedra 2 — 3 -
GALICIA 3 - 6 -
P.DE ASTURIAS | 3 - — -
Tarragona 6 6 36 6 000
CATALUNA 6 6 36 6 000
BALEARES 8 8 54 6 750
Alicante 295 225 2025 9000
Castellon 282 87 522 6 000
Valencia 890 196 2 058 10 500
C. VALENCIANA | 1 467 508 4 605 9 065
R. DE MURCIA 10 6 43 7 100
Almeria 6 5 60 11 920
Cadiz 1264 500 4252 8190
Granada 2720 2 657 27 725 10 435
Huelva 922 520 884 1700
Maélaga 7 449 6 862 48 034 7 000
Sevilla 25 11 132 12 000
ANDALUCIA 12386 | 10555 81 087 7 667
Las Palmas 301 271 2131 7870
S.C. de Tenerife 1665 1436 10491 7309
CANARIAS 1966 1707 12 622 7 398
ESPANA 15849 | 12790 98 453 7 685

La clave del éxito del aguacate espafiol en Europa radica en que, ademas de ser un
producto de gran calidad, tiene un acceso casi inmediato al mercado europeo lo que

permite el comercio de aguacates en su punto 6ptimo para el consumo inmediato (conocido
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en inglés como “ready to eat”) lo que garantiza una mejor rotacion y venta del producto y
permite al consumidor comprar la fruta y consumirla de inmediato. Ademas, desde el
punto de vista ecoldgico, presenta una menor huella de carbono y fomenta un consumo
mas local. Todas estas ventajas han posicionado a la costa subtropical andaluza como
protagonista del mercado europeo del aguacate y ha generado una industria asociada
(agricultores, cooperativas, transporte...) que crece afo tras afio y que se ha convertido en

el motor socioecondmico de esta regién de Andalucia.

A la hora de evaluar el sistema de cultivo del aguacate en cada zona o pais es
importante, ademas de la produccidn, considerar el rendimiento. El crecimiento vegetativo
de los arboles de aguacate suele ser vigoroso, y se estima que en condiciones favorables
pueden llevar a producir més de 30 t ha™ (Wolstenholme, 1986). Sin embargo, este valor
teodrico rara vez es alcanzado en plantaciones comerciales de aguacate y el rendimiento

promedio de la mayoria de los paises no se acerca a esta cifra.
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Figura 1.6. Rendimiento de algunos de los paises mas productores de
aguacate durante 2019. Fuente: FAOSTAT.
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En general, los mayores productores mundiales no son aquellos que presentan un mayor
rendimiento (t ha™). Principalmente destaca Reptblica Dominica, con més de 46 t ha™ en
2018, seguidos de Brasil, Kenia e Israel, que se encuentran en un rango de 14 a 16.5 t ha™,
superando con creces las 10.6 t ha™ de cultivo que obtienen en México. En esa misma

campafia, Espafia alcanzé un rendimiento promedio de tan solo 7.4 t ha™ (Figura 1.6).

Existen multiples factores que pueden ser responsables de las grandes diferencias de

rendimiento entre los paises productores:

e Factores agroclimaticos (abioticos) asociados a cada zona como la radiacion
incidente, el rango de temperatura, las precipitaciones, la disponibilidad de agua y

nutrientes, o el tipo de suelo en el que se cultiva.

e Factores humanos como el manejo del cultivo, aporte de fertilizantes, el nivel de

tecnificacion de la explotacion, densidad de plantacion, etc.

e Factores genéticos como los portainjertos y variedades, cuya eleccion es

determinante del rendimiento maximo que pueda alcanzar una explotacion.

e Factores biologicos como la presencia o no de polinizadores, incidencia de plagas y
enfermedades producidas por bacterias (chancros), viroides (manchado solar del aguacate),
hongos aéreos (marchitez del laurel, ramas secas) y hongos y oomicetos de suelo

(podredumbres radiculares) (Pérez-Jiménez, 2008).
1.5. Principales problemas del cultivo del aguacate
La importancia relativa de los factores que afectan al crecimiento y desarrollo del

cultivo y a su produccion depende en gran medida de la zona en la que se cultive y sus
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condiciones asociadas. Sin embargo, existen factores que afectan practicamente a la
totalidad de las zonas productoras de aguacate, limitando la produccion y llegando a
comprometer la viabilidad de las explotaciones a corto, medio y largo plazo. Entre estos
factores, por la amenaza que suponen en plantaciones de todo el mundo, destacan las
enfermedades causadas por hongos patogenos del suelo, destacando las podredumbres

radiculares causadas por Phytophthora cinnamomi Rands y Rosellinia necatrix Prill.

Phytophthora cinnamomi, el agente causal de la podredumbre radicular (PRR), se
encuentra dentro del top 10 de oomicetos y patdgenos de plantas en base a su importancia
cientifica y economica (Kamoun et al., 2015) debido a su distribucion mundial y a que es
capaz de infestar a alrededor de 5,000 especies diferentes (Cahill et al., 2008; Jung et al.,
2013). En el caso del aguacate, es la mayor causa de pérdidas econémicas estimandose en
mas de 40 millones de dolares las pérdidas anuales solo en las plantaciones de California
(Ploetz, 2013). P. cinnamomi es un oomiceto hemibiotrofo que presenta fases sexuales y
asexuales en su ciclo de vida (Zentmyer, 1980) y tiene capacidad de crecer tanto de manera
sapréfita sobre materia organica muerta o a modo de parasito infestando las pequefias
raices alimenticias de la planta. Las raices atacadas se acaban necrosando y se produce una
pérdida de masa radicular lo que interfiere en la toma de agua y nutrientes por parte de la
planta resultando en clorosis, caida de hojas y eventualmente muerte de la planta. P.
cinnamomi tiene capacidad de generar oosporas sexuales, y clamidosporas asexuales
permitiendo al patdgeno sobrevivir durante largos periodos en condiciones adversas y
dificultando enormemente la erradicacion completa de la enfermedad (Jung et al., 2013).
Los métodos de control de este patdgeno pasan por evitar encharcamientos, que aumenta la
incidencia de la PRR al reprimir mecanismos de defensa que la planta activa frente al

oomiceto (Reeksting et al., 2014, 2016), usar material de invernadero libre del patdgeno,
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realizar inyecciones periodicas de fosfonato en el tronco de los arboles y, siempre que sea

posible, usar portainjertos tolerantes.

En este sentido, como se ha indicado anteriormente, existe una coleccion de
portainjertos clonales de aguacate con tolerancia frente a la PRR, algunos de los cuales se
han comercializado contribuyendo a disminuir su impacto negativo en las nuevas
plantaciones. En la ultima década, el estudio de las bases moleculares de la tolerancia a P.
cinnamomi ha permitido la identificacion e incorporacién de marcadores a los programas
de mejora frente a la PRR, lo que ha supuesto un gran impulso para agilizar la seleccion de
genotipos. Asi, en estudios realizados en el portainjerto tolerante ‘Dusa’, se han
identificado varios genes relevantes en la interaccion aguacate / P. cinnamomi (i.e. LRR
resistance protein-like gene, PR-10, thaumatin, phenylalanine ammonia-lyase vy
lipoxygenase) asociados a mecanismos de defensa de la planta, detoxificacion de especies
reactivas de oxigeno y activacion de rutas como la del acido salicilico (Mahomed y van
den Berg, 2011; Engelbrecht y van den Berg, 2013). El analisis transcriptomico de la
respuesta de ‘Dusa’ frente P. cinnamomi permitio esclarecer los mecanismos de defensa
que tienen lugar en la planta, activandose, en primer lugar, las rutas de defensa asociadas
acido salicilico (SA) que disminuyen gradualmente dando paso a la induccion de rutas

asociadas al &cido jasmonico (JA) (van den Berg et al., 2018a).

Otra enfermedad con un efecto significativo en el rendimiento de las plantaciones de
aguacate es la podredumbre blanca radicular (PBR) causada por Rosellinia necatrix
(Freeman et al., 1992; Pliego et al., 2012), un ascomiceto perteneciente al orden de los
Xylariales. R. necatrix esta presenten en las zonas templadas y tropicales de todo el mundo

y afecta a mas de 350 especies de plantas (https://nt.ars-grin.gov/fungaldatabases/, USDA),
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tanto lefiosas como herbéaceas, incluyendo cultivos de gran interés econdmico como la vid,
olivos, almendras, manzanas, peras, citricos, café, patatas, fresas, mangos o aguacates. En
el caso del aguacate, representa un factor limitante del cultivo en Israel y Espafa, donde se
considera el principal patogeno causante de pérdidas (Lopez-Herrera et al., 1998; Lopez-
Herrera y Zea-Bonilla, 2007; Pliego et al., 2012). Ademas, en los ultimos afios la PBR esta
considerada como una enfermedad emergente en importantes paises productores de
aguacate como Sudafrica (van den Berg et al., 2018b), México y Australia. Ademas de en
aguacate, en Espafia se ha reportado la incidencia de R. necatrix en Cyperus esculentus
(chufa) (Garcia-Jiménez et al., 1998), Gleditsia triacanthos (acacia) (Petrini, 2013),
Mangifera indica (mango) (Arjona-Girona et al., 2018) y en especies del género Quercus

(Petrini, 2013).

El ciclo de vida de R. necatrix presenta una fase asexual, con la produccion de
clamidosporas y conidiosporas, y una fase sexual, con ascosporas como estructura
reproductora (Pérez-Jiménez et al., 2003). El papel de estos tres tipos de espora en la
supervivencia y dispersion del patdgeno no esta del todo claro, y parece ser que difiere
entre paises (Pliego et al., 2012). En Espafia, se cree que la principal forma de dispersion
del hongo es a partir del contacto entre raices de hospedadores proximos (Delatour y
Guillaumin, 1985). El crecimiento del micelio de R. necatrix en el suelo se ve influido por
la temperatura, la concentracion de oxigeno, el pH, la cantidad de materia orgénica y la
composicion de la microflora. Su temperatura éptima de crecimiento es de 22-24°C, y éste
no se inhibe a pH altos, prefiere suelos con un contenido de humedad cercano a la
capacidad de campo, poco aireados y con abundante materia organica (Pliego et al., 2012).
Cuando el micelio entra en contacto con la raiz de un hospedador, prolifera en su superficie

creando una cubierta blanca algodonosa, que le da nombre a la podredumbre, y formando
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agregados miceliales. Posteriormente las hifas penetran en la raiz a través de orificios
naturales como las lenticelas, por heridas o directamente formando esclerocios de
penetracion. Una vez logran penetrar, las hifas invaden el xilema primario y secundario de
la planta (Pliego et al., 2009). Actualmente se desconocen algunos de los mecanismos
moleculares que subyacen a la interaccion del hongo con la planta, pero estudios
transcriptomicos recientes han puesto de manifiesto la importancia de genes fungicos
relacionados con la produccion de toxinas fangicas, desintoxicacion y transporte de
compuestos toxicos, biosintesis de hormonas, silenciamiento de genes y degradacién de la

pared celular vegetal (Zumaquero et al., 2019).

Los arboles infectados por R. necatrix pueden mostrar sintomas tanto en la parte
radicular como en la parte aérea, debidos por una parte a la pérdida de raices, que merma la
capacidad de la planta para absorber agua y nutrientes, y por otra, a la liberacion de toxinas
dentro del sistema vascular de la planta. Sin embargo, los arboles infectados no siempre
muestran sintomas aéreos lo cual dificulta enormemente el diagnostico de la enfermedad.
En caso de aparecer, estos sintomas pueden tener una evolucién rapida o lenta. En el
primer caso, se observa un decaimiento del arbol, cuyas hojas se ponen lacias, amarillean y
finalmente se marchitan provocandose la muerte del arbol en cuestion de dias. En el
segundo caso, el proceso puede durar afios, observandose un menor crecimiento del arbol,
escaso follaje, marchitamiento de las hojas, clorosis y finalmente la muerte (Pliego et al.,
2012). La forma en la que avancen los sintomas en los arboles de una plantacion tiene una
gran influencia en la incidencia de la enfermedad pues, si bien en ambos casos los arboles
acaban por morir, mientras mas tiempo permanezca el arbol infectado y no identificado
como afectado por la PBR, mas se puede propagar el hongo a los éarboles sanos

circundantes.
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Al problema de la identificacion de los arboles afectados por la PBR se le suma el
hecho de que el hongo es capaz de sobrevivir en el suelo en una etapa de latencia durante
muchos afios e infectar nuevas plantas solo cuando las condiciones ambientales son
favorables (Lopez-Herrera, 2000). Esto provoca que el control de la enfermedad, una vez
el hongo se ha establecido en una zona, sea muy complejo, y que los métodos de control,
como la eliminacién de las plantas enfermas, la solarizacion o el uso de productos
quimicos, no sean completamente efectivos. Por lo tanto, la obtencion de portainjertos
tolerantes, al igual que para P. cinnamomi, parece el camino mas prometedor para luchar
contra la PBR. En este sentido, en el Instituto Andaluz de Investigacion y Formacion
Agraria, Pesquera, Alimentaria y de la Produccién Ecologica (IFAPA) puso en marcha en
1995, un programa de seleccion de portainjertos tolerantes a la PRB que continua hasta la
actualidad. Este programa ha logrado una seleccion de portainjertos prometedores
(Barcel6-Murioz et al., 2007) y se estan realizando estudios moleculares de la interaccién
R. necatrix / aguacate para poder incorporar el uso de herramientas moleculares el proceso
de seleccion. Asi, se han identificado varios genes asociados a la tolerancia frente a R.
necatrix mediante la comparacién de los cambios de expresion inducidos en portainjertos
tolerantes y susceptibles. Se ha observado que la respuesta del portainjerto tolerante parece
estar basada en la induccidn de inhibidores de proteasa y de reguladores negativos, genes
relacionados con la tolerancia a la sal y al estrés osmotico (aspartic peptidase domain-
containing proteins y gdsl esterase lipase proteins) e inhibidores de proteasas (glu
protease, trypsin inhibitor y endopeptidase inhibitor) (Zumaquero et al., 2018). A pesar de
los resultados prometedores del programa de seleccion de portainjertos frente a la PBR,
hasta lo obtencién y comercializacion de un genotipo tolerante es necesario encontrar

métodos que nos permitan minimizar la incidencia de la enfermedad y atenuar su
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propagacion en plantaciones en produccion e infestadas con el fin de mantener la
rentabilidad del cultivo. En este sentido, los métodos de control bioldégico como el uso
Trichoderma spp. (Ruano-Rosa et al., 2014; Ruano-Rosa et al., 2018), se plantean como
una alternativa frente a los tratamientos fisicos o quimicos. Sin embargo, son necesarias
nuevas herramientas de control integrado que permitan abordar la problematica desde una

perspectiva ecologica y sostenible.

1.6. Deficit hidrico como método potencial de control de hongos patégenos

Un factor determinante de la propagacion y dispersion de las podredumbres radiculares
es el contenido de agua del suelo, dadas las preferencias de los hongos causantes de las
mismas por suelos encharcados o cercanos a su capacidad de campo (Reeksting et al.,
2016). En este sentido, el manejo del riego es de vital importancia para lograr un equilibrio
entre satisfacer las necesidades hidricas de la planta y al mismo tiempo mantener un nivel
de humedad del suelo que disminuya la carga de hongos patdgenos del suelo (Rosellinia y
Phytophthora) y, de ese modo, minimizar su dispersion en plantaciones infestadas (i.e.
menor humedad del suelo, menor dispersién de zoosporas, menor contacto entre raices de
distintos arboles). Para conseguirlo, es necesario establecer un compromiso entre disminuir
el nivel de propagacién/incidencia de la enfermedad y el posible perjuicio en la produccion
por déficit hidrico y/o por salinidad del suelo (incremento de la concentracion de sales por

falta de lavado) (Figura 1.7).
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Presencia de Efectos sobre la
patdgenos de suelo planta

Figura 1.7. Representacion esquematica de las posibles interacciones entre manejo del riego y hongos

patdgenos del suelo

Por ello, el uso de estrategias de riego deficitario en el cultivo del aguacate podria
representar un método alternativo y viable para el control de la enfermedad en plantaciones
actuales (cuyos arboles estan sobre portainjertos susceptibles a R. necatrix), que ademas
contribuiria a la sostenibilidad del cultivo ante la creciente escasez del agua a la que se ven
sujetas muchas regiones productoras del mundo como Israel, California o Espafia

(Martinez-Ferri et al., 2013).

En este &mbito, para poder poner en marcha cualquier estrategia de riego deficitario, se
requiere conocer la variacion de los requerimientos hidricos del aguacate a lo largo del
ciclo de cultivo, asi como su respuesta frente diferentes niveles de déficit hidrico. En
estudios realizados en las zonas productoras de Chile e Israel, el uso de dotaciones de riego
por debajo de las necesidades estimadas de los arboles (~25-77% ET,) implicaron una
disminucion de la produccion (~30 al 80% seguln el ensayo) y/o del calibre de los frutos

(Kiggundu et al., 2012; Silber et al., 2012; Holzapfel et al., 2017). No obstante, numerosos
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factores como el tipo de suelo, el manejo del riego, el rango de temperaturas y la cuantia y
distribucion de las precipitaciones determinan qué nivel de recorte hidrico representa un
riego deficitario (RD) para los arboles, a partir del cual se puede producir una péerdida de
rendimiento. Ademas de la severidad del recorte, el momento y duracion del mismo segun
la estrategia de riego deficitario empleada (i.e. riego deficitario controlado, RDC; riego
deficitario sostenido, RDS) juegan un papel crucial en la respuesta productiva de los

arboles de aguacate frente a recortes de agua.

Asi, se ha observado que un recorte del 25% de las necesidades estimadas durante toda
la campafia afecta menos al rendimiento del cultivo (~32-36% reduccién produccion) que
aplicar un RDC similar durante el verano, cuando se produce el periodo principal de
crecimiento del fruto (Silber et al., 2019). Otras estrategias de RD como el PRD (secado
parcial del sistema radicular), no parecen ser mas ventajosas para el arbol que un riego
deficitario aplicado en la totalidad del sistema radicular del arbol (Neuhaus et al., 2007;
2009), si bien podria implicar una limitacion del crecimiento radicular y el contacto entre
raices de arboles contiguos, con el consiguiente efecto en la dispersion de hongos

patdgenos del suelo.

En cualquier caso, para manejar el RD, es importante conocer los umbrales de
tolerancia de los arboles de aguacate frente a diferentes niveles de estrés hidrico
(desecacion del suelo), asi como los mecanismos fisioldgicos implicados en la respuesta, y

en su capacidad de recuperacion frente al mismo (Carr 2013).

La respuesta fisiologica de las plantas frente al estrés hidrico ha sido ampliamente
estudiada en otras especies, incluyendo lefiosas (Kreps et al., 2002; Seki et al., 2002;

Huang et al., 2008; Ye et al., 2018; Zhang et al., 2018; Gongalves et al., 2019) y, pese a

47



Capitulo I: Introduccion general y objetivos

que se han descrito mecanismos de accion comunes, la respuesta de la planta es
dependiente de distintos factores como el genotipo, su estado de desarrollo en el momento
del estrés, la duracion (rapida o gradual) y la intensidad (severa o leve) del mismo (Bartels
y Sunkar, 2005; Smit y Singels, 2006; da Graca et al., 2010; Inman-Bamber et al., 2012).
De forma general, en la respuesta a estrés hidrico implica respuestas a corto y medio plazo
para promover la aclimatacion frente al estrés, como la modulacién de la apertura
estomatica y la consecuente limitacion de la fotosintesis (Du et al., 1996; Inman-Bamber y
Smith, 2005; Silva et al., 2007; Endres et al., 2010; da Graca et al., 2010; da Silva et al.,
2012; Basnayake et al., 2015), la acumulacion de solutos para el ajuste del potencial
osmotico y mantenimiento de la turgencia de los tejidos (Hu y Schmidhalter, 1998), la
sintesis de proteinas y modificaciones a nivel morfo-anatémico (i.e. grosor y densidad de
hoja LMA, pilosidad, ...); y respuestas a largo plazo que pueden implicar una adaptacion a
condiciones de déficit hidrico, en la que se modifican los patrones de distribucion de la
biomasa entre la raiz y la parte aérea para facilitar la absorcion de agua (Inman-Bamber y

Smith, 2005; Smit y Singels, 2006).

La puesta en marcha de estos mecanismos de aclimatacion o adaptacion al estrés
conlleva una modificacion de los patrones de expresion génica de la planta. Diversos
estudios transcriptomicos han permitido identificar cientos de genes y rutas metabolicas
claves en la respuesta comun de las plantas frente a la falta de agua (Shaar-Moshe et al.,
2015). Entre los genes descritos en otras especies cuya expresion se ve modulada por el
estrés hidrico, destacan genes de chaperonas para estabilizar las proteinas celulares, genes
relacionados con mecanismos de detoxificacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
genes responsables de la acumulacién de sustancias con propiedades osmoprotectoras para

prevenir el choque osmotico de las células y genes encargados de modificar las
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propiedades de las paredes celulares (Muthusamy et al., 2016; Ye et al., 2018; Xu y

Bingru, 2018; Bhaskarla et al., 2020).

A los mecanismos comunmente asociados a la respuesta frente a estrés hidrico, estudios
recientes han sumado genes tradicionalmente asociados al estrés bidtico como las
pathogenesis related protein (PR), que se ha demostrado que juegan un papel importante
frente al estrés hidrico (Fountain et al., 2010; Hanafy et al., 2013; Rustagi et al., 2015),
indicando un posible solapamiento entre las respuestas de la planta a estreses de diferente
naturaleza. No en vano, en condiciones naturales las plantas a menudo estan expuestas a
multiples estreses que ocurren simultdneamente o en diferentes etapas de desarrollo,
estreses que ademas interaccionan entre ellos aumentando o disminuyendo su incidencia

sobre la planta (Suzuki et al., 2014).

Asi, los mecanismos de respuesta que se ponen en marcha cuando la planta detecta un
estimulo estresante pasan por la modulacién de la expresion de hormonas vegetales como
el &cido salicilico (SA), el &cido abscisico (ABA), el acido jasménico (JA) o el etileno
(ET). Estas hormonas establecen una compleja red de acciones sinérgicas y antagonistas,
mediada por elementos reguladores como las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Fujita
et al., 2006; Fichman y Mittler, 2020), desencadenando cascadas de sefializacién que
activan determinados factores de transcripcion que, en ultima instancia, promueven la
induccion o represion de grupos de genes dependiendo del tipo de estrés al que se enfrente

la planta (Figura 1.8).
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Figura 1.8: Esquematizacion de la integracion de las cascadas de sefializacion frente a estrés abidtico y
bidtico. ROS: especies reactivas de oxigeno, ABA: &cido abscisico, SA: &cido salicilico, JA: &cido

jasménico, ET: etileno. Adaptado de Ali et al., 2018.

En este sentido, el estrés hidrico y la PBR, pese a ser de diferente naturaleza, presentan
una serie de puntos en comun. A nivel fisioldgico, el sistema radicular es en ambos casos
el punto de la planta que primero entra en contacto con el elemento estresante (falta de
agua, ataque del hongo patégeno). Ademas, la falta de agua y nutrientes que sufre la planta
por estrés hidrico son, hasta cierto punto, similares a los efectos que padece por la necrosis
de raices y obstruccion de vasos que puede causar el hongo patdgeno. A nivel molecular, la
sequia se caracteriza por inducir la sintesis de hormonas como ABA y JA, asi como un
aumento de ROS. Por su parte, R. necatrix activa la ruta de los patdégenos necrotrofos con

induccion, entre otros mecanismos, de la cascada de sefializacion dependiente de JA (Ali et
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al., 2018). Estudios recientes ponen de relevancia el papel del JA no solo en la respuesta al
estrés abiotico (Ali y Baek, 2020; Yang et al., 2020) sino como un componente central de
la red de interaccion hormonal que agrupa las respuestas a estreses bioticos y abioticos

(Yang et al., 2019).

Esta confluencia entre los mecanismos de accion desencadenados en la planta como
respuesta a la sequia y a la PBR, junto con la estrecha relacion entre la humedad del suelo
y la dispersion de los hongos, plantean la posibilidad de la utilizacion del estrés hidrico
como un método para controlar la propagacion de las podredumbres radiculares en el
aguacate, a la falta de portainjertos comerciales tolerantes frente a R. necatrix. Por ello, el
estudio comparativo de la respuesta del aguacate a nivel fisioldgico y genético frente a

ambos tipos de estrés resulta de gran interés.

En este sentido, el manejo del estrés hidrico en el aguacate no solo podria ayudar a
controlar la propagacion de las podredumbres radiculares, sino que podria inducir una
respuesta en la planta que puede ser efectiva para hacer frente a otros estreses bidticos (i.e.

ataque de patégenos) que pudieran sobrevenir.

1.7. Priming con estrés hidrico como método de induccién de tolerancia a R. necatrix

Considerando lo anterior, estudios previos han demostrado que la exposicion de las
plantas a un factor inductor de estres las permite volverse mas tolerantes frente a futuros
eventos de estrés (Bruce et al., 2007). Es decir, las plantas pueden ser ‘preparadas’ (en
inglés ‘priming’) para defenderse de posibles estreses futuros. Esto permitiria que
genotipos a priori susceptibles frente a un determinado tipo de estrés logren una mayor
resistencia o tolerancia al mismo gracias a la pre-exposicion a un estimulo que puede ser

tanto biotico (ataque de patdgenos, organismos beneficiosos colonizadores de la raiz;

o1



Capitulo I: Introduccion general y objetivos

Conrath et al., 2006; Conrath, 2011) como abidtico (estrés hidrico, compuestos quimicos;
Molassiotis et al., 2010; Wang et al. 2014). De este modo, el primer evento de estrés
modularia la expresion genética de la planta y provocaria la activacion de mecanismos de
defensa de forma transitoria o permanente, adquiriendo asi un estado de pre-defensa o una
resistencia inducida, respectivamente, lo que les permitiria responder mas rapido y de

forma mas eficaz cuando se ven sometidas de nuevo a estrés.

Existen numerosos estudios que avalan el priming como mecanismo de induccion de
tolerancia en distintas especies de plantas (para revision ver Tugizimana et al., 2018 y
Schwachtje et al., 2019), utilizando, entre otros estimulos, la desecacion controlada (Wang
et al., 2014; Vincent et al., 2018). De hecho, Barradas y colaboradores demostraron que el
priming con estrés hidrico en eucalipto puede inducir un aumento de resistencia frente al
hongo patdgeno Neofusicoccum eucalyptorum (Barradas et al., 2018). Bajo estas premisas,
la estrategia de priming podria ser utilizada en el caso del aguacate como una herramienta
medioambientalmente sostenible con la que reducir el impacto de la PBR causada por R.
necatrix en plantaciones en produccion. Esta respuesta de priming podria inducirse de
forma inocua mediante la imposicion de un cierto grado de estrés hidrico que, como se ha
mencionado, ayudaria colateralmente a controlar la propia dispersion del patdgeno y

supondria ademas un ahorro de agua.
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1.8. Objetivos

El objetivo general de la presente tesis doctoral es abordar desde una perspectiva
medioambientalmente sostenible el manejo del estrés hidrico en aguacate como método

potencial de control de la PBR y su influencia en la productividad del cultivo.

Los objetivos particulares de esta tesis doctoral se pueden desglosar en:

1. Determinar los requerimientos del cultivo en la costa subtropical andaluza y la
productividad del agua mediante la evaluacidon del efecto de distintas dotaciones de
riego sobre el rendimiento y la calidad del fruto de aguacate en plantaciones en

produccién (Capitulo I1).

2. Determinar los umbrales de tolerancia a estrés hidrico mediante la caracterizacion de la
respuesta fisioldgica y las modificaciones en la expresion génica del aguacate frente a

diferentes niveles de desecacion y evaluar su capacidad de recuperacion (Capitulo I11).

3. Determinar la idoneidad y efectividad de la induccion de mecanismos de defensa
mediante ‘priming’ con estrés hidrico en portainjertos de aguacate susceptibles frente a

R. necatrix (Capitulo 1V).
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Capitulo I1: Efectos del riego en rendimiento y calidad del fruto de aguacate

Abstract

The subtropical Mediterranean climate of southeastern Andalusian coast allows Spain to
be the largest European producer of subtropical fruit, with the avocado as the main
representative. In this region, precipitations are scarce and erratic and limit water
availability for irrigation. Under this climatic uncertainty, appropriate water use is required
for assuring crop environmental sustainability and increasing water productivity (WP) of
avocado orchards. For this purpose, it is necessary to evaluate if current water endowments
in the region match crop water requirements and to what extent water use can be improved.
In this study, water productivity was assessed in a mature avocado (cv. ‘Hass’) orchard
along six consecutive seasons. The physiological and agronomical responses of avocado
trees to five water treatments (T1-T5) were also evaluated during two consecutive seasons.
Water amounts supplied by irrigation were compared with FAO’s estimations. For the six
seasons, averaged FAO irrigation needs were 7916+395 m* ha™ season™ but averaged
water supplied was 6503+328 m* ha™ season™ (~18% below FAO’s) with yields 11+2 t ha”
! meaning a WP of 1.7 kg m>. FAO’s recommendations matched T2 and irrigation over or
below T2 affected avocado yield, fruit quality (i.e. size) and WP. Water supplies 15%
above FAO’s (T3) did not involve better yields but decreased WP. Conventional irrigation
for mature orchards (T1) was ~20% lower than FAQ’s and entailed yield decreases (~16
%) but similar fruit sizes and WP. Water supplies 40% and 60% below FAQO’s (T4 and T5,
respectively) caused significant water stress and decreased yields and fruit quality of
avocado trees but increased WP. These effects were more noticeable during the productive
season, in which T5 trees showed weakening symptoms and marked fruit drop. Results are
discussed in the context of viability of avocado cropping in the Mediterranean region under

low water resource scenarios.
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Capitulo I11: Respuesta fisiologica y molecular del aguacate frente a estrés hidrico

Abstract

Avocado consumption is increasing year by year, and its cultivation has spread to many
countries with low water availability, which threatens the sustainability and profitability of
avocado orchards. However, to date, there is not much information on the behavior of
commercial avocado rootstocks against drought. The aim of this research was to evaluate
the physiological and molecular responses of ‘Dusa’ avocado rootstock to different levels
of water stress. Plants were deficit irrigated until soil water content reached 50% (mild-
WS) and 25% (severe-WS) of field capacity. Leaf water potential (%), net CO,
assimilation rates (An), transpiration rate (E), stomatal conductance (gs), and plant
transpiration rates significantly decreased under both WS treatments, reaching significantly
lower values in severe-WS plants. After rewatering, mild- and severe-WS plants showed a
fast recovery in most physiological parameters measured. To analyze root response to
different levels of drought stress, a cDNA avocado stress microarray was carried out.
Plants showed a wide transcriptome response linked to the higher degree of water stress,
and functional enrichment of differentially expressed genes (DEGs) revealed abundance of
common sequences associated with water stress, as well as specific categories for mild-WS
and severe-WS. DEGs previously linked to drought tolerance showed overexpression
under both water stress levels, i.e., several transcription factors, genes related to abscisic
acid (ABA) response, redox homeostasis, osmoprotection, and cell-wall organization.
Taken altogether, physiological and molecular data highlight the good performance of
‘Dusa’ rootstock under low-water-availability conditions, although further water stress

experiments must be carried out under field conditions.
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Capitulo IV

Mild water stress-induced priming enhance tolerance to

Rosellinia necatrix in susceptible avocado rootstocks

Elsa Martinez Ferri, Guillermo Moreno Ortega, Noélani van den Berg, Clara
Pliego. BMC Plant Biology. 2019. 19, 458. https://doi.org/10.1186/s12870-

019-2016-3.
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Abstract

White root rot (WRR) disease caused by Rosellinia necatrix is one of the most
important threats affecting avocado orchards in temperate regions. The eradication of
WRR is a difficult task and environmentally friendly control methods are needed to lessen
its impact. Priming plants with a stressor (biotic or abiotic) can be a strategy to enhance
plant defense/tolerance against future stress episodes but, despite the known underlying
common mechanisms, few studies use abiotic-priming for improving tolerance to
forthcoming biotic-stress and vice versa (‘cross-factor priming’). To assess whether cross-
factor priming can be a potential method for enhancing avocado tolerance to WRR disease,
‘Dusa’ avocado rootstocks, susceptible to R. necatrix, were subjected to two levels of
water stress (mild-WS and severe-WS) and, after drought-recovery, inoculated with R.
necatrix. Physiological response and expression of plant defense related genes after
drought-priming as well as the disease progression were evaluated. Water-stressed avocado
plants showed lower water potential and stomatal limitations of photosynthesis compared
to control plants. In addition, NPQ and gN values increased, indicating the activation of
energy dissipating mechanisms closely related to the relief of oxidative stress. This
response was proportional to the severity of the water stress and was accompanied by the
deregulation of pathogen defense-related genes in the roots. After re-watering, leaf
photosynthesis and plant water status recovered rapidly in both treatments, but roots of
mild-WS primed plants showed a higher number of overexpressed genes related with plant
defense than severe-WS primed plants. Disease progression after inoculating primed plants
with R. necatrix was significantly delayed in mild-WS primed plants. These findings
demonstrate that mild-WS can induce a primed state in the WRR susceptible avocado
rootstock ‘Dusa’ and reveal that ‘cross-factor priming’ with water stress (abiotic stressor)

is effective for increasing avocado tolerance against R. necatrix (biotic stressor),
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underpinning that plant responses against biotic and abiotic stress rely on common
mechanisms. Potential applications of these results may involve an enhancement of WRR
tolerance of current avocado groves and optimization of water use via low frequency

deficit irrigation strategies.
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Resumen de los resultados

Los principales resultados obtenidos en esta tesis doctoral se exponen de acuerdo con
los objetivos planteados en la misma.

En relacion con el Objetivo I, se observé que la dotacion promedio estimada mediante
la metodologia de la FAO (ET, x K) para el cultivo del aguacate en la costa subtropical
andaluza (~7500 m*® ha® campafia®) estd muy por encima de la dotacién legalmente
establecida por hectérea de cultivo subtropical. Sin embargo, esta dotacion fue la que
presentd mejores resultados en cuanto a produccion y calidad de la fruta. Una dotacion por
encima de la misma (~15% mas, T3) implico una disminucion de productividad del agua,
mientras que una dotacion por debajo (~20% menos, lo que equivaldria al riego
convencional de la zona) conllevo una disminucién de la produccion (~16%) manteniendo
los calibres de la fruta. Reducciones mayores en el riego aplicado (40% y 60% por debajo
de la FAO, T4 y T5, respectivamente) provocaron estrés hidrico en los arboles, asi como
una disminucion de produccion y calidad de la fruta. No obstante, las dotaciones mas bajas
presentaron una mayor productividad del agua, y aunque sufrieron una merma en los
calibres de mayor tamafio, podrian suponer una via de desarrollo que permita mantener la

rentabilidad del cultivo en escenarios de baja disponibilidad de agua de riego.

En cuanto al Objetivo Il, los diferentes niveles de estrés hidrico a los que fueron
sometidas las plantas de aguacate ‘Dusa’ (moderado y severo, ~50% y ~25% de la
capacidad de campo de las macetas, respectivamente) ocasionaron una serie de cambios
fisioldgicos tanto a nivel de hoja, con disminuciones significativas del potencial hidrico
(), tasa de asimilacion de CO, (An) Yy conductancia estomatico (gs), como a nivel de
planta, con modificaciones de la ratio raiz/parte aérea y disminuciones de la transpiracion y
la conductividad hidraulica (K;). La mayoria de estos cambios fueron proporcionales al

nivel de estrés establecido, de modo que las mayores alteraciones de los parametros
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fisiolégicos medidos tuvieron lugar en el nivel de estrés hidrico méas severo. Una vez
restaurado el riego, la mayoria de estos pardmetros revirtieron en menos de cuatro dias a su
estado original sugiriendo que el portainjerto ‘Dusa’ tiene una buena capacidad para hacer
frente a la falta de agua. A nivel molecular, con més genes reprimidos que inducidos en
ambos niveles de estrés, se observd una mayor desregulacion génica en el estrés més
severo. El andlisis de enriquecimiento funcional revel6 abundancia de secuencias comunes
a ambos niveles de estrés asociadas con la respuesta de las plantas frente al estrés hidrico,
asi como categorias especificas para estrés moderado (&cido abscisico (ABA), inhibidores
de endopeptidasas) y severo (transporte de agua, union a calmodulina). En ambos niveles
de estrés se observd la sobreexpresion de genes vinculados con la tolerancia frente a
sequia. Entre estos genes, destacaron diversos factores de transcripcion (NAC, MYB,
WRKY), genes relacionados con la induccion temprana de ABA y genes que codifican
enzimas involucradas en mecanismos de detoxificacion, reorganizacion de la pared celular
y acumulaciéon de sustancias osmoprotectoras. Hay que destacar que algunos de estos
genes, tales como los que codifican a inhibidores de proteasas, se han relacionado también
con la respuesta de defensa frente a estreses bioticos, subrayando la existencia de
mecanismos comunes de respuesta frente ambos tipos de estres. El anélisis conjunto de la
respuesta fisioldgica y las modificaciones en la expresion génica inducidas por el estrés
hidrico permite sugerir que ‘Dusa’ posee cierto grado de tolerancia a las condiciones de
baja disponibilidad de agua, si bien se deben realizar mas experimentos bajo condiciones

de campo.

En el Objetivo 111 se abordd el uso del “priming” con estrés hidrico como estrategia
potencial para disminuir la incidencia de la podredumbre blanca radicular (PBR) en

plantaciones establecidas. Para ello, las plantas ‘Dusa’ se sometieron a dos niveles de
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estrés hidrico similares a los del objetivo anterior, obteniéndose de nuevo una respuesta
proporcional al nivel de estrés aplicado, que consistidé en una disminucion del potencial
hidrico de la hoja ( ¥,), mayor cierre estomatico (gs), disminucion de la tasa de asimilacion
de CO, (An) Y activacion de mecanismos de disipacion de energia relativos al estrés
oxidativo (NPQ). Estos cambios a nivel fisiologico fueron acompafiados por cambios a
nivel molecular en el patrén de expresion de genes relacionados con la defensa frente a
patdgenos en las raices de la planta. La reposicidn del riego revirtié los cambios a nivel
fisioldgico en cuestion de dias y en ambos niveles de estrés, excepto los mecanismos de
disipacion de energia (NPQ y gN) que permanecieron activos con valores por encima del
grupo control una vez finalizado el estrés hidrico. Las plantas recuperadas del estrés
moderado mostraron una mayor sobreexpresion de genes relacionados con la activacion de
mecanismos de defensa (NPR1, PR4, PR5, NAC). Tras la inoculacioén con el hongo R.
necatrix, las plantas recuperadas del estrés moderado mostraron un retraso,
estadisticamente significativo, en la progresion de la enfermedad en comparacion con el
resto de los tratamientos (control y estrés severo). Estos resultados abren la puerta al uso de
eventos puntuales de estrés moderado o estrategias de riego deficitario como mecanismo
para incrementar la tolerancia de los arboles de aguacate frente a la PBR y como método
de control de la dispersion de la enfermedad, ademas de la posible mejora en la eficiencia

del uso del agua.
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Discusion general

El aumento de poblacién mundial, acompafiado del crecimiento de la desertificacion
como consecuencia del cambio climéatico han convertido al agua en el principal recurso
limitante en la agricultura mundial. La escasez de recursos hidricos ha posicionado el uso
eficiente del agua de riego como un pilar basico de los programas de sostenibilidad de la
mayoria de los paises. En este escenario, la costa subtropical andaluza, pese a tener un
microclima que permite el cultivo de frutales como el mango, la chirimoya o el aguacate,
es zona especialmente castigada por la escasez de agua (~450 mm de precipitacion media
en los dltimos tres afios segun la Estacion Agroclimatica de Vélez-Malaga, situada en el
corazén de la Axarquia). Esto ha provocado que, en los Gltimos afios, la dotacion oficial
asignada por hectarea de cultivo subtropical haya descendido hasta valores cercanos a los
2000 m® ha* afio™. A corto plazo, no parece que estas dotaciones vayan a aumentar, y las
soluciones que se plantean al problema de la escasez hidrica (trasvases, nuevas
canalizaciones, aguas regeneradas...) aun necesitan tomar forma para constituir una
verdadera solucién para el grueso de los agricultores de la zona. En este contexto, cobra
especial valor la determinacién de dotaciones que, si bien no garantizan alcanzar el
rendimiento maximo, permiten mantener un cultivo de aguacate rentable y sostenible
(Capitulo 11). Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral demuestran que existe
un rango de reduccidén de los requerimientos hidricos tedricos del cultivo, dentro del cual
podemos mantener una plantacion sin que sufra las consecuencias del estrés por falta de
agua (o con episodios puntuales de estrés durante la época de mayor demanda evaporativa)
y con una productividad del agua cercana a 3 kg m™. Si bien estas dotaciones por debajo
del requerimiento tedrico provocan una disminucion del calibre de la fruta, lo que puede
suponer un perjuicio para el agricultor, se mantiene una produccion no muy alejada de los

tratamientos con mayor dotacion hidrica. Estos resultados ponen de manifiesto que la
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aplicacion de esta estrategia de riego deficitario sostenido, con recortes en torno al 25% de
la lamina de agua requerida por el cultivo, pueden representar una estrategia de ahorro en
situaciones de escasez hidrica como las que vienen ocurriendo en la zona subtropical
andaluza, permitiendo la viabilidad de los cultivos, en el corto plazo. No obstante, ante los
escenarios de sequia cronica que se aventuran con el cambio climatico, la sostenibilidad
del cultivo del aguacate en la region dependera del uso de estrategias que permitan la
optimizacion de la aplicacion de dotaciones reducidas riego. Esto se puede llevar a cabo
mediante la programacion de los eventos de riego de manera mas precisa en base a los
requerimientos diarios del arbol (riego de precision) y adecuando el nivel de severidad de
los recortes de acuerdo con los periodos fenoldgicos que menos comprometan la
productividad del arbol (riego deficitario controlado). Asimismo, es importante el manejo
del riego y su distribucion en el suelo, de manera que se favorezca el aprovechamiento del
agua en las capas altas del suelo, donde se concentran las raices de aguacate. La
combinacidn de estas estrategias puede suponer soluciones de ahorro de agua que permitan
asegurar el futuro a largo plazo del cultivo del aguacate en Espafia dentro del marco de la
sostenibilidad ambiental.

El efecto de la escasez hidrica en la produccion y tamafio de la fruta son un reflejo de
las modificaciones fisioldgicas que la falta de agua provoca en los arboles que, en ultima
instancia, se traducen en una disminucion de la actividad fotosintética del arbol, lo que
conlleva una menor cantidad de recursos para invertir en crecimiento y produccion. Por
ello, la capacidad del arbol para aprovechar esos recursos hidricos limitados cobra especial
importancia en escenarios de escasez hidrica. En el cultivo del aguacate, dominado por la
variedad ‘Hass’, es el patron o portainjerto el que aporta el sistema radicular y por lo tanto

tiene una influencia directa en la capacidad de absorcién de agua y su transporte en el
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arbol. Sin embargo, los portainjertos que se han utilizado tradicionalmente en el aguacate
se han seleccionado por aportar a la variedad caracteristicas ventajosas como disminucién
del vigor, aumento de la produccidn, tolerancia a salinidad y/o tolerancia frente a
enfermedades, adquiriendo especial relevancia la tolerancia a Phytophthora cinnamomi
(Pliego-Alfaro et al., 2020). Como consecuencia, pocos estudios se han centrado en el
andlisis del comportamiento de los portainjertos frente a la falta de agua ni de su respuesta

y/o tolerancia al estrés hidrico.

En la presente tesis doctoral se ha abordado, por primera vez, el estudio del
comportamiento de ‘Dusa’, el portainjerto de aguacate mas usado a nivel mundial, frente a
la desecacion del sustrato, con el fin de establecer el grado de tolerancia a diferentes
niveles estrés hidrico y evaluar su capacidad de recuperacion tras el mismo (Capitulo 111).
Los resultados mostraron una proporcionalidad entre la respuesta a nivel fisiologico y el
nivel creciente de desecacion, de manera que un nivel de estrés moderado (50% de
capacidad de campo) podria establecerse como umbral de riego sin graves consecuencias
para la fisiologia del arbol mientras que un nivel de desecacion severo (25% de la
capacidad de campo) implic6 una merma considerable de la capacidad fotosintética y de la
conductividad hidraulica de las plantas. No obstante, una vez restaurado el riego se produjo
una rapida recuperacion de la mayoria de los pardmetros evaluados en cualquiera de los
niveles de estrés hidrico. Esa rapida recuperacion, pone de manifiesto que las
consecuencias de la aplicacion puntual de un nivel de estrés hidrico severo sobre la
vitalidad de los arboles no son irreversibles, si bien el mantenimiento de estos niveles de
estrés de forma sostenida puede conllevar la muerte de los arboles. A nivel molecular, es
destacable que el nivel de estrés mas moderado fue suficiente para inducir la expresion de

mecanismos de defensa de la planta frente a la falta de agua, incluyendo una bateria de
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genes que previamente se habian asociado en la literatura con la tolerancia al estrés
hidrico. Entre ellos, la activacién de la enzima 9-cis epoxicarotenoide digoxigenasa,
implicada en las primeras reacciones de sintesis del &cido abscisico (Uichi et al., 2001) con
valores de expresion méas elevados en el nivel de estrés moderado, junto con la activacion
de factores de transcripcion (NAC, WYRK, MYB) que regulan genes implicados en la
respuesta a estrés (Singh y Laxmi, 2015; Wang et al., 2016), ponen de manifiesto una
rapida respuesta de la planta frente a la desecacion. De igual manera, la puesta en marcha
de mecanismos implicados en la detoxificacién de las especies reactivas de oxigeno
(ROS), asi como la modificacion de la pared celular y la acumulacion de sustancias para
proteger las células del colapso osmoético, parecen indicar cierto grado de tolerancia frente
a la desecacién que podria explicar la rapida recuperacion de la mayoria de los parametros
fisiolégicos una vez se repuso el riego en las macetas. Los resultados de este ensayo
apoyan la hipotesis de que el portainjerto de aguacate de ‘Dusa’ muestra cierto grado de
tolerancia al estrés hidrico, si bien son necesarios méas estudios en campo con éarboles
injertados para constatar su tolerancia ante la falta de agua. Estos resultados abren la

posibilidad de utilizar el riego deficitario como estrategia para el ahorro de agua.

El camino hacia un cultivo medioambientalmente sostenible pasa, ademéas de por la
optimizacion del riego y del uso de los recursos hidricos disponibles, por el uso de
estrategias de control integrado que engloben el manejo de todos los factores, tanto
abioticos como bidticos, que puedan suponer una disminucion de la rentabilidad del
cultivo. En este sentido, abordar el efecto de diferentes factores en una plantacion de
frutales es complejo pues los distintos tipos de estrés se pueden solapar e interaccionar
entre ellos (Suzuki et al., 2014). La induccion de estrés hidrico en las plantas de aguacate

(Capitulo 111) conlleva la sobreexpresion de una serie de genes que también se han
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vinculado a la tolerancia contra ciertos factores bidticos como la invasion fungica
(Zumaquero et al., 2019). Este resultado apoya la teoria de que, en la respuesta de las

plantas contra el estrés, sea bidtico o abiotico, subyacen mecanismos comunes.

En esta respuesta comun se basa el concepto de “priming”, que consiste en someter a las
plantas a un estimulo inductor de estrés “inocuo” que promueva un estado de pre-alerta que
confiera cierto grado de tolerancia ante estreses venideros (a modo de vacuna). Esta
estrategia, ha sido probada en distintas especies en las que, en su mayoria, el “‘priming” se
realizaba con una combinacion de estimulos del mismo tipo (bi6tico-bidtico o abidtico-
abidtico; Bruce et al. 2007; Tugizimana et al., 2018 y Schwachtje et al., 2019), si bien
también ha resultado efectiva con la combinacion de ambos tipos de factores (“‘cross-factor
priming”) en eucalipto (Barradas et al. 2018). Tomando como base los resultados
obtenidos en el capitulo 11, en el que el estrés hidrico indujo la sobrexpresién de una serie
de genes vinculados con la tolerancia frente a R. necatrix (Zumaquero et al. 2019), en el
Capitulo IV, nos planteamos utilizar la estrategia “cross-factor priming” para inducir,
mediante estrés hidrico, una mayor tolerancia frente a R. necatrix del portainjerto
susceptible ‘Dusa’. Este ascomiceto es causante de la podredumbre blanca radicular (PBR)
en el aguacate, que se considera el principal patdégeno causante de pérdidas en paises
mediterraneos (LOpez-Herrera et al., 1998; Ldopez-Herrera y Zea-Bonilla, 2007; Pliego et
al., 2012) y una enfermedad emergente en importantes paises productores de aguacate
como Sudafrica (van den Berg et al., 2018), México y Australia. Nuestros resultados
sefialan que, tras la recuperacién de un estrés hidrico moderado, las plantas del portainjerto
de aguacate ‘Dusa’ mantuvieron niveles elevados de expresion de determinados genes
involucrados en la defensa frente a patdgenos (Nac domain-containing protein 72, protease

inhibitor-like, endochitinase, NPR1, PR-4, PR-5, universal stress protein). En estas
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plantas, la progresion de la PBR se vio significativamente retrasada sugiriendo que la
estrategia de ““cross-factor priming” mediante estrés hidrico podria ayudar a la disminucion
del impacto de la enfermedad en las plantaciones ya establecidas. Estos resultados cobran
gran valor en el escenario anteriormente descrito, en el que la falta de agua y la incidencia
de la PBR, son dos condicionantes de la sostenibilidad y viabilidad de las plantaciones de
aguacate actuales. Asimismo, se abre una via de estudio sobre el posible beneficio que el
manejo del estrés hidrico moderado pueda tener para lograr un menor uso de agua de riego
y un incremento de tolerancia frente estrés bidtico. Colateralmente, la disminucion puntual
del nivel de humedad del suelo podria contribuir a la disminucion de la dispersion de los
hongos patdgenos de suelo, muy ligada a la humedad del mismo, postulandose como un
método de control de la enfermedad. En cualquier caso, el uso de esta estrategia debe
basarse en la induccion de niveles de estrés hidrico moderados, de modo gue la balanza se

equilibre hacia los beneficios obtenidos frente a la posible pérdida de rentabilidad.
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1. Los requerimientos hidricos para el cultivo del aguacate en la costa subtropical
andaluza, estimados mediante la metodologia de la FAO (ETo x K¢), alcanzan ~7500 m®
ha™* afio™, valor muy por encima de la dotacién legal para el cultivo de subtropicales en

la zona.

2. Variaciones en torno a esta dotacion hidrica tienen implicaciones en el rendimiento y la
calidad de la fruta, asi como en la productividad del agua. Una dotacién hidrica de
~20% por encima de los requerimientos tedricos no representan una ventaja en el
rendimiento ademas de implicar una disminucion de la productividad del agua. Una
disminucion de ~25% de la dotacion estimada pueden provocar cierto grado de estrés
hidrico en los arboles, detectable mediante la medida del potencial hidrico de la hoja,
suponiendo ademéas una disminucion de los calibres de la fruta. En escenarios de
escasez hidrica, estas dotaciones por debajo de las necesidades estimadas pueden
suponer una opcidn rentable que permita el cultivo sostenible del aguacate en la costa

subtropical andaluza a largo plazo.

3. La imposicion de dos niveles de estrés (moderado y severo) mediante la desecacion del
sustrato en plantas de aguacate del portainjerto ‘Dusa’ induce una rapida respuesta a
nivel fisiol6gico, tanto en parametros asociados a la hoja (potencial hidrico de la hoja,
parametros de intercambio gaseoso...) como a nivel de planta completa (tasa de
transpiracion, relacion raiz/parte aérea...), siendo los cambios proporcionales al nivel
de estrés impuesto. Con la reposicion del riego en las plantas sometidas a estrés, la
mayoria de los parametros fisiologicos se recuperan rapidamente en ambos niveles de
estrés, lo que podria suponer una ventaja frente a momentos puntuales de estrés

hidrico, ya sean derivados de eventos de sequia o0 de estrategias de riego deficitario.
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4. La imposicion de estrés hidrico provoca, en las raices de las plantas del portainjerto
‘Dusa’, la sobreexpresion de genes relacionados con la tolerancia frente a la sequia,
incluyendo genes involucrados en la biosintesis de acido abscisico, sintesis de
sustancias osmoprotectoras, activacion mecanismos antioxidante y reparacién de
sistemas. Esta respuesta molecular, junto con la capacidad de las plantas estresadas
para recuperar el estado fisioldgico inicial inmediatamente después de la reposicion del
riego, indican que el portainjerto de aguacate ‘Dusa’ presenta cierto grado de tolerancia

al estrés hidrico.

5. Las plantas de aguacate ‘Dusa’, portainjerto susceptible a la podredumbre blanca
radicular, sometidas a estrés hidrico moderado muestran una mayor tolerancia frente al
hongo patdgeno Rosellinia necatrix, indicada por el retraso en la progresion de la
enfermedad en comparacion con plantas no estresadas o sometidas a estrés hidrico

SEVEro.

6. Esta mayor capacidad de defensa de las plantas de ‘Dusa’ frente a Rosellinia necatrix
tras la recuperacion del estrés hidrico moderado, parece estar relacionada con el
mantenimiento de los mecanismos de disipacion de energia que se habian puesto en
marcha durante el estrés hidrico (NPQ y gN) lo que sugiere un nivel de prealerta en las
plantas. A nivel molecular, el analisis de la expresion genica en las raices de las plantas
una vez recuperadas del estrés mostro la induccion de genes potencialmente
relacionados con la defensa frente a los patdgenos de suelo Rosellinia. necatrix y
Phytophthora cinnamomi, entre otros un factor de transcripcion NAC, inhibidores de

proteasas, PR4 o el gen regulador de la respuesta frente a patdgenos biotrofos NPRL1.
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7. El nivel de prealerta inducido tras el estrés hidrico moderado puede suponer la base para
aumentar la tolerancia frente al ataque de patdgenos y sugiere que el manejo del estrés
hidrico mediante el riego podria representar una herramienta para reducir el impacto de

Rosellinia necatrix en plantaciones de aguacate infectadas con el patdgeno.
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