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Resumen

La mayoria de los cuitivares de almendro son susceptibles a |las temperaturas negativas, lo que limita
su expansién a las zonas con riesgo de heladas primaverales. Por ello casi todos los programas de
mejora genética del almendro tienen como objetivo prioritario la seleccion de genotipos de floracion
tardia o muy tardia, con el fin de evitar los periodos de alto riesgo de heladas. Los estudios de la tole-
rancia de las flores y los pequefios frutos a las heladas se han limitado a la observaciéon de jos dafios
morfolégicos ocasionados por las bajas temperaturas. Por ello, en este estudio se ha evaluado el uso
de la fluorescencia de clorofila (FC) para estimar la tolerancia de 12 cultivares comerciales de distinta
procedencia a las bajas temperaturas. Las flores de almendro se sometieron durante 24 horas a distin-
tas temperaturas (0°, -1°, -2°y -3°C), midiendo a continuacién la FC. En general, la fluorescencia varia-
ble (Fv} y la relacion Fv/Fm (donde Fm es la fluorescencia maxima) disminuyeron con el tiempo en
todos los genotipos, aunque el ritmo de reduccidn varié segun el genotipo. La reduccién de estos
parametros fue mas lenta en los cultivares tolerantes a las bajas temperaturas, con una reduccion line-
ar y/o sigmoidal en los cultivares susceptibles. En general, la clasificacién de los genotipos segun su
grado de tolerancia a las heladas mediante esta técnica coincide con las sefialadas en la bibliografia.
Estos resultados indican que la fluorescencia de clorofila es una técnica prometedora (rapida, cuanti-
tativa, sencilla y no destructiva) para determinar la tolerancia de los genotipos de almendro a las hela-
das independientemente de su época de floracion.
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Summary
Evaluation of almond flower tolerance to frosts by chlorophyil fluorescence

Most almond cultivars are susceptible to negative temperatures, a limiting factor for almond expan-
sion to regions with risks of spring frosts. As a consequence, the main objective of most aimond bree-
ding programmes is to select late- or very late-blooming genotypes, in order to avoid the periods of
high frost risk. Flower and fruitlet tolerance to frosts has been only studied so far by observing the
morphological damages produced by low temperatures. Thus, our objective was the evaluation of
chlorophyll fiuorescence (FC) to estimate the tolerance of 12 commercial almond cultivars from diffe-
rent origin to low temperatures. Flowers were maintained during 24 hours at different temperatures
(0°, -1°, -2° and -3°C), measuring FC afterwards. in general, the variable fluorescence (Fv) and the ratio
Fv/Fm (being Fm the maximal fluorescence) decreased with time in all genotypes, although the decre-
asing rate depended on the genotype. The decrease of these parameters was slower in the cultivars
tolerant to low temperatures, whereas the decrease was linear or/and sigmoid in the susceptible culti-
vars. In general, the classification of genotypes according to their frost tolerance leve! with this tech-
nique agreed with the published references. These results lay out that chlorophyli fluorescence is a
promising technique (fast, quantitative, easy and non-destructive) to ascertain the tolerance of
almond genotypes to frosts independently of their blooming time.

Key words: Almond, flower, tolerance, frosts, chlorophyll fluorescence, breeding.
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introduccién

En la naturaleza, se entiende por estrés pro-
vocado por heladas el debido a la incidencia
de temperaturas inferiores a 0°C (Sakai y
Laracher, 1987). Sus dafos provocan un des-
orden fisiologico de distinta magnitud en
diferentes partes de la planta (Walker et al,,
1990). Desde el punto de vista agronémico,
se define a la helada como el descenso ter-
mico capaz de causar algun dafio, e incluso
la muerte, a los tejidos vegetales indepen-
dientemente de la aparicion de hielo exte-
rior. La produccion espafiola de almendra
muestra unas grandes oscilaciones, debidas
sobre todo a la ocurrencia de heladas en la
época de floracion o en los primeros esta-
dos de crecimiento del fruto (Tabla 1). La
baja produccion registrada en el afio 2004
se debio principalmente a fa ocurrencia de
varias heladas en el mes de marzo (Kodad y
Socias i Company, 2005).

Grasselly y Crossa-Raynaud (1980) menciona-
ron los estudios llevados a cabo por Evrei-
noff (1952) en relacion a la resistencia de las
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yemas de almendro a ias heladas, coincidien-
do en considerar gue las flores son sensibles
a -3°C en el estado fenologico D (Felipe,
1977), a -1,5°C en el momento de floraciony
hetandose los frutitos recién cuajados a
-0,5°C. Bayukyilmaz y Kester (1976) mencio-
naron que el grado de los dafios causados
por las heladas depende de la fase del des-
arrollo de la flor y de la edad de la planta.
Snyder y Connell (1995) concluyeron que
“Nonpareil” y "Sonora”, en un conjunto de
9 cultivares americanos, son los mas resis-
tentes a las heladas en el estado fenoldgico
D. Desde el punto de vista genético, no se
ha cuantificado la transmision de la toleran-
cia a las heladas, aunque se cree que esta
bajo control poligénico y que se transmite
de forma cuantitativa (Felipe, 1988). La
mayoria de los estudios se han limitado a la
descripcion morfologica de los dafios causa-
dos por las heladas en las yemas y las flores
del almendro (BUyUkyilmaz y Kester, 1976) o
a evajuar la magnitud de los danos causado
por las heladas en funcién de las pérdidas
en la produccion (Felipe, 1988).

Tabla 1. Produccion de almendra en pepita (tm) en las principales regiones
productoras de Espafia durante los Gitimos 10 afios (CAP)
Table 1. Almond kernel production (tm) in the main Spanish producing regions
during the last 10 years (CAP)

2005 2006 2007 2008

Region 2000 2001 2002 2003 2004 2009
Andalucia 9,532 7.300 10500 7.350 2.100 12.000 14.600 7.300 5.440 11.850
Murcia 7.987 8900 11.300 8000 2.000 8300 11.500 6.900 6.289 11.202
Valencia 7.679 8.000 11.200 4.500 1.600 6.400 8900 6.010 4.450 8.000
Aragon 5402 6.600 6.700 3.600 800 5.000 6.700 5.700 5.116 10.280
Cataluna 4793 3.600 5.100 3.460 1.400 3.693 5.000 3.413 3.071 7.102
Castillac=La Mancha 1.466 3.600 5.000 1.680 1.284 3.245 4500 1.700 3.206 8.136
Baleares 1.277 1400 1.800 570 2.450 2.100 2.000 2.500 2.200 880
Otras 651 700  1.050 500 500 833 720 605 898 1.556
Total 38.787 40.100 52.650 29.660 12.134 41.571 54.100 34.128 30.670 59.006
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Aungque hace tiempo gque se conoce que
cualquier cambio en la emision de fluores-
cencia por la clorofila en los 6rganos foto-
sintéticos es una indicacion de cambios en
su actividad fotosintética (McAlister y Me-
yers, 1940), recientemente se ha comproba-
do la validez de las medidas de fluorescen-
cia de la clorofila para estimar la eficiencia
en el transporte de los electrones por el PSli
(fotosistema il) en la hoja (Genty et al,,
1989). La eficiencia del PSlI se ha relaciona-
do con la eficiencia de asimilaciéon del CO,
(Genty et al.,, 1989), por lo que esta técnica
permite examinar la eficacia fotosintética
en hojas en condiciones controladas y en
condiciones de campo (Baker y Rosengvist,
2004). La relacion entre la eficiencia del PSHH
y la asimilacion del CO, en la hoja permite
detectar las diferencias en la respuesta de
las plantas a las condiciones ambientales
adversas y por consiguiente seleccionar para
la tolerancia frente a estas condiciones
(Baker, 1996). El metabolismo de las hojas se
inhibe severamente como consecuencia de
la destruccion o la desregulacion del PSII
por las heladas (Tijskens et al., 1994), lo que
resulta en un cambio en la emision de fiuo-
rescencia por la clorofila. Por ello, la estima-
cién de la florescencia por la clorofila en
estas condiciones permite seleccionar para
la tolerancia a las heladas (Smillie y Hethe-
rington, 1990) o para establecer un orden
de las especies en funcion de su tolerancia a
las heladas (Greaves y Wilson, 1986).

Recientemente se ha avanzado en el uso
practico de las medidas de fluorescencia de
la clorofila, que se ha mostrado eficaz para
evaluar la tolerancia a las heladas en toma-
te (Walker et al., 1990), pimienta verde,
patata (Greaves 'y Wilson, 1987), fresa (Kha-
nizadeh y DeEll, 2001) y plantas ornamenta-
les (Hakam et al., 2000). La reduccidn de la
emision de fluorescencia por la clorofila fue
significativa en hojas y/o en flores después
de estar expuestas a bajas temperaturas

(Karukstis, 1991). En general, las plantas
susceptibles y tolerantes exhiben el mismo
patron de reduccidon de emision de fluores-
cencia de la clorofila, pero en las plantas
sensibles la reduccion tiene lugar a un ritmo
mas acelerado (Bernnan y Jefferies, 1990;
Hakam et al., 2000).

El objetivo principal de este trabajo fue
comprobar la posibilidad de utilizar la fluo-
rescencia de la clorofila como técnica rapida
para determinar la tolerancia de las fiores
del almendro a las heladas y su posible uso a
gran escala en los programas de mejora
para la seleccion de genotipos tolerantes a
las heladas.

Materiales y métodos
Material vegetal

Se estudiaron un total de 12 cultivares co-
merciales de almendro procedentes del banco
de germoplasma del Centro de Investiga-
cién y Tecnologia Agroalimentaria de Ara-
gon (CITA), Zaragoza (Tabla 2), algunos de
ellos citados en la bibliografia como tole-
rantes a las heladas, como “Masbovera”,
"Mission”, "Nonpareil” y “Peerless”. Estos
cultivares se encuentran plantados en blo-
gues de tres arboles por clon en un suelo de
tipo aluvial y de textura franca.

Dafios causados por bajas temperaturas

Con el objetivo de evaluar el efecto de las
heladas en condiciones controladas, en la
época de floracion se recogieron de 20 a 30
flores en el estado fenologico E, se coloca-
ron en bolsas de plastico de polietileno
humidificadas y se llevaron al laboratorio.
Inmediatamente se colocaron en una incu-
badora frigorifica (Cooled Incubator, Binder
ATP.Line KB, Tuttlingen, Alemania). Las tem-
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Tabla 2. Porcentaje de dafios observados en pistilos después de los tratamientos en
condiciones controladas y clasificacion de los cultivares en relacién a las heladas
Table 2. Percentage of damages observed in pistils after treatment in
controlied conditions and cultivar classification in relation to frosts

Cultivar T1(-1°) T2 (-2,5° Tolerancia a la helada
Moncayo 26 a 46 b Susceptible

Tuono 19b 57 a Muy susceptible
Perrless 19b 41 ¢ Susceptible

Felista 18 bc 52 a Muy susceptible

Guara 16 bc 28 d Tolerante a Susceptible
Mission 16 bc 32d Tolerante a Susceptible
Ferragnés 15 be 39¢ Susceptible

D. Largueta 12 ¢ 54 a Muy susceptible
Nonpareil 12¢ 28 d Tolerante a Susceptible
Marcona 9d 26d Tolerante a Susceptible
Bertina 9d 24 de Tolerante

Masbovera 8d 21e Tolerante

Valores con letras distintas son significativamente diferentes por el test LSD a P = 0,05.

peraturas de ensayo se eligieron entre -1°C
y -2,5°C durante 1 hora, de acuerdo con las
referencias de estudios sobre el efecto de
las heladas segun cada estado fenolodgico
(Proebsting y Mills, 1978). La temperatura
inicial en la incubadora fue +4°C y disminu-
yé a un ritmo de 2°C por hora hasta la tem-
peratura deseada. Después del periodo de
incubacién se subié a un ritmo de 2°C por
hora hasta 5°C. Las muestras se guardaron
después en un frigorifico a 4°C durante 24
horas para su observacion y la estimaciéon de
los dafios en [os pistilos.

En relacion a la magnitud de los dafios obser-
vados en los dos tratamientos, especialmente
a -2,5°C, se establecio una clasificacion subje-
tiva de la tolerancia a las heladas de las selec-
ciones estudiadas: muy susceptible cuando los
" dafos superaron el 50% de las yemas de flor
observadas; susceptible, con dafios entre el
31% y 50%; de tolerante a susceptible, con

dafios entre el 25% y 30%; y tolerante, con
dafios inferiores al 24%.

Evaluacion mediante fluorescencia
de la clorofila (FC)

Se aplicd, con algunas adaptaciones, el pro-
cedimiento descrito por Khanizadeh y Deéll
(2001). Se marcaron varios ramos homogé-
neos y aproximadamente a la misma altura
del suelo para disminuir el efecto del estado
nutritivo de las muestras sobre la fluores-
cencia de la clorofila (Baker y Rosengvist,
2004). Para evitar el efecto de la edad de la
muestra sobre la FC, se cogieron al azar
muestras de 20 yemas de flor en estado fe-
nolégico E. Las muestras se colocaron in-
mediatarmente en la incubadora a una tem-
peratura inicial de +4°C, programada para
efectuar una disminucion de temperaturas
de 1°C por hora. Las yemas se sometieron a 4



146 0. Kodad, £ Morales y R. Socias ITEA (2010), Vol. 106 (2), 142-150

tratamientos: 0°C, -1°C, -2°Cy finalmente-3°C
durante 24 horas para cada tratamiento.

Las medidas de la fluorescencia se hicieron
bajo luz verde de 40W con una iluminacion
que permite la visibilidad para el manejo de
las muestras y del aparato en una camara
obscura para evitar la pre-irradiacion por la
luz visible (Smillie y Hetherington, 1990).
Las medidas se realizaron mediante un fluo-
rimetro PAM 2000 (Heinz Walz, Effeltrich,
Alemania), utilizando la prueba Fv/Fm (mé-
todo 1 del fluorometro) (Lindgren y Hall-
gren, 1993). La intensidad del modulador se
fijo a 80 y el detector a 40, con una intensi-
dad de saturacion de 190 (35W, ldmpara
halogena) durante 0,8 seg. Se midid la FC
después de alcanzar el nivel de florescencia
inicial (F,). El nivel de fluorescencia alcanzd
su nivel maximo (F,) después de 0,8 seg.
Una vez determinados estos parametros, se
calculo la fluorescencia variable en la oscuri-
dad (Fv) aplicando la férmula: Fv = Fm-Fo.
Con estas variables se determind la relacion
Fv/Fm, que mide la eficiencia potencial
méaxima del PSIl (Abadia et al., 1999). Las
determinaciones se hicieron en la zona ova-
rica de la flor, que se mantuvo hidratada
durante todo el proceso del anélisis. Los
parametros de fluorescencia Fv se determi-
naron colocando el sensor del fluorimetro
en la zona ovérica y se irradié con luz blan-
ca con una intensidad del flujo de fotones
del orden de 6 mmol m2s™.

Resultados y discusion

Danos causados por las heladas
en condiciones controladas

Los analisis estadisticos han mostrado dife-
rencias significativas entre los genotipos
para cada temperatura en cuanto a la mag-
nitud de los dafos observados en los pistilos
(Tabla 2). Los dafios después del primer tra-

tamiento (-1°C) oscilaron entre 8% y 26%.
Después del segundo tratamiento (-2,5°C)
los danos superaron el 50% de las flores
examinadas en 3 genotipos, oscilando entre
21% y 57%. Las yemas examinadas se en-
contraban en el mismo estado fenologico,
por lo que las diferencias entre genotipos
son independientes de este factor, que es
determinante en la evaluacion de la tole-
rancia a las heladas (Simons y Doll, 1976),
como ya se habia mencionado anteriormen-
te en el aimendro (Felipe, 1988).

La evaluacion subjetiva de la magnitud de
los dafios, especialmente después del segun-
do tratamiento, ha permitido establecer una
clasificacion de los genotipos en funcidén de
su tolerancia a las heladas. Sin embargo, la
mayoria de genotipos han cambiado el
rango de clasificacion de un tratamiento a
otro en funcion de los dafos (Tabla 2), o
que confirma que la tolerancia de las yemas
de flor también depende de la intensidad
de la helada (Mazur, 1969). En cualquier
caso, seis genotipos son muy susceptibles a
una temperatura de -2,5°C, incluyendo las
variedades "Tuono”, "Peerless” y "Felisia”,
mientras que las variedades "Bertina” y
"Masbovera” son los cultivares que se mos-
traron mas tolerantes (Tabla 2).

Evaluacion mediante la fluorescencia
de clorofila (FC)

En general, la emision de fluorescencia por
la clorofila ha mostrado una clara disminu-
cion con la reduccion de las temperaturas
(Tabla 3), como ya se habia observado en
flores de fresa (Khanizadeh et al., 2000) o
en hojas de tomate (Briggermann y Linger,
1994) o de rosa (Hakam et al; 2000). Asi
mismo se ha mostrado que la disminucion
de la FC esta relacionada con la inhibicion
de la actividad fotosintética, lo que se tra-
duce en una reduccion importante de la asi-
milaciéon de CO, (Baker y Nie, 1994). La
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Tabla 3. Evolucion de la fluorescencia de la clorofila de la zona ovarica de las yemas de los cultivares
estudiados en funcion de las temperaturas. Valor relativo de Fv/Fm en relacion al normal a 22°C (%)
Table 3. Evolution of chlorophyil fluorescence in the ovary zone of flower buds of the cultivars
studied as related to temperature. Relative value of de FviFm in relation to the normal at 22°C (%)

Temperatura

Variedad 22°C 0°C -1°C -2°C -3°C Regresiont
Bertina 100 100,2 85,17 70,02 54,97 Sigmoidal
Desmayo Largueta 100 95,39 61,76 59,87 52,04 Lineal
Felisia 100 99,48 95,63 73,01 65,60 Lineal
Ferragnés 100 91,29 90,54 77,15 62,42 Lineal
Guara 100 96,29 93,48 84,21 76,61 Sigmoidal
Marcona 100 92,23 91,44 88,57 80,31 Sigmoidal
Masbovera 100 100,1 88,84 85,31 82,02 Sigmoidal
Moncayo 100 84,74 76,23 74,85 73,12 Lineal
Nonpareil 100 98,5 93,1 87,16 78,44 Sigmoidal
Peerless 100 89,08 83,20 65,71 57,87 Lineal
Mission 100 93,39 87,98 86,12 74,08 Sigmoidal
Tuono 100 99,66 99,51 86,56 63,74 Lineal

reduccion de la FC ha seguido dos patrones
distintos: lineal y sigmoidal (Tabla 3), como
se ha encontrado en las fiores de la fresa
(Khanizadeh y DeEll, 2001).

En esta especie, si la reduccion de Fv/Fm es
sigmoidal, las selecciones son susceptibles a
las heladas, pero si es lineal son entre tole-
rantes a susceptibles. En nuestro estudio se
ha encontrado una correlacion directa entre
la rapidez de la disminucion de Fv/Fm y los
valores de los dafios visuales observados a
-1°Cy -2,5°C en condiciones controladas. Los
genotipos con dafos elevados presentaron
una reduccion rapida de Fv/Fm, como "Des-
mayo Largueta”. También se ha observado
gue “Nonpareil”, "Peerless” y "Mission” pre-
sentaron una reduccion del Fv/Fm sigmoi-
dal, por o que, siguiendo la clasificacion
propuesta por Khanizadeh et al. (2000),
serian entre tolerantes a susceptibles a las
heladas, aunque se ha observado que la

pendiente de reduccion de Fv/Fm de “Non-
pareil” es menos acentuada que {a de las
otras dos variedades. Ello coincide con los
resultados de Snyder y Connell (1995), que
mostraron en condiciones controladas que
“Nonpareil” era mas tolerante a las heladas
gue “Mission” y "Peerless”.

Por otro lado, el Fv/fm de "Desmayo Lar-
gueta” sigue una reduccion lineal, mientras
gue la de “Marcona” sigmoidal, indicando
gue la primera puede ser mas susceptible
gue la segunda. Ello coincide con los resul-
tados obtenidos en condiciones controladas
y en el campo en el afio 2005 (Kodad, 2006).
En efecto, en la primavera de 2005 se regis-
trd una helada de -3°C que produjo danos
importantes en las yemas de flor de "Des-
mayo Largueta”, mientras que los dafios en
"Marcona” fueron insignificantes (datos no
mostrados). En el momento de {a helada, las
dos variedades se encontraban en el estado
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fenoldgico D, por lo que las yemas de flor
de “Marcona® son probablemente mas tole-
rantes que las de “Desmayo Largueta”, aun-
que las dos variedades sean susceptibles a
las heladas (Felipe, 1988). Ello coincide con
los resultados encontrados aplicando la téc-
nica de la fluorescencia de clorofila.

Sin embargo, en algunas variedades conside-
radas tolerantes a ias heladas como “Masbo-
vera” (F.J. Vargas, com. per.) y “Nonpareil”
(Snyder y Connell, 1995), la reduccion de
Fv/Fm presenta el mismo patréon de reduc-
cion que el de “Ferragnés” y “Marcona” (Fig. 1),
consideradas susceptibles (Miranda et al.,
2005), sugiriendo que estas variedades
podrian considerarse entre tolerantes a sus-
ceptibles. Sin embargo, la reduccion de Fv/Fm
en funcién de las temperaturas es mas lenta
para “Masbovera” gue para “Ferragnés” y
"Marcona (Fig. 1).

Aungque las plantas susceptibles y las tole-
rantes exhiben el mismo patron de reduc-
cion de emision de fluorescencia por la clo-
rofila, en las plantas sensibles la reduccion
tiene lugar a un ritmo mas acelerado (Bern-
nan y Jefferies, 1990; Hakam et al., 2000).
Ello significa que en el momento de estable-
cer el orden de tolerancia a las heladas de
las variedades de almendro mediante la
fluorescencia de la clorofila, es recomenda-
ble basarse mas en la rapidez de la reduc-
cién de Fv/Fm que en el patron de su reduc-
¢ion. Con ello se puede concluir que el
modelo de clasificacion de la tolerancia a las
heladas segun el patréon de reduccion de Fv
en funcion de las temperaturas propuesto
por Hakam et al. (2000) y Khanizadeh y
DeEll (2001) se puede adaptar al almendro.

Los resultados mostraron que 10 genotipos
(Tabla 3) presentaron una respuesta sigmoi-

EFS;F':H o) —¢—Ferragres  ~~{-~ Masbovers = NEroom
o
0
i
3 , : . . ,
- 0 2 3 TR0

Figura 1. Evolucion de Fv/Fm de "Marcona®, “Masbovera” y “Ferragnés”
Figure 1. Evolution of FviFm in “Marcona”, “"Masbovera” and “Ferragnés”
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dal (Q) con un punto de inflexion situado
entre -1°Cy -2°C, por lo que la reduccién de
Fv/Fm no fue significativa hasta que se
aicanzaron estas temperaturas. Por elio, las
flores de estos genotipos deben ser toleran-
tes a temperaturas comprendidas entre 0°C
y -2°C. En todos los genotipos estudiados,
los valores més bajos de fluorescencia de la
clorofila se registraron a temperaturas com-
prendidas entre -2°C y -3°C (Tabla 3}, indi-
cando que las yemas de flor de todos los
genotipos son vulnerables a estas tempera-
turas. Ello coincide con los presentes resul-
tados y con los otros resefados (Evreinoff,
1952; Felipe, 1988; Miranda et a/., 2005).

Conclusion

La variabilidad de la respuesta de ios geno-
tipos estudiados a las heladas, independien-
temente de su época de floracidn, confirma
la existencia de fuentes de toierancia a las
heladas en aimendro. Los resultados obteni-
dos mediante la fluorescencia de la clorofila
en la evaluacion de la tolerancia a las hela-
das de las variedades estudiados coinciden
con los obtenidos mediante los ensayos en
condiciones de laboratorio en este estudio y
los obtenidos en la bibliografia. Estos pri-
meros resultados indican la posibilidad del
uso de ia fluorescencia de clorofila a gran
escala como técnica prometedora (rapida,
cuantitativa y sencilla) para determinar la
tolerancia de las descendencias a las heladas
en los programas de mejora. No obstante,
esta técnica se encuentra todavia en proceso
de evaluacién, modificacion y adaptacion al
material vegetal y a la mejora en la Unidad
de Fruticultura del CITA.
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