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RESUMEN

La influencia de las condiciones ambientales sobre la fecundacién y la incidencia
de las temperaturas bajo cero sobre la viabilidad del fruto, fueron estudiadas en dos cul-
tivares de cerezo (Prunus avium L.): “Monzén™ y “De la Rosa”. Las observaciones
encaminadas a estudiar el crecimiento del tubo polinico y la fecundacién se efectuaron
utilizando microscopia de fluorescencia. Los dafios que la formacién de hielo podia
producir en los tejidos se determinaron mediante la observacién microscépica de cortes
del ovario (30-40 jum) previamente tefiidos con Safranina y Fast~Green. En las condi-
ciones ambientales en las que se realizd el ensayo, el porcentaje de fecundacion fue
similar en los dos cultivares estudiados. La permanencia durante dos dias consecutivos
a temperaturas comprendidas entre 0 y -2.5 °C, durante 4 h, dafié los tejidos del ovario.
Los dafios se incrementaron sensiblemente cuando la temperatura estuvo comprendida
entre =3 y -6 °C y el tiempo de exposicion fue de 8 h.

Palabras clave: Fecundacion, Heladas, Microscopia de fluorescencia, Prunus aviwm L.

SUMMARY

The influence of environmental conditions on fertilization and the incidence of
below— zero temperatures on fruit viability were studied in two cultivars of cherry
(Prunus avium L.): “Monzén™ and “De la Rosa”. Pollination and fertilization observa-
tions were carried out using fluorescence microscopy. The damage induced by ice for-
mation were determinated by observation of microscopic sections (30—40 wm) of the
ovary, previously stained with Safranine and Fast—green. Under the environmental con-
ditions of the experiment, fertilization rate was similar for the two cultivars studied.
Two consecutive days at temperature between 0 and -2.5 °C, during 4 h, injured the
ovary. The damage increased at temperatures between -3 and —-6°C during 8 h under
frost temperature.

Key words: Fertilization, Chilling injury, Fluorescence microscopy, Prunus avium L.

# Autor a quien debe dirigirse la correspondencia



M.V. ANDRES. E. RODRIGUEZ ALMAZAN, ].M. DURAN 203

Introducciéon

Segiin el Anuario de Estadistica Agraria
(MAPA, 1995). la produccién de cerezas y
guindas ha experimentado un gran incre-
mento en los altimos anos. recuperandose
asi del descenso sufrido a finales de la déca-
da anterior. La producciéon ha pasado de
42.900.000 kg en 1988 hasta mas de
80.000.000 kg producidos en 1993. La
misma tendencia se observa en las exporta-
ciones; mientras que en 1990 fueron de
352.000 kg, en 1992 llegaron a 7.070.000
kg. Las principales provincias espanolas
productoras de cereza son Céceres y
Zaragoza, produciendo entre ambas aproxi-
madamente el 50 % del total nacional.

El cerezo es una especie que, segin
LicHOU et al. (1990), presenta una gran irre-
gularidad de produccion, provocada fre-
cuentemente por las condiciones adversas
durante la polinizacioén y crecimiento del
tubo polinico, sobre todo si tenemos en
cuenta que se trata de una especie en la que
el estilo degenera muy rdpidamente y que la
longevidad del 6vulo apenas sobrepasa los
cuatro 6 cinco dias. SAUNIER ef al. (1989)
restringen atin mds este tiempo al considerar
que la receptividad media de los estigmas se
mantiene durante un perfodo de 2 a 3 dias a
partir de la apertura de la flor. Estos autores
también mantienen que desde que el grano
de polen es depositado sobre el estigma, son
necesarias de 48 a 72 h para que el tubo
polinico llegue hasta el 6vulo cuando la
temperatura es de 21 °C. A temperaturas
mds elevadas (24-26 °C) el crecimiento
serd mas rapido y si la temperatura no
sobrepasa los 10-12 °C, el crecimiento serd
muy lento.

Las irregularidades en Ja produccion
pueden ocasionar problemas para cuantifi-
car la Produccion Real Esperada (PRE). que

es uno de los factores determinantes tanto
en la contratacion de un Seguro Agrario,
segin aparece reflejado en la Orden Mi-
nisterial de 21.12.94 (BOE: 5.1.95), como
en el pago de la indemnizacién en caso de
siniestro.

Conocedores de esta problematica, Ia
Agrupacion Espafiola de Entidades Ase-
guradoras de los Seguros Agrarios Combi-
nados, S.A. (AGROSEGURO) inicié en
1994 un estudio sobre la fecundacion del
cerezo en dos de las principales zonas pro-
ductoras de Espana: Calatayud (Zaragoza) y
Valle del Jerte (Caceres).

El primer dato con el que debemos contar
para estimar la cosecha de un cultivo es
conocer las posibles irregularidades que
pueden producirse durante la polinizacion y
fecundacion. La microscopia de fluorescen-
cia nos ofrece la posibilidad de estudiar este
proceso desde que el grano de polen cae en
el estigma hasta que el tubo polinico llega al
ovulo (MARTIN, 1958; KHO y BAER, 1968).
En frutales, esta técnica ha sido utilizada
con éxito, en manzano (KryLova, 1979),
peral (VASILAKAKIS y PORLINGIS, 1985) y
melocotonero (ARBELOA y HERRERO, 1987,
HERRERO y ARBEOLA, 1989).

Respecto al cerezo citaremos el trabajo
realizado por GUERRERO-PRIETO ef al.
(1985) en el que, utilizando microscopia de
fluorescencia, observaron que la temperatu-
ra éptima para el crecimiento del tubo poli-
nico dependia del genotipo. KUuEHN (1988),
utilizando la misma técnica, intentd explicar
el bajo cuajado de frutos que en sus condi-
ciones de trabajo presento el cerezo dcido.

Otra causa de la baja produccién en los
frutales de hueso son las heladas primavera-
les, las cuales pueden liegar a lesionar la
flor o el fruto de forma irreversible. Estas
lesiones son fdciles de detectar observando
al microscopio 6ptico cortes semifinos de
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los tejidos de la estructura que se pretende
estudiar (MODLIBOWSKA, 1961; NER! y
FiLiTL, 1989).

Los objetivos de este trabajo son:

|. Estudiar la influencia de las condicio-
nes ambientales sobre la fecundacion de dos
cultivares de cerezo (“Monzén” y “De la
Rosa™) cultivadas en Calatayud (Zaragoza)
en dos parcelas situadas a 750 y 900 m
sobre el nivel del mar.

2. Determinar la incidencia de las tempe-
raturas bajo cero sobre la viabilidad de los
frutos de los dos cultivares de cerezo ante-
riormente mencionados: “Monzén” y “De la
Rosa”.

Material y métodos

Para realizar el estudio de fecundacion se
recolectaron 25 pistilos de cada variedad,
tomados en distintas fechas y estados feno-
16gicos (Cuadro 1). Las muestras recolecta-
das se fijaron en FAA (5 % de formaldehido
al 40 %, 5 % de acido acético glacial y 90 %
de etanol al 70 %) y se enviaron al faborato-
rio, en frascos de pldstico de 60 ml.

Los estudios de polinizacion, crecimien-
to del tubo polinico y fecundacion se efec-
tuaron utilizando la microscopia de fluores-
cencia, segin la técnica descrita por MARTIN
(1958). La misma técnica también fue utili-
zada por STOSSER y ANVARL (1983) para
estudiar tanto el crecimiento del tubo polini-
co como la senescencia de los évulos de
cerezo.

Durante el tiempo que durd la experien-
cia se realiz6 un registro diario de las tem-
peraturas (Fig. 1) utilizando un data—logger
miniaturizado situado en la misma parcela.

A partir del 13 de Abril de 1994, cuando
se observaron temperaturas bajo cero que
podian haber afectado el desarrollo del
fruto, las muestras recolectadas y fijadas de
la forma anteriormente descrita se observa-
ron a nivel macroscépico y microscopico y
se determiné el dano que las bajas tempera-
turas habian producido en los frutos recién
cuajados. Las observaciones macroscopi-
cas, tanto del 6vulo como del ovario, se rea-
lizaron con la ayuda de una lupa binocular.

La formacion de hielo en los tejidos
puede ocasionar su deshidratacion y rotura.
Para determinar ambos efectos se realizaron
cortes del ovario (30-40 wm), se tiferon
con Safranina y Fast—Green (NERI y FILITI
1989) y se observaron al microscopio épti-
co. La cuantificacion de los dafos que se
produjeron, tanto a nivel macroscopico
como tisular, se realizo siguiendo la valora-
cién indicada en el Cuadro 2.

El porcentaje de fecundacion se determi-
né en funcién del estado fenoldgico, del cul-
tivar y de la parcela de procedencia. De la
misma forma, también se evalué el dano
que la falta de fecundacion y/o las bajas
temperaturas habian producido en los pisti-
los.

Cuando los pistilos pertenecientes al
mismo estado fenoldgico presentaron tama-
fios diferentes, las muestras se agruparon en
funcion del tamafio y fueron analizadas por
separado.

La comparacién entre los porcentajes de
fecundacion se efectué mediante el test Z
(ZAR, 1984), cominmente utilizado para
comparar los porcentajes de una distribu-
cién binomial:

Z=lp, -p,] \/Eq(l/nI + 1/n,)

siendo:



M.V. ANDRES, E. RODRIGUEZ ALMAZAN. ].M. DURAN

)
je
W

CUADRO |
ESTUDIO DE LA FECUNDACION EN DOS CULTIVARES DE CEREZO
CULTIVADOS EN CALATAYUD (ZARAGOZA), DURANTE 1994, EN DOS
PARCELAS. LA FECUNDACION SE ESTUDIO, EN ESTADO FENOLOGICO F, EN
FUNCION DEL PORCENTAJE DE PISTILOS CON TUBOS POLINICOS PRESENTES
EN EL ESTIGMA (STG), ESTILO (STL), OVARIO (OVR), OVULO (OVL) Y NO
POLINIZADOS (NP). EN LOS ESTADOS FENOLOGICOS G, H, [ Y J SE ESTUDIO EN
FUNCION DEL PORCENTAJE DE OVULOS EN LOS QUE APARECIAN TUBOS
POLINICOS
TABLE |
STUDY OF FERTILIZATION IN TWO VARIETIES OF CHERRY CULTIVATED IN
CALATAYUD (ZARAGOZA), DURING 1994. THE FERTILIZATION WAS STUDIED IN
STAGE F, BY THE PERCENTAGE OF PISTILS WITH POLLEN TUBES PRESENT IN THE
STIGMA (STG), STYLE (STL), OVARY (OVR) AND NOT POLLINATED (NP). IN THE
STAGES G, H, 1 AND J THE FERTILIZATION RATE WAS ESTIMATED BY THE
PERCENTAGE OF OVULES PRESENTING POLLEN TUBES

Fenologia® Situacién del tubo
Variedad Parcela’ Fecha polinico
Bstado | IF NP | STG | STL | OVR | OVL
28.03 F 0-10 30 25 45 0 -
1 05.04 G 11-20 30
11.04 H 21-30 5
(900 m) 18.04 H 21-30 25
25.04 H 21-30 45
28.03 F 0-10 15 5 75 5 -
05.04 G 11-20 15
“Monzén” 11.04 H 21-30 25
18.04 H 21-30 6
18.04 I 31-40 . 29
2 25.04 | 31-40 11
25.04 J 41-50 100
(750 m) 04.05 I 31.40 6
04-05 I 31-40 10
04-05 1 31-40 10
04.05 I 31-40 0
04.05 J 41-50 | 90
28.03 F 0-10 20 30 50 0 =
“De la | 05-04 H 21-30 10
Rosa™ I1.04 H 21-30 30
(900 m) 18.04 H 21-30 5
25.04 H LZ 1-30 20

I. Entre paréntesis se indica la altitud media de la parcela sobre el nivel del mar.
2. Estado fenoldgico segin FLECKINGER (1945) e indice tenoldgico (IF) propuesto por los autores, en
los que se encontraba cada una de las muestras analizadas.
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Fig. |. Temperaturas minimas registradas durante el perfodo de polinizacién—fecundacién de los
cultivares de cerezo “Monzén” y “De la Rosa”, cultivados en los parajes denominados Cuesta de la
Cabra (PI) y El Fresno (P2) en Aninén (Zaragoza).

Minimal temperatures recorded during the period of pollination—fertilization of two varieties of
cherry (“Monzon" and “De la Rosa”), cultivated in “Cuesta de la Cabra” (P1) and “El Fresno”
(P2) in Anifion (Zaragoza).
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CUADRO 2
CUANTIFICACION DE LAS LESIONES QUE A NIVEL MACROSCOPICO PUEDEN
PRODUCIRSE Y OBSERVARSE EN EL OVARIO (OVR) Y OVULO (OVL) Y A NIVEL
MICROSCOPICO, EN LOS MISMOS TEJIDOS (TEI)
TABLE 2
QUANTIFICATION OF THE MACROSCOPIC OBSERVABLE LESIONS PRODUCED IN
THE OVARY (OVR), OVULE (OVL) OR TISSUES (TEJ)

Daiios Valor
OVARIO (OVR):
- Leves: Pardeamiento suave. 1-5
— Graves: Deshidratacién y/o pardeamiento intenso. 6-10
OVULO (OVL):
- Leves: Pardeamiento suave. 1-5
— Graves: Deshidratacion y/o pardeamiento intenso. 6-10
TEJIDOS (TEI):
- Leves: Deshidratacién en menos del 25% de la superficie de la muestra. -5
— Graves: Rotura de tejidos. 6-10

p, y p, =Porcentajes que se comparan.
p = Probabilidad del tratamiento 1 + 2.
g=1-p

n, y n, =Nimero de pistilos observados
en los tratamiento | y 2.

Resultados y discusion

El Cuadro 1 recoge la situacién del tubo
polinico en cada uno de los estados fenold-
gicos y fechas en que se recolectaron los
pistilos que componian cada muestra.

Para determinar el porcentaje de fecun-
dacién de cada parcela y variedad nos
hemos basado en los datos que se obtuvie-
ron el 5 de Abril de 1994, fecha en la que ya
se habia alcanzado el estado fenolégico G

(FLECKINGER, 1945) y a la vez habia trans-
currido una semana desde que las flores
alcanzaron el estado fenolégico F. En este
estado, seglin SAUNIER et al. (1989), los
tubos polinicos que han germinado y creci-
do correctamente deben haber alcanzado el
6vulo y alguno de ellos haberlo fecundado.
Segln nuestro criterio, en fechas posteriores
los porcentajes de fecundacién de las mues-
tras analizadas estardn en funcién de la can-
tidad de pistilos no fecundados que vayan
cayendo.

El 5 de Abril de 1994, el porcentaje de
fecundacion del cultivar “Monzén™ fue ma-
yor en la parcela | que en la parcela 2 (Fig. 2),
aunque la diferencia entre la fecundacién de
ambas parcelas no resulté significativa al
nivel de significacién del 5 %. En la parcela
I, las temperaturas minimas fueron algo
mds bajas que en la parcela 2 (Fig. 1). En
fechas posteriores, se observa que, no sélo
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Fig. 2. Porcentaje de pistilos del cultivar de cerezo “Monzon” no polinizados (NP) o con tubos
polinicos presentes en el estigma (STG), estilo (STL), ovario (OVR) y 6vulo (OVL), en funcién del
tiempo, del estado fenoldgico y de la altura sobre el nivel del mar a la que se encuentra la plantacién:
P1 (900 m) y P2 (750 m).
Percentage of pistils of the variety of cherry “Monzon" not pollinated (NP) or with pollen tubes
present in the stigma (STG), stile (STL), ovary (OVR) and ovule (OVL), according to the date of
sampling. phenological stage and the height on the sea level of the plantation: P1 (900 m) and P2 (750 m)



M.V, ANDRES. E. RODRIGUEZ ALMAZAN, J.M. DURAN 209

50
100l MONZON Mne Dsta st Dove Hovt
B —140
75 |
| -|30
50 |

] 20

—130

™

A d

L R

~ '/ 10 =

0 E ? | 2

| - / =

Eopm ' ' 4, o

m 100 — i z
bods DE LA ROSA

o wl

i —140 (1

75— B N g-;

o

ES

— 10

N U

28.03 05.04 18.04 25.04

Fig. 3. Porcentaje de pistilos de los cultivares de cerezo (“Monzén™ y “De la Rosa™), cultivados en
Anifién (Zaragoza) a 900 m sobre el nivel del mar, no polinizados (NP) o con tubos polinicos en el
estigma (STG), estilo (STL), ovario (OVR) y 6évulo (OVL).

Percentage of pistils of two varieties of cherry (“Monzon” and “De la Rosa”), cultivated in Anifidn
(Zaragoza) at 900 m on the sea level, not pollinated (NP) or with pollen tubes present in the stigma
(STG), stile (STL), ovary (OVR) and ovule (OVL).
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el porcentaje de fecundacién en la parcela 2
fue superior al de la | sino que también se
observa un incremento considerable en el
porcentaje de pistilos con évulos fecunda-
dos. Esta situacion puede explicarse tenien-
do en cuenta la cantidad de flores no fecun-
dadas que fueron cayendo en el transcurso
del tiempo, que pudo ser mayor que en la
parcela |.

El 5 de Abril de 1994 el porcentaje de
fecundacion del cultivar “Monzdn” situado
en la parcela 1, en términos absolutos fue
mayor que el del cultivar “De la Rosa” plan-
tado en la misma parcela (Fig. 3); sin
embargo, estas diferencias no resultaron sig-
nificativas al nivel de significacidn del 5 %.

Al comparar los porcentajes de fecunda-
cién alcanzados, dentro de una misma par-
cela y cultivar, entre los estados fenoldgicos
H y J (FLECKINGER, 1945), se observa que
cuando en una misma fecha coexisten dos
estados fenoldgicos, normalmente, las
muestras pertenccientes al estado fenologi-
co menos avanzado no estdn fecundadas
(Fig. 4).

Confirmandose de esta forma el hecho de
que la fecundacién se produce pocos dias
despues de la antesis. Los pistilos no fecun-
dados pueden continuar inicialmente su
desarrollo aunque a un ritmo mas lento que
los fecundados.

100 | ESTADO FENOLOGICO 7]
| RN ZN %
75 /
S v
=
o
3]
g s0
=
oD
o L
w
L.
25—
) N7 I
18.04 25.04 04.05
ANO 1994

Fig. 4. Evolucién de la fecundacién del cultivar de cerezo “Monzdén”, cultivado en Anifién (Zaragoza)
a 750 m sobre el nivel del mar, en funcion del tiempo y del estado fenolégico (H, I, J), segin
FLECKINGER (1945).

Evolution of the fertilization of cherry “Monzon”, cultivated in Anifion (Zaragoza) at 750 m on the
sea level, according to the date of sampling and phenological stage (H, [ and J) according
FLECKINGER (1945).
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En las fechas en las que la toma de mues-
tras coincidio en ambas parcelas, el nivel de
dafios en el pistilo fue mayor en la parcela 1,
situada a mayor altitud (Fig. 5). Las lesiones
observadas consistieron en una deshidrata-
cion y rotura de los tejidos producidas por la
formacién de hielo, donde se registraron las
temperaturas mas bajas, |legdndose inclusoa
—6 °C (Fig. I). La deshidratacién que el
hielo produjo en el tejido presenté una dis-
tribucion radial, similar a la de las roturas.
En ocasiones también se observaron zonas
en las que a lo largo de una linea se alterna-
ron una deshidratacién muy intensa y la
rotura del tejido. Esta deshidratacién se
diferencia de las debidas a la degeneracién
de los tejidos muertos, por presentar, estas
Gltimas, una distribucién concéntrica alre-
dedor de los haces vasculares, dando al teji-
do el aspecto de estar cubierto por una reti-
cula.

Los danos en el pistilo pueden deberse
tanto a las temperaturas bajo cero registra-
das entre los dias 13 y 14 de Abril (Fig. 1)
como a una deficiente fecundacién. En
aquellos casos en los que el porcentaje de
fecundacion fue bajo y no hubo dafios por
helada, el nivel de dafios en los évulos fue
bastante elevado e inversamente proporcio-
nal al tamaifio del fruto (Fig. 5). De estas
consideraciones se deduce que tras la falta
de fecundacion, el crecimiento del fruto se
detiene en un momento determinado y los
danos en el ovario y 6vulo se manifiestan
antes en aquellos que detuvieron primero su
crecimiento.

Los dafios por falta de fecundacién se
manifestaron antes en el 6vulo que en el
ovario y se hicieron patentes por la apari-
cioén de un pardeamiento previo a la apari-
cion de los primeros sintomas de deshidra-
tacion en el ovario. En estas situaciones el
tamafio del dvulo es inferior al que corres-

ponderia al del ovario, en caso de que se
hubiera producido la fecundacién.

Después de producirse la helada, los
niveles de dafios observados en ovario y
6vulo se aproximaron, lo que indica que una
gran diferencia entre los dafos del ovario y
del évulo puede ser debida a la falta de
fecundacion.

Las conclusiones de este trabajo son:

I. Enel cultivar *“Monz6n™ no existieron
diferencias significativas entre la fecunda-
cién observada en las parcelas | y 2. indi-
candonos que entre 750 y 900 m de altitud
sobre el nivel del mar la fecundacién fue
similar, lo que sugiere que, cuando existen
condiciones favorables para la polinizacion,
la altitud no representa en si misma ningtn
factor limitante para la fecundacién del cul-
tivar de cerezo “Monzon”.

2. A una altitud de 900 m y con tempera-
turas minimas comprendidas entre 2 y 7 °C,
la fecundacién de los cultivares “Monzon™
y “De la Rosa” fue similar.

3. Cuando en una fecha determinada y
para una misma parcela y variedad coexis-
ten dos estados fenoldgicos comprendidos
entre H y J, los pistilos pertenecientes al
estado fenolégico menos avanzado general-
mente no estdn fecundados.

4. Por debajo de 0 °C, el dafio que se pro-

“dujo en los tejidos del fruto de cerezo fue

sensiblemente mayor cuando, por dos dias
consecutivos, las temperaturas minimas
estuvieron comprendidas entre 0 y -3 °C
(primer dia) y 0 y —-6 °C (segundo dia),
durante 8 h/dia (parcela 1), que cuando la
permanencia bajo cero fue de 4 h/dia y las
temperaturas oscilaron entre 0 y —2.0 °C y
entre 0 y —2.5 °C (parcela 2). De lo que
deducimos que para que una helada produz-
ca perdidas del 100 % de la cosecha serfan
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Fig. 5. Nivel de dafios (clasificados segin el Cuadro 2) en el ovario (OVR), en el évulo (OVL) y en
los tejidos (TEJ) y porcentaje de fecundacién (a) de dos cultivares de cerezo [“Monzén” (A) y “De
la Rosa” (B)] en funcién de la altitud sobre el nivel del mar (P1, 900 m y P2, 750 m), del estado
fenolégico (H, I, J) segin FLECKINGER (1945) y del tamafio del ovario (mm): 6x3 (1), 8x4 (2),
10x5 (3) y 11x7 (4).

Damage intensity (according to Table 2) in the ovary (OVR), ovule (OVL) and tissues (TEJ) and
percentage of fertilization (&) of the varieties “*Monzon” (A) and “De la Rosa”™ (B) cultivated at
different altitude on the sea level (P1, 900 m and P2, 750 m), phenological stage (H, [ and J)
according to FLECKINGER (1945) and ovary size (mm): 6x3 (1), 8x4 (2), 10x5 (3) and 11x7 (4).
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precisas temperaturas inferiores a — 2.5 °C
y/o tiempos de exposicién mds largos.
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