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Resumen

En el Ecuador los cultivos del frutal Solanum betaceum se desarrollan entre
3200 a 4282 m. de altura, la propagacion de este frutal, se ha visto limitada por
la baja calidad de futa que presenta en su periodo productivo, variedades
inadecuadas utilizadas, falta de diferenciacion especifica entre variedades. Este
cultivo es considerado como marginal y se lo ha catalogado como un cultivo de
subsistencia, el cual no se lo ha considerado en programas de conservacion y
mejora de recursos fitogenéticos.

Con el objetivo de contribuir al esclarecimiento de las causas que pueden estar
ocasionando esta problematica se emprendi6 el presente estudio para
determinar el mejor segregante de Solanum betaceum a partir del porcentaje
de viabilidad y germinacion del polen de cinco segregantes, previamente
seleccionados, siendo evaluados en las instalaciones de la Granja
Experimental INIAP — Tumbaco.

Estos segregantes fueron seleccionados previamente por sus caracteristicas
organolépticas y rendimiento, se evalué el porcentaje de germinacion del polen
empleando un medio de germinacion compuesto de acido bodrico, sacarosa
cristal y tween 20, valorando su capacidad germinativa y crecimiento del tubo
polinico a las 24 horas. Ademas, se evalué la viabilidad del polen empleando
tinte de acetocarmin determinando el porcentaje de viabilidad mediante la
tincion del polen a partir de 24 horas.

El polen de los diversos segregantes evaluados, se obtuvieron a partir del dia
anterior a la antesis, en la antesis y el dia posterior a la antesis, los mismos que
se evaluaron individualmente a diferentes dias de almacenamiento (0O, 5, 10,
20, 30 y 45 dias) sometiéndolos a 2 temperaturas de almacenamiento (4 °C y
22 °C). El polen obtenido del segregante GT33P2 del dia previo a la antesis,
sometido a 0 dias de almacenamiento y temperatura de 22 °C genero la mayor
diferencia significativa con los demas tratamientos evaluados, haciendo de este

el mejor tratamiento.



Abstract

In Ecuador the crop of the fruit Solanum betaceum develop between 3200 and
4282 m. of height, with respect to the propagation of the production of this fruit,
has been limited by factors such as lack of specific differentiation between
varieties, low quality of fruit, use of inadequate varieties, besides, it is a
subsistence crop and is cataloged as species marginalized, not considered in
programs of conservation and improvement of plant genetic resources.

With the objective of contributing to the clarification of the causes that may be
causing this problem, the present study was developed to determine the best
segregant of Solanum betaceum from the percentage of viability and pollen
germination of five previously selected segregants, being evaluated in Granja

Experimental INIAP — Tumbaco.

These segregants were previously selected for their organoleptic characteristics
and vyield, the percentage of pollen germination was evaluated using a
germinative medium composed of boric acid, sucrose crystal and tween 20,
assessing their germinative capacity and pollen tube growth at 24 hours. In
addition, the viability of the pollen was evaluated using acetocarmine dye
determining the percentage of viability by pollen staining after 24 hours.

Pollen from different segregantsevaluated were obtained from the day before
the anthesis, in the anthesis and the day after the anthesis, which were
evaluated individually on different days of storage (0, 5, 10, 20, 30 and 45 days)
subjecting them to 2 storage temperatures (4 ° C and 22 ° C). The pollen
obtained from the segregant GT33P2 of the day before the anthesis, subjected
to O days of storage and temperature of 22 °C generated the largest significant
difference with the other treatments evaluated, making this the best treatment.
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1. Capitulo I. Introduccion

1.1. Antecedentes

El tomate de arbol (Solanum betaceum Cav), también llamado tomate cimarron,
tomate de palo o tamarrillo segun su pais de origen y produccion, pertenece a
la familia de las Solanaceas. Su tallo tiene corteza grisacea, consta de follaje
perenne y es una especie suculenta de hoja persistente (Prohens, Rodriguez y
Nufiez, 2004). El frutal es procedente de la region Andina de América del Sur,
encontrandose dispersa en los Andes de diversos paises como: Bolivia,
Colombia, Ecuador y Perd. Ademés, se encuentra cultivada en zonas
montafiosas de Africa, India y Australia. Actualmente el frutal es cultivado
comercialmente en paises como Ecuador, Perd, Colombia y en Nueva Zelanda
(Lewis y Considine, 1999). Se ha introducido y producido en menor escala en
paises de Centroamérica, Estados Unidos, México y en diversos paises de los

continentes europeo y asiatico (Revelo, Pérez y Maila, 2003).

En Ecuador, la propagacion de la produccion del frutal, encuentra en baja
escala, dado su limitacibn por la baja calidad de frutas, utilizacién de
variedades inadecuadas o sustitucién de las variedades locales por materiales
de otros origenes; adicionalmente, se lo ha catalogado como un cultivo de
subsistencia y una especie marginal, por lo que no ha sido incluido en
programas de conservacion y mejora de recursos fitogenéticos (Acosta, 2011).
Actualmente en Ecuador, el desarrollo de frutales andinos ha generado un
aumento en su rendimiento. Dentro de los frutales mas sobresalientes, se
encuentra el tomate de arbol, el mismo que esta cultivado en diversas
provincias de la region Sierra, siendo las méas importante por la superficie:
Tungurahua, Imbabura y Azuay (Revelo et al., 2003).

En Ecuador la produccion de este frutal se ha incrementado considerable y el
volumen de exportacion.El promedio exportado en el afio 2010 se exportaron
23,62 ty en el periodo 2014 al 2015 fue 159,86 t., incrementandose un 85% con

referencia al volumen exportado en los ultimos 5 afios, esto debido a una



adecuada comercializacion a escala local y exportacion (Ministerio de
Agricultura y Ganaderia, 2016).

La probabilidad de autofecundacién en las plantas se incrementa, debido a la
proximidad de los érganos sexuales en las flores hermafroditas, generando una
produccién mas rentable y eficiente, ya que al provenir el polen de una planta
madre las combinaciones génicas son transmitidas a la generacion siguiente,
sin segregacion manteniéndose por tanto estas caracteristicas en las
generaciones siguientes (Ramirez y Berry, 1995). Sin embargo, existen
sistemas de incompatibilidad sexual (SI) como; la incompatibilidad gametofitica
o esporofitica. Varias familias de las angiospermas, han desarrollado este
mecanismo natural que permite al pistilo rechazar el polen propio y aceptar el
de plantas genéticamente diferentes (Jiménez y Cruz, 2011). Si este tipo de
problemas son superados o inexistentes la fecundacion dard lugar a la
formacion de un cigoto y la de la semilla. De aqui la importancia de asegurar la
progenie de los cruzamientos a partir de especies segregantes seleccionados a

ser utilizados como parentales masculinos.

Las investigaciones generadas sobre la calidad del polen tienen gran
importancia con la reproduccién sexual, porque permiten obtener hibridos con
mejores caracteristicas agrondémicas e incrementar la eficiencia del
mejoramiento genético con mejores caracteristicas agronémicas y calidad de
fruto. Se parte del conocimiento de la viabilidad del polen, caracteristica
importante para la fecundacion del estigma, permitiendo la produccién de

semilla sin dificultad (Aramendizet al., 2012).

Diferentes métodos han sido considerados para evaluar la viabilidad del polen,
con la finalidad de medir el porcentaje de germinacion, crecimiento y
estimacion del grado de fertilidad del grano de polen (Galletta, 1983;Kearns e
Inouye, 1993). Existen diferentes meétodos para evaluar la germinacion y
viabilidad del polen en las plantas: 1) los ensayos in vitro en un medio de

germinacion adecuada, 2) la tincion de la célula vegetativa grano de polen,



3) pruebas para la actividad enzimatica del polen, 4) la tincion del polen con
colorantes fluorescentes y 5) ensayo in vivo que implica la vigilancia del

crecimiento del tubo polinico en el estigma y el estilo.

La prueba de germinacion in vivo, se considera la prueba de la viabilidad del
polen mas auténtico; sin embargo, toma mucho tiempo, ya que tienen gran
namero de parametros a controlar y los organismos vivos exhiben una gran
variabilidad, incluso con el tiempo, que no puede ser realmente controlada.
Diferentes técnicas de tincion dan resultados rapidos, pero no determinan la
germinacién de polen real, sino mas bien la actividad enzimatica de los granos
de polen o su integridad de la membrana por lo que se le considera una técnica
de viabilidad. El ensayo in vitro es el método de viabilidad de polen més
utilizado en los programas de mejoramiento de plantas, ya que proporciona una
estimacion rapida y simple de la germinacion del polen real bajo condiciones
definidas (Shivanna, Linskens y Cresti, 1999; Dantas,Peixoto, Nodari y Guerra,
2005).

1.2. Justificacion

En el afio de 1995 se fija definitivamente el nombre cientifico del tomate de
arbol como Solanum betaceum, el mismo que sustituyé el nombre cientifico
anterior de Cyphomandra betacea. El frutal posee entre 35 y 50 variedades
originarias de los paises tropicales de América. Hace algunos afios, varios
autores mantuvieron que el tomate de arbol era nativo de la region Andina
(Morton, 1987), principalmente de la region oriental de Colombia, Ecuador y
Peru (Bohs y Nelson, 1999). Sin embargo, la cita del trabajo realizado por Bohs
y Nelson (1999), sefiala que el tomate de arbol cultivado, estd directamente
relacionado con materiales silvestres nativos de Bolivia, esto ha sido
considerado por el hallazgo de caracteristicas morfolégicas en el frutal,
evidencias moleculares y datos de campo sefialan que estos ecotipos pueden

ser originarios de Bolivia.



Este frutal existe desde hace varios afios en el Ecuador, encontrdndose en
zonas como Patate y Bafos (Ministerio de Agricultura y Ganaderia MAG,
2015), a pesar de que es cultivado en la mayoria de las provincias de la
Serrania ecuatoriana. Debido al crecimiento de la demanda nacional, la
produccion del cultivo se ha esparcido por diversas regiones del pais, siendo
Tungurahua la provincia de mayor superficie cosechada de 585 ha.
cosechadas, con una produccion de 12013,00 t, seguido de la provincia de
Imbabura con una superficie cosechada 917 ha, con una produccion de
11117.08 t (Instituto Nacional de Estadistica y Censos y Encuesta de Superficie
y Produccion Agropecuaria, 2013). El incremento en la demanda, ha generado
la necesidad en el consumidor de adquirir productos de mejor calidad en los
productos provenientes del cultivo como lo son: sabor, tamafio, razéon por la
cual el consumo per capita se ha incrementado de 0,9 kg en el afio 2006 a
1,9 kg en el afio 2009 (Centro de Informacion e Inteligencia Comercial CICO,
2009).

Las variedades nacionales que se producen en el Ecuador provienen de
cruzamientos naturales, dando como resultado, materiales con gran
heterogeneidad genética reflejado en mejores caracteristicas agronémicas
como: calidad de fruta y productividad. El fitomejoramiento a través de
cruzamientos dirigidos es fundamental en la generacion de genotipos con
mejores caracteristicas para incrementar produccién y calidad del fruto y la
tolerancia a factores bidticos y abidticos, generando un impacto positivo en la
sociedad y el ambiente. Es prioritario conocer la calidad del polen (viabilidad y

germinacion) en programas de mejoramiento genético.

Este proyecto tiene como finalidad seleccionar los mejores parentales
masculinos de tomate de arbol a partir de la calidad del polen, para esto se
determinara la mejor técnica de evaluacion de la calidad de polen a través de la
tincion para la determinacion de viabilidad y porcentaje de germinacion en
condiciones in vitro, de diferentes materiales previamente seleccionados por el

Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias(2016) mismos que podrian



ser utilizados en programas de mejoramiento genético, para el desarrollo de
nuevas variedades con tolerancia o resistencia a factores bidticos y abioticos,
esto, con el proposito de mejorar y beneficiar la economia de los pequefios
productores, mediante la obtencion de material genético Optimo por su
rendimiento y calidad en campo. Los materiales seleccionados por el Programa
Nacional de Fruticultura llevado a cabo en el Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP), mantienen mejores caracteristicas en
calidad de fruto, estos materiales se los incluird en futuros programas de

mejoramiento.

1.3. Objetivos
1.3.1. General
Evaluar la calidad del polen de segregantes de tomate de arbol (Solanum

betaceum) para su utilizacién en programas de fitomejoramiento.

1.3.2. Especificos

Evaluar la viabilidad y germinacion de granos de polen de cinco segregantes de
tomate de arbol.

Comparar la calidad del polen con base en la viabilidad y germinacion del
polen.

Seleccionar el mejor segregarte de tomate de arbol, basado en la calidad del

polen.

2. Capitulo Il. Marco Teoérico

2.1. El tomate de arbol (Solanum betaceum Cav)

El tomate de arbol llamado en 1799 por Cavanilles, Solanum betaceum, fue
cambiado de género en el afio 1845 por Sendtner a Cyphomandra, el mismo
que se mantuvo hasta el afio 1995, donde Bohs lo nombré6 nuevamente

Solanum (Heiser y Anderson, 1999).



En la Figura 1, se puede apreciar el fruto e inflorescencias de uno de los
materiales evaluados en el presente trabajo.

Figura 1. Cultivo de tomate de arbol (Solanum betaceum)

2.2. Origen

Segun Ledn, Viteri y Cevallos en el afio 2004, se ha modificado la concepcion
de que el tomate de arbol es procedente de la region Andina, principalmente de
los paises de Ecuador y Peru (Albornoz, 1989). Estas investigaciones han
demostrado mediante estudios morfolégicos y evidencias moleculares que el
tomate de arbol es proveniente de la region boliviana. El tomate de arbol se
cultiva en la zona Andina y en Nueva Zelanda. En Nueva Zelanda, donde se lo
ha denominado tamarillo, iniciando la exportacion de este frutal a la region

norte alrededor de 2 décadas (Boyes y Strubi, 1997).

ooooooo
ooooooooo
------

Figura 2.Procedencia y produccion de tomate de arbol
Tomado de Otycar s.f.



2.3. Principales zonas de produccion del cultivo

Las principales zonas de cultivo de tomate de &rbol se encuentran localizadas
en: Tungurahua (Pelileo, Patate, Los Andes, Montalvo, Totoras, Bafos);
Imbabura (Caranqui, San Antonio, Natabuela, Chaltura, Imantag, Pimanpiro,
Cahuasqui, Intag); Pichincha (Ascézubi, ElI Quinche, Checa, Pifo, Puembo,
Yaruqui, Tumbaco); Azuay (Sigsig, Bulan, Sevilla de Oro, Palmas); en menor
escala se cultiva en el resto de la Sierra y algunos lugares de las estribaciones
del Oriente ecuatoriano, donde el cultivo tiene mayores problemas fitosanitarios
y productivos por las condiciones como son la alta temperatura y
precipitaciones fuertes (Morales, 2001; Feican, 1999; citados por Leénet al.,
2004).

En la siguiente figura se muestra enumeradas las provincias en el Ecuador con

mayor produccion del cultivo de tomate de arbol.

A
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Figura 3. Zonas de alta produccion del cultivo de tomate de arbol. 1) Imbabura,
2) Pichincha, 3) Tungurahuay 4) Azuay
Adaptado de (MAGAP, 2016).



2.4. Clasificacion taxondmica

La clasificacion taxondémica del tomate de arbol es la siguiente:
Reino: Vegetal

Division: Fanerégama

Subdivision: Angiosperma

Clase: Dicotiledonea

Orden: Tubiflorales

Familia: Solanaceae

Género: Solanum (Cyphomandra)

Especie: betaceum

Nombre cientifico: Solanum betaceum Cav.

Genotipos: Anaranjado puntdn, anaranjado redondo, anaranjado gigante (Soria
et al., 2009).

2.5. Condiciones agroclimaticas del cultivo

En el Ecuador el cultivo de tomate de arbol es cultivado en zonas que tienen
clima templado o templado frio, altitud entre los 1000 hasta 3000 metros sobre
el nivel del mar, siendo el 6ptimo entre 1500 y 2400 msnm., temperatura que
fluctia de 8 hasta 26 °C, siendo la temperatura Optima entre 18 y 22 °C
(Hernandez y Leon, 1994). La humedad relativa optima es un factor importante
a tener en cuenta para la polinizacion segun la referencia Anthurinfo (2016) la
misma que debe oscilar entre 70 y 80% Yy la precipitacién de 500 a 2500 mm
anuales. Las condiciones 6ptimas de suelos para el cultivo son de textura
franco arenosos con buen drenaje y aireacion, que mantengan un pH entre 6 y
7 ligeramente &cido a neutro, Estos suelos deben ser ricos en materia organica
(> 4%) y que tenga una profundidad de 50 cm. (Morales, 2001; Feican, 1999;
Bazante, 1986; Viera, 2002; Pacheco, 1990; citados por Leon et al., 2004).

2.6. Descripcién botanica
El tomate de arbol es considerado una planta arbustiva que puede alcanzar los
3 metros de altura, presenta tallos semilefiosos monopoidales, que se compone

de un eje principal que tiene yemas vegetativas en la zona apical que perdura



el crecimiento vegetativo y del cual crecen ramas secundarias. Este frutal
presenta follaje grande, las hojas son cordiformes, carnosas y levemente
pubescentes. La tonalidad de las flores varia entre el color rosay lila, las cuales
se encuentran agrupadas en racimos terminales, las cuales florecen de manera
escalonada. Los frutos pueden encontrarse en grupos o solitarios, presentan
colores variables, del amarillo al rojo, tienen forma ovoidal con &pices
puntiagudos. Contienen muchas semillas pequefias que fluctia entre 120 a
150. La pulpa es de color variable y que fluctia del color amarillo al anaranjado

o al anaranjado roséceo (Calvo, 2009).

2.6.1. Floracion

La floracién da inicio luego de los 8 a 10 meses de realizado el trasplante. Se
caracteriza por emitir la primera inflorescencia en el extremo apical del tallo.
Una vez que aparece la primera inflorescencia, la floracion es continua y el
namero de inflorescencias se relaciona directamente con el numero de

ramificaciones presentes (Estrada, 2014).

2.6.2. Inflorescencia

Segun Acosta basandose en la referencia de Lewis y Considine (1999) y Bohs
(1994), las flores presentan forma estrellada, son pentameras, hermafroditas, y
actinomorfas. Los botones florales tienen forma elipsoidal ovoide, con angulos

obtusos a agudos en su apice.

Las inflorescencias son cimas escorpioideas y las flores que la componen se
distribuyen en doble serie a lo largo de su eje. En la inflorescencia se puede
identificar tres partes principales: pedunculo, raquis y pedicelos, estas partes
son moderadamente pubescentes; el pedinculo y el pedicelo son

generalmente péndulos.

Las inflorescencias pueden medir de 2,5 a 15 cm de longitud; el raquis puede
medir entre 2 a 8 cm y el pedunculo oscila entre 1,5 a 9 cm, mientras que los

pedicelos presentan una longitud de 1 a 2 cm y cuando ha cuajado el fruto
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oscila entre 1,5 a 5,0 cm de longitud. Cada una de las inflorescencias puede
contener entre 10 y 50 flores, como menciona Acosta (2011).

El céliz sinsépalo tiene un radio de 0,3 a 0,5 cm, la longitud de los l6bulos va de
0,1 a 0,2 cmy de 0,2 a 0,3 cm de ancho, con forma obtusa, apiculada y
presentan una pubescencia entre ligeramente esparcida muy densa. La corola
simpétala se presenta de color rosaceo y tiene un radio de 1 a 1,5 cm; los
I6bulos tienen forma triangular entre 0,7 a 1,2 cm de longitud y 0,25 a 0,4 cm
de ancho. Presenta cinco estambres de igual longitud, que se insertan en la
base de la corola; las tecas son de color amarillo palido y presentan forma
lanceolada, con una longitud de 0,5 a 0,6 cm y un ancho de 0,2 a 0,25 cm. El
tejido conectivo presenta una variacion de color entre verde y amarillo brilloso,
de longitud 0,45 a 0,5 cm y ancho de 0,1 a 0,2 cm. El ovario y el estilo son
glabros. El estilo es de forma cilindrica de longitud 0,5 a 0,6 cm y un diametro
entre 0,05 y 0,1 cm. Cada antera contiene un promedio de 793000 granos de
polen (Lewis, 1985).

La siguiente figura muestra algunas de las partes mas importantes de la flor.

Estigma

Estilo

Pétalos

Tecas

___» Estambre

Sépalos Receptaculo

Pedunculo

Figura 4.Morfologia floral tomate de arbol
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2.6.2.1. Gineceo

El gineceo es bicarpelar, tiene dos hojas carpelares soldadas con un solo estilo
muy delicado, para la manipulacion cuando se emasculan flores con el objeto
de realizar cruzamientos. El ovario es supero, tiene placentacion tipo baya,

multiseminada, bilocular como lo indica Albornoz y Morales (1989).

2.6.2.2. Androceo y polen

El androceo se compone de una antera y un filamento como se presenta en la
figura 5. A su vez la antera esta formada de cuatro tecas y tejido conectivo,
dentro de cada teca existe un saco polinico, en el cual se desarrollan los
granos de polen. La dehiscencia es poricida (Albornoz y Morales, 2000).

La siguiente figura detalla la estructura interna del androceo y la dehiscencia.

Haz

Endotecio

—Japetum

+~— Antera _ Capas
T medias
Celulas
Microsporas Celulas made de las
Ll .
e o - madre de las microsporas
Sa "o microsporas
Sacos ___~ 2
polinicos ™ —= Capas medias

Antera

— Filamento— i
; ! s Granos de
. R

polen

Figura 5.Estructura del androceo de la flor de tomate de arbol

Tomado deAsturnatura, 2004

El centro de cada lébulo contiene una columna de células denominadas
microsporocitos, estas células estan rodeadas por un tejido especializado
llamado tapetum o tapete, que les provee de nutrientes durante el desarrollo
desde el parénquima circundante. Este a su vez rodeado por los tejidos que
forman las paredes de la camara polinica (Salisbury, 2001), como se aprecia

en la figura 6.
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i
bes Epidermis Capz
fibrosa

vasculares

Tapete

Figura 6. Formacion del grano de polen de Solanaceas
Tomado deAsturnatura, 2004

Las células madres de las microsporas, a menudo llamadas células madres del
polen, tienen cromosomas2n (diploides) y representan la uUltima etapa de la
generacion esporofitica, comparable a la célula madre de la megaspora del
ovulo. Cada célula madre de la microspora se reduce y produce una tétrada
generalmente esférica de microsporas. Las microsporas tienen un cromosoma
“n” (haploides) y representan la primera etapa en la generacién del gametofito
masculino (Cronquist, 2002).

2.6.2.3. Desarrollo de los granos de polen

Las microsporas de una tétrada por lo general se separan entre si antes de
desarrollarse, con poco o ningdn aumento en tamafo de los granos de polen.
Cada grano de polen es un gametofito masculino joven cominmente con dos
ndcleos, los cuales se producen mitoticamente a partir del nucleo de la
microspora original. El tubo polinico esta formado por el nucleo vegetativo y el
ndcleo espermatico los cuales generan la elongacion del tubo polinico
(Cronquist, 2002).En la figura 7 se puede observar el desarrollo de los granos

de polen que se da lugar en las anteras.
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Figura 7.Desarrollo de granos de polen de Solanaceas
Tomado de Sadness, 2013

2.6.2.4. Estructura del grano de polen

El polen es el vehiculo natural para transferir los caracteres genéticos de una
planta ya que contiene a los gametos masculinos. Los granos de polen estan
constituidos por dos capas: exina e intina como se muestra en la figura 8, y
estas a su vez estan constituidas de dos o0 mas subcapas; las cuales engloban
a las células germinativas, los nucleos generativos y vegetativos que se
encuentran suspendidos en el citoplasma. La proteccién de todo este contenido
esta dada por una pared muy resistente, a la que se le denomina
esporodermis, la misma que contiene proteinas y enzimas, que son las
responsables de las reacciones de incompatibilidad gametofitica que se dan
entre el polen y el estigma (Punt, Hoen, Blackmore, Nilsson y Le Thomas,
2007).

Ademas, el polen presenta varias aberturas en forma circular que conforman
los poros germinales en la exina, como se muestra en la figura 8, mediante los
cuales atraviesa la intina cuando existe elongacion del tubo polinico por la

germinacion del grano de polen.
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Figura 8.Estructura del grano de polen de Solanaceas

Tomado deFisiologia vegetal, 2010

El grano de polen es el gameto masculino de los vegetales. La fina estructura
de un grano de polen de las angiospermas tiene dos nucléolos o espermas; los
cuales el momento de la fecundacion, el uno se fusiona con el nucleo de la
ovocélula y el otro con el nucleo de la célula central. Estos espermas son
envueltos por las tres capas mencionadas anteriormente (Strasburger et al.,
2001).

El grano de polen de muchas especies de Solanaceae es radialmente
simétrico, isopolar, alargado, esferoidal, generalmente tricolpado y rara vez
tetracolpado (Pack, 2007). A menudo la exina esta provista de pequefias
espinas o crestas bajas. Estas y otras variaciones en la estructura de la pared,
asi como la forma del grano de polen, son caracteristicas taxondmicas bastante

Gtiles para ser clasificadas (Cronquist, 2002).

2.6.3. Polinizacion

El proceso de transferencia de los granos de polen hacia el pistilo en las
solanaceas, se realiza dentro de la misma flor lo que se conoce como
autofecundacion, iniciando con la colocacion del grano de polen sobre el
estigma. El porcentaje de polinizacion cruzada es minimo llegando a un 5% vy el

porcentaje de autofecundacion 95%. El polen usualmente es transportado por
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insectos, entre ellos las abejas que desempefian un papel preponderante en la
polinizacion (Cabral et al., 2010).

La eficiencia polinizadora de cualquier especie de insectos esta relacionada
directamente con la biologia de la flor y el comportamiento del insecto. Las
diferentes especies de flores han desarrollado diversos mecanismos para ser
mas atrayentes a los polinizadores, entre los que se pueden mencionar la
modificacion de color de pétalos, olores fuertes y agradables, cantidades de
néctar, esencias y aceites, facilitando la polinizacion. Sin embargo, no todo
visitante floral es un polinizador eficiente, ya que debe ser atraido naturalmente
por las flores, tener un adecuado tamafio para transportar grandes cantidades
de polen y sea depositado el mismo en los estigmas de las flores cuando estén
receptivas (Nates, 2005). Sin embargo, la presencia de polinizadores no es

siempre un factor esencial dentro del sistema productivo del tomate de arbol.

Figura 9. Apertura de tecas en flor de tomate de &rbol

2.6.4. Germinacion

Las plantas angiospermas requieren el contacto de los granos de polen con el
estigma para la reproduccion sexual. Si la interaccion entre el polen y el
estigma es compatible, el grano de polen se hidrata y da inicio a la germinacion
del mismo, produciéndose la elongacion del tubo polinico hasta ingresar al
micropilo dentro del ovario y alcanzar el ovulo para dar inicio a la fecundacion

como se muestra en la figura 10.
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Figura 10.Fecundacién de Solanaceas

Tomado de Hernandez, 2010

3. Capitulo lll. Metodologia

3.1. Localizacién del experimento

El desarrollo del estudio se llevé a cabo en la provincia de Pichincha, canton
Quito, parroquia de Tumbaco en la Granja experimental Tumbaco — INIAP.
Esta ubicada en las coordenadas de latitud y longitud de 12° 55' 0” al Sury 78°
24' 42.8” al Oeste respectivamente, a 2356 msnm, con una temperatura
promedio de 17°C, precipitacion anual de 900 mm, el tipo de suelo es franco
arenoso (INIAP, 2016).

3.2. Condiciones climatoldgicas
Las condiciones meteoroldgicas de la Granja Experimental Tumbaco - INIAP,
donde se desarroll6 la investigacion, se puede observar en la tabla 1.



17

Tabla 1.

Condiciones meteorolégicas Granja Experimental Tumbaco INIAP, durante el
periodo del estudio.

Fecha Temperatura Humedad Precipitacion Radiacién

°C Relativa % mm Solar W/m?
dic-15 18,10 34,33 0.00 2,40
ene-16 17,80 50,08 0,05 2,08
feb-16 18,36 45,77 0,02 1,95
mar-16 17,65 56,50 0,04 1,76
abr-16 17,98 46,67 0,03 2,05
may-16 17,62 47,12 0,03 1,96

Nota: Estacién meteoroldgica Granja Experimental Tumbaco - INIAP

3.3. Materiales y equipos
Los materiales utilizados en la fase de campo y laboratorio se los describe en la
Tabla 2.

Tabla 2.

Materiales y equipos utilizados en el estudio
Materiales Cantidad
Material biolégico segregantes de tomate de arbol en 5
produccion

Acido bérico (ml)

Sacarosa cristal (g)

Tween 20 (ml) 20
Agua destilada (I) 3
Acido acético glacial al 99,9% (ml) 100
Carmin (g) 2
Yodo 12 (g) 1
Yoduro de potasio Kl (g) 1

Etanol al 70% (ml) 100
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Balanza digital (uds) 1
Cajas petri plasticas (uds) 150
Papel filtro (cajas) 3
Micropipeta 100 ul (uds) 1
Micropipeta 1000 ul (uds) 1
Porta objetos (cjs) 6
Cubre objetos (cjs) 3
Polen de tomate de arbol (g) 15
Tubos eppendorf (uds) 150
Silica gel (g) 450
Probeta de 50 y 20 ml (uds) 2
Equipos

Microscopio éptico Olimpus con camara de fotos (uds) 1
Computador (uds) 1

3.4. Métodos

3.4.1 Apertura floral (DF)
Con el fin de conocer la viabilidad y germinacion del grano de polen se realiz
un ensayo en el que se evalué en 3 estados fenolégicos de la apertura floral de

acuerdo a lo que se describe en la tabla 3.

3.4.2 Analisis estadistico

El Disefio Experimental utilizado para evaluar la calidad del polen en base a la
apertura de la flor fue Completamente al Azar con 5 observaciones. En la tabla
3 se presenta los tratamientos estudiados, y en la tabla 4 se presenta el

esquema de varianza.
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Tabla 3

Calidad del polen de los tratamientos segun los estados fenolégicos de la
apertura floral de tomate de arbol.

o Simbologia
Descripcion
(DF)
Dia previo a la antesis DO DFo
Dia de la antesis D1 DF;
Dia posterior a la antesis D2 DF,

Tabla 4

Esquema del analisis de varianza de los estadios fenoldgicos de apertura de la
flor de los segregantes de tomate de arbol.

Fuentes de Variacion Grados de libertad
Total 14
Tratamientos 2
Error experimental 12

En caso de existan diferencias estadisticas entre tratamientos, se realizara la
separacion de medias utilizando la prueba de Tukey al 5%

3.4.2. Calidad del polen de los segregantes de tomate de arbol.

Para conocer la calidad del grano de polen de los segregantes, se realizd un
ensayo en el que se evalud viabilidad y germinacion de los 5 materiales en los
3 estados fenoldgicos de la apertura floral de acuerdo a lo que se describe en
la tabla 14.

Analisis estadistico.
El estudio se realiz6 a través de un Diseflo Completamente al Azar con 5

tratamientos y 5 repeticiones.
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Tabla 5.

Esquema del andlisis de varianza de los estadios fenologicos de apertura de la
flor de 5 segregantes de tomate de &rbol.

Fuentes de Variacion Grados de libertad
Total 24
Tratamientos 4
Error experimental 20

El andlisis funcional para tratamientos se realizd considerando la prueba de

separacion de medias de Tukey al 5%.

3.4.3. Analisis de la calidad del polen del tomate de arbol en funcién de

los segregantes, temperaturas y periodos de almacenamiento.

3.4.3.1 Andlisis estadistico.

Una vez determinada la mayor viabilidad del polen respecto a la fenologia de
la apertura floral, se procedid a realizar el estudio, utilizando un Disefio
Completamente al Azar en arreglo factorial 5 x 2 X 6 con 5 repeticiones. Los

factores se detallan a continuacion.

3.4.4 Factores en estudio

3.4.4.1Factor 1. Segregantes

Los cinco segregantes estudiados, fueron seleccionados por la calidad del
fruto, rendimiento y disponibilidad de flores que presentaban las plantas al
momento de iniciar la investigacion. En la tabla 6 detalla la informacion de cada

segregante utilizado en el presente trabajo.
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Segregantes de tomate de arbol utilizados en el estudio

Simbologia

Descripcion

PTA 1: GT9 P18

GT9 planta 18

PTA »: GT20 P2

GT20 planta 2

PTA 3: GT20 P7

GT20 planta 7

PTA 4: GT33 P2

GT33 planta 2

PTA 5: GT33 P5

GT33 planta 5

Nota: (PTA\:) = Segregante de tomate de arbol

3.4.4.2 Factor 2. Periodo de almacenamiento del polen (d)

En la tabla 6 se presenta los periodos de almacenamiento de los granos de

polen previo a la evaluacion de la viabilidad y germinacion. El almacenamiento

del polen fue inmediatamente después de la colecta del mismo.

Tabla 7.

Periodo de almacenamiento de polen de tomate de arbol.

Simbologia(d:dia) Periodo de almacenamiento (d)

d; 0 (8 horas)
d; 5

ds 10

ds 20

ds 30

de 45

3.4.4.3Factor 3. Temperatura de almacenamiento (T)

Se consider6é dos temperaturas de almacenamiento de los granos de polen

previo a las pruebas de germinacién y viabilidad, como se detalla en la tabla 8.
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Tabla 8.
Temperaturas de almacenamiento de los granos de polen de tomate de arbol.

Simbologia Temperatura almacenamiento
(T: temperatura) ¢ Q)
T 4
T, 22

Tabla 9.

Caracteristicas del experimento para estudiar la viabilidad y germinacion del
tomate de arbol

NUumero de Tratamientos 60
Numero de Observaciones 5

Numero de Unidades Experimentales 300
Unidad experimental(granos de 250
polen)

3.4.5Tratamientos en estudio
En la tabla 10 se presenta los 60 tratamientos estudiados que provienen de la

multiplicacion de los niveles de cada factor.
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Descripcion de los tratamientos en estudio por la combinacién de los 3 factores.

TRATAMIENTOS

DESCRIPCION

(segregante + temperatura + periodo)

t1

GT9P18 + 4°C+ 0 dias

t2

GT9P18 + 4°C+ 5 dias

t3

GT9P18 + 4°C+ 10 dias

t4

GT9P18 + 4°C+ 20 dias

ts

GT9P18 + 4°C+ 30 dias

te

GT9P18 + 4°C+ 45 dias

t7

GT9P18 + 22°C+ 0 dias

ts

GT9P18 + 22°C+ 5 dias

tg

GT9P18 + 22°C+ 10 dias

t10

GT9P18 + 22°C+ 20 dias

t11

GT9P18 + 22°C+ 30 dias

to

GT9P18 + 22°C+ 45 dias

t13

GT20P2 + 4°C+ O dias

t14

GT20P2 + 4°C+ 5 dias

tis

GT20P2+ 4°C+ 10 dias

ti6

GT20P2 + 4°C+ 20 dias

t17

GT20P2+ 4°C+ 30 dias

tis

GT20P2+ 4°C+ 45 dias

t1o

GT20P2 + 22°C+ 0 dias

t20

GT20P2 + 22°C+ 5 dias

to1

GT20P2 + 22°C+ 10 dias

to2

GT20P2 + 22°C+ 20 dias

t23

GT20P2 + 22°C+ 30 dias

toa

GT20P2 + 22°C+ 45 dias

tos

GT20P7 + 4°C+ O dias

tos

GT20P7 + 4°C+ 5 dias

to7

GT20P7+ 4°C+ 10 dias




tog GT20P7 + 4°C+ 20 dias
tog GT20P7+ 4°C+ 30 dias
tzo GT20P7+ 4°C+ 45 dias
t31 GT20P7 + 22°C+ 0 dias
ta2 GT20P7 + 22°C+ 5 dias
ta3 GT20P7 + 22°C+ 10 dias
t3s GT20P7 + 22°C+ 20 dias
tss GT20P7 + 22°C+ 30 dias
t36 GT20P7 + 22°C+ 45 dias
ta7 GT33P2 + 4°C+ 0 dias
tag GT33P2 + 4°C+ 5 dias
tag GT33P2+ 4°C+ 10 dias
tao GT33P2 + 4°C+ 20 dias
ta1 GT33P2+ 4°C+ 30 dias
tan GT33P2+ 4°C+ 45 dias
tas GT33P2 + 22°C+ 0 dias
tas GT33P2 + 22°C+ 5 dias
tas GT33P2 + 22°C+ 10 dias
tss GT33P2 + 22°C+ 20 dias
ta7 GT33P2 + 22°C+ 30 dias
tag GT33P2 + 22°C+ 45 dias
tag GT33P5 + 4°C+ 0 dias
tso GT33P5 + 4°C+ 5 dias
ts1 GT33P5+ 4°C+ 10 dias
tso GT33P5 + 4°C+ 20 dias
tss GT33P5+ 4°C+ 30 dias
tsq GT33P5+ 4°C+ 45 dias
tss GT33P5 + 22°C+ 0 dias
tse GT33P5 + 22°C+ 5 dias
ts7 GT33P5 + 22°C+ 10 dias

GT33P5 + 22°C+ 20 dias

24
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tsg GT33P5 + 22°C+ 30 dias
teo GT33P5 + 22°C+ 45 dias

3.4.6 Esquema del Analisis de Varianza
Se utiliz6 el esquema de Analisis de Varianza ANOVA, el cual se detalla en la

tabla 11, para la evaluacion de la funcionalidad del polen de tomate de arbol.

Tabla 11.

Analisis de varianza para DCA en arreglo factorial 5 x 2 x 6 con cinco
repeticiones.

FdeV gl
Total 299
Material 4
Temperatura 1
Almacenaje 5
Material x Temperatura 4
Material x Almacenaje 20
Temperatura x Almacenaje 5
Material x Temperatura x Almacenaje 20
Error 240

CV (%) 3,00 n= 300 observaciones

3.4.7 Analisis funcional

Para las variables donde existieron diferencias estadisticas se utiliza la prueba
de separacibn de medias Tukey 5%. Se realiz6 el andlisis de varianza
utilizando el paquete estadistico INFOSTAT version estudiantil 2014.

3.4.8 Variables evaluadas
A continuacion, se detallan las variables seleccionadas para la evaluacion del

presente estudio.
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3.4.8.1 Germinacion del polen (%)

La unidad experimental para el analisis de germinacion, fue una caja petri con
70 ul de dilucion del medio de germinacion del polen con yodo. Se coloc6 250
granos de polen aproximadamente en la caja petri. El yodo se utilizo para la
tinturacion de los granos de polen.

Se contabiliz6 en dos campos visuales del microscopio (10X y 40X). Se
consider6 granos de polen germinados a los que presentaron el tubo polinico
con una longitud mayor o igual al diametro de polen. Para determinar el
porcentaje de germinacion se utiliz6 la ecuacibn 1, que se indica a

continuacion.

granos germinados
granos totales

Germinacion (%) = * 100 (Ecuacion 1)

3.4.8.2 Viabilidad del polen (%)

La unidad experimental para la prueba de viabilidad, fue una caja petri, sobre la
cual se colocé 70 ul de dilucién de tinte de acetocarmin, en el que s e
colocaron con 250 granos de polen aproximadamente.

Se registré la viabilidad del polen en dos campos visuales del microscopio
(10X y 40X).Se consider6 polen viable a los granos que no presentaron
deformaciones y tenian una tincion intensa. El calculo de la viabilidad se

realiz6 en base a la ecuacién 2 que se presenta a continuacion.

granos viables

Viabilidad (%) = 100 (Ecuacion 2)

granos totales

3.4.9 Manejo del experimento

En esta seccion se detalla las diferentes actividades que se realizaron para la
evaluacion de la germinacion y viabilidad del polen de tomate de arbol de
acuerdo a los objetivos planteados.

Se utilizé 5 segregantes de tomate de arbol (Solanum betaceum Cav.),
seleccionados entre 15 segregantes en base a caracteristicas agronémicas y

de rendimiento por la granja experimental Tumbaco — INIAP.
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3.4.9.1 Recoleccién de granos de polen

La recoleccion de las flores se realizd en horas de la mafana a partir de las
8h00 a 10h00, previo a la antesis. Las flores fueron seleccionadas acorde al dia
de apertura floral: Dia 0 (dia previo a la antesis), Dia 1 (dia de la antesis) y Dia
2 (dia posterior a la antesis).

Se recolecté las flores segun la apertura floral y se los puso en cajas petri.

Se llevaron las cajas petri con las flores, al laboratorio para ser extraido el
polen.

El polen en la tapa de la misma caja petri que las contiene, cortando las puntas
de las anteras y con la ayuda de un pincel se golped suavemente las anteras
para que caiga el polen existente en las mismas.

Una vez que se extrajo la totalidad del polen, con la ayuda de un pincel se
recogio y se lo colocé en un tubo eppendorf, el mismo que se rotulé con la
siguiente informacion: segregante, fecha de extraccion, dia de apertura floral y
temperatura de almacenamiento.

El polen que se almacené a 22 °C, fue colocado el tubo eppendorf abierto y se
introdujo en un frasco pequefio que contenia 3 g de silica gel. Este se cerrg y
se identific6 con tapa de color acorde al dia de la apertura floral al que
pertenece el polen. Luego se coloco dentro de la incubadora hasta ser utilizado
la evaluacién de acuerdo a lo planificado.

El polen almacenado a 4 °C, fue colocado en el tubo eppendorf y cerrado, se
introdujo en un frasco identificado con tapa de color acorde al dia de apertura
floral al que pertenece el polen. Luego se lo colocé dentro del refrigerador

hasta ser utilizado la evaluacion de acuerdo a lo planificado.

3.4.9.2 Preparacion del medio de germinacion

Para la germinacién se utiliz6 un medio, compuesto por acido bérico 200 ppm
(sacarosa cristal). Para preparar 20 ml de medio de germinacion se coloco en
una probeta de 50 ml, 1 ml de acido bérico 200 ppm, 4 g de sacarosa cristal
marca J. T. Baker, 40 ul de Tween 20. Se afor6 con agua destilada a 20 ml,
agitando la probeta hasta que la solucion este completamente homogénea. Se

traspas6 la solucibn a un tubo de ensayo con tapa rosca, etiquetandolo
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previamente (Medio composicion, dia de elaboracién). Se almacen6 a
temperatura ambiente el polen para ser utilizado en la siembra y realizar las

pruebas de germinacion.

3.4.9.3 Preparacién de yoduro de potasio (Lugol)
La solucién de yoduro de potasio se disolvio 1 g de |, y 1g de Kl en 100 ml de

etanol al 70% y se almacend en un frasco ambar a temperatura ambiente.

3.4.9.4 Preparacion del tinte acetocarmin

El gel acetocarmin, se lo obtuvo a partir de 100 ml de &cido acético glacial al
99,9%, al que se adicioné 2 g de Carmin, esta mezcla se sometié a 95 °C, la
misma que se llevdo a punto de ebullicion para que sea homogénea, este
proceso se realizd dentro de una campana de extraccion de gases, ya que
estos son nocivos. La mezcla se tamizé con papel filtro, luego se afadié la
misma cantidad de glicerina (60 ml) y se traspasoé a un frasco color ambar y se

almacenod en un lugar cubierto a temperatura ambiente (Ordofiez, 2014).

3.4.9.5 Siembra de placas para germinacion

Se colocé en la base de la caja petri un portaobjeto y sobre el mismo se colocé
60 ul de medio de germinacion liquido preparado el mismo dia de la siembra.
Con un palillo se tom6 una muestra de polen de un tubo eppendorf y se coloco
sobre el medio de germinacion y se esparcio el polen realizando movimientos
circulares y en zigzag, para que el polen esté esparcido por todo el medio.

En la tapa de la misma caja petri se coloc6 un papel filtro, en el que se esparcio
1,5 ml de agua destilada, formando una camara hiumeda, permitiendo mantener
el medio liquido, a la vez facilitando la hidratacién de los granos de polen. Se
coloco la tapa con el papel filtro humedecido, sobre la base de la caja petri que
contiene un porta objetos con el polen en el medio de germinacion.

Se rotul6 cada placa con la siguiente informacién, dia de apertura floral, dia de
almacenamiento, dia de siembra, temperatura de almacenamiento y repeticion.

Se colocaron las cajas petri previamente rotuladas en la incubadora a
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temperatura de 22°C, por diferentes tiempos acorde al tiempo de

almacenamiento del polen.

3.4.9.6 Siembra de placas para viabilidad

Se coloco en el medio de un portaobjeto, 60 ul de tinte acetocarmin. Sobre este
se coloco una muestra de polen extraida de un tubo eppendorf con un palillo y
se procedié a esparcir el polen realizando movimientos circulares y en zigzag
por todo el tinte acetocarmin.

Se rotularon las placas portaobjeto con la fecha, dia de apertura floral, fecha de
siembra, dia de almacenamiento, temperatura de almacenamiento, nimero de
observacion.

Se colocé sobre el mesén del laboratorio las placas por24 horas y luego se

procedio a la lectura.

3.4.9.7 Observacion al microscopio de las placas germinadas

Luego de haber transcurrido el tiempo de incubacién, se sacaron las cajas petri
de la incubadora y sobre el medio de germinacion se colocaron 20 ul de
solucion lugol para tinturar los granos de polen.

Se observd en el microscopio enfocando a 10X y 40X de ampliacion. Los
granos de polen germinados y no germinados fueron contados dando un total
minimo de 250 granos de polen en los dos campos de conteo 10X y 40X. El
conteo se realiz6 con un contador manual, se evidencio la elongacion del tubo
polinico mediante fotografias. Se considera como grano de polen germinado a
la elongacion del tubo polinico que tiene de medida mayor o igual diametro al

del grano de polen.

3.4.9.8 Observacién al microscopio placas viables
Luego de pasadas 24 horas las placas se observaron al microscopio y se
visualiz6 cada una de ellas a 10X y 40X de ampliacién, evidenciando la

viabilidad mediante la toma de fotografias.
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La cantidad minima de granos de polen contados de 5 a 10 campos fue de 250
granos de polen, determinando asi la cantidad de granos viables, y de los
granos no viables, mediante un contador manual.

Los granos de polen viables presentaron coloracion violeta total e intensa,

mientras los granos de polen no viables no fueron pigmentados en su totalidad.

4. Capitulo IV. Resultados y Discusion

4.1 Apertura floral
Los resultados del estudio se presentan organizados en la tabla 11 y 12 por
cada variable a través del ADEVA y cuando se presentan diferencias

estadisticas se realiza el analisis funcional a través de Tukey al 5%.

En la tabla 12 se presenta el analisis de varianza del porcentaje de germinacion
y viabilidad del polen de los segregantes considerando los 3 estadiosde
apertura floral, donde no se encuentra diferencias significativas. Los altos
coeficientes de variacibn se deben a la variabilidad encontrada entre los
materiales para las variables porcentaje de germinacion y viabilidad de granos

de polen de tomate de arbol, que se estan evaluando.

Tabla 12.

Andlisis de varianza de la germinacion y viabilidad de 3 estados fenolégicos de
la apertura floral de tomate de arbol.

£y g Germinacion (%) Viabilidad (%)
SC CM SC CM
Total 14 4537,56 4495.56
Apertura floral 2 162,95 81,47 ns 705.95  352.98ns

Error
_ 12 4374,61 364,55 3789.61 315.80
experimental

n = 15 observaciones CV (%)= 150,4 CV (%)=175,4
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A pesar de no encontrarse diferencias estadisticas en germinacion y viabilidad
entre los tres periodos de apertura floral (DO, D1 y D2), se observé que el dia
de apertura floral DO es el que present6 porcentajes superiores de germinacion
y viabilidad, frente a los otros periodos de apertura de la flor, por tanto, para el
estudio del efecto de los 3 factores que inciden en la calidad de la del polen se
considero el dia de apertura floral DO.

En la tabla 13 se presenta el analisis de varianza del porcentaje de germinacion
y viabilidad de los 5 segregantes estudiados, donde se pudo observar que
existido diferencias estadisticas entre los segregantes y los coeficientes de

variacion.

Tabla 13.

Andlisis de varianza para el porcentaje de germinacion y viabilidadde cinco
segregantes en tres estados fenoldgicos de la apertura floral de tomate de
arbol.

Posterior
Previo a la antesis Antesis )
F.V I (DO) (D1) antesis
V. g 02)
SC CM SC CM SC CM
Total 24  8730,92 7426,28 5885,11

Segregantes 4 8674,49 2168,62** 7376,43 1844,11* 5821,56 1455,4**

Error
] 20 56,43 2,82 49,85 2,49 63,55 3,18
experimental

n = 15 observaciones CV (%)=19,8 CV (%)= 13,8 CV (%)= 18,8

La tabla 14, se determind que existen diferencias estadisticas entre

segregantes frente a los dias de apertura floral DO, D1 y D2.

En la tabla 13 se presenta el cuadro de separacién de medias del porcentaje de
germinacion y viabilidad de los granos de polen por segregante evaluado frente

a los dias de apertura floral DO, D1 y D2.
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Tabla 14.

Cuadro de separacion de medias de la germinacién (%) y viabilidad (%)
referente a los segregantes de tomate de arbol. Tumbaco. 2017.

Germinacion Germinacion Germinacion Viabilidad Viabilidad Viabilidad
Material
DO D1 D2 DO D1 D2
GT33P2 5157+0,24a 4484+0,21a 39,49 +0,20a 55,18 +0,22a 44,88x0,21a 48,78 £0,21a

GT20P7 18,31+ 0,10a  10,63+0,07b 7,29 £0,04 b 17,63+£0,11b 10,07+0,04b 7,00 £0,04 b

GT33P5 14,90 +0,08 c 1,04+0,02c 0,16 0,003 ¢ 14,97 +0,08 b 0,08 £0,01c 0,23 £0,002 c

GT9P18 1,02+0,01d 0,24 £0,002c  0,24+0,002c 156+0,01c 0,03 £0,002¢c 0,32 +0,002 ¢

GT20P2 0,32+0,01d 0,24 £0,003 ¢ 0,16 £ 0,002 c 0,1710,01c 0,02 £0,002 ¢ 0,08 £ 0,002 c

La tabla 14, se indica que en la evaluacion del porcentaje de germinacion y
viabilidad de cada segregante frente a los dias de apertura floral, el material
que se ubica en el primer rango de significancia para el porcentaje de
germinacion y viabilidad es el material GT33P2 el cual corresponde al material
comercial amarillo puntdon. En la misma tabla se puede apreciar que el
porcentaje de germinacion y viabilidad es mayor en el dia de apertura floral DO
qgue en los dias de apertura floral D1 y D2, por lo que se vuelve a reiterar la
utilizacion de los datos obtenidos del dia de apertura floral DO para generar los

resultados del presente estudio.

Ademas en la tabla 13 se presenta diferencias significativas de los segregantes
evaluados con respecto a los dias de apertura floral lo que permite evidenciar
que la calidad del polen recolectado varia de acuerdo al dia de apertura floral
en el que fue recolectado, indicando en este caso que el dia 6ptimo para la

recoleccion fue el dia previo a la antesis.

En la figura 11, se establece la comparacion del porcentaje de germinacion y
viabilidad del grano de polen en los 3 estados fenoldgicos de apertura floral
obteniendo como mejor resultado los granos de polen obtenidos en el dia

previo a la antesis (D0), para el desarrollo del presente estudio, ya que los
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porcentajes de germinacion del polen fueron los mas altos comparados con las

otras fases del desarrollo floral.
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Figura 11.Relacion entre dias de apertura floral DO, D1 y D2 para germinacion
y viabilidad de tomate de arbol.

4.2. Germinacion de los granos de polen.

En la tabla 15, se presenta el andlisis de varianza de la germinacion de los
granos de polen obtenidos en fase de apertura de la flor (DO: dia previo a la
antesis) y sometidos a los diferentes factores como son la temperatura, tiempo
de almacenamiento y segregantes y las interacciones. El andlisis de varianza
permitié detectar un efecto de los diferentes tipos de materiales, la temperatura
y el periodo de almacenamiento en la germinacion del polen, asi como
también las interacciones de primer y segundo orden. Estos resultados
permiten aceptar la hipétesis alternativa y rechazar la hipotesis nula.

Se puede indicar que las condiciones dadas en el laboratorio para el estudio
han sido positivas, pues el coeficiente de variacibn para la prueba de
germinacion fue de 18,2%.
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Tabla 15

ANOVA para la germinacion de los granos de polen de cinco segregantes de
tomate de arbol a las 24 horas antes de la dehiscencia de la flor.

F.V. gl Sc CM Fc
Total 299 78658,93
Material 4 34713,30 8678,33  2695,47*
Temperatura 1 14,13 14,13 4,39
Almacenaje 5 20371,09 4074,22 1265,44 **
Material x Temperatura 4 282,51 70,63 21,94 **
Material x Almacenaje 20 20629,76 1031,49 320,38 **
Temperatura X 5 1140,14 228,03 70,82 **
Almacenaje
Material x Temperatura x 20 735,30 36,77 11,42 **
Almacenaje
Error 240 772,70 3,22

CV (%)= 18,18 n =300 observaciones

A partir de estos resultados se puede utilizar con certeza el polen obtenido de
los segregantes en el dia de apertura floral, previa a la antesis.

El porcentaje medio de germinacién para los cinco segregantes escogidos se
someti6 a la prueba Tukey al 5%, y se obtuvieron cuatro rangos de
significancia. La tabla 16 presenta estos resultados, ubicando en el primer
rango al segregante comercial amarillo punton, GT33P2, con 29,83% de
germinacion, en el segundo rango esta el material GT22P7 con 10,91% de
germinacion, en el tercero al segregante GT33P7 con 7,51% de germinacién y
en el cuarto rango a los materiales GT9P18 y GT20P2 con porcentajes de
germinacion mas bajos 0,64 y 0,48% respectivamente, los cuales fueron
obtenidos de la cruzas y retrocruces entre [(S. unilobum x S. betaceum) x S.

betaceum] x S. betaceum, realizados por el programa de Fruticultura del INIAP.
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Tabla 16.

Promedios, desviacion estandar y prueba de Tukey (< 0,05%) de la
germinacion de cinco segregantes de tomate de arbol.

Material Germinacion (%)
GT33P2 29,8 +0,237 a
GT20P7 10,9+ 0,104 b
GT33P5 7,5+0,084c
GT9P18 0,6 +0,014 d
GT20P2 0,5+0,009d

Acorde a lo que indica Reveloet al., 2004 el tomate comercial amarillo gigante
puntén y el hibrido tomate mora presentan un mayor nimero de frutos cuajados
por inflorescencia, que varia de cuatro hasta seis frutos. Esto posiblemente se
debe a que el polen de estos materiales tiene una viabilidad y capacidad
germinativa superior en comparacion a los otros materiales.

En la tabla 17se presenta la germinacion del polen después de almacenar a
dos temperaturas, y se determind la existencia de dos rangos de significancia,
obteniendo una mejor germinacién a 4 °C con 10,0% que a 22 °C con 9,7 % de

germinacion.

Tabla 17.

Promedios, desviacion estandar y prueba de Tukey (< 0,05%) de la
germinacion en dos temperaturas de almacenamiento de polen de tomate de
arbol.

Temperatura Germinacion (%)

(°C)
4 10,0+0,175a
22 9,7+0,149 b

Se concluye en términos generales, que la temperatura de almacenamiento del
polen influye significativamente en la germinacion. De acuerdo a esto se

establece que la mejor temperatura para almacenaje del polen, es la
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temperatura de 4 °C. Esto concuerda con los resultados obtenidos por
Gonzales; et al., (2002) quiénes reportan que la viabilidad y germinacion de
polen de Solanaceae, conservado a una temperatura de 17°C pierde la
capacidad de germinacion rapidamente, pero si el polen se almacena a 4°C por
un periodo de 15 dias de almacenamiento el porcentaje se mantuvo en un 18%

de germinacion.

En cuanto al tiempo de almacenamiento (Tabla 18), se pudo ver que el tiempo
de almacenamiento influye en el porcentaje de germinacion del polen. El
porcentaje de germinacion de polen evaluado en seis periodos de almacenaje
genero seis rangos de significacion, donde el mayor porcentaje corresponde a
los cero dias de almacenamiento, seguido del de cinco dias y asi
sucesivamente, hasta que a los 45 dias se presentd el menor porcentaje de

germinacion del polen con menos del 1 %.

Tabla 18.

Promedios, desviacion estandar y prueba de Tukey (< 0,05%) de la
germinacion de tomate de arbol en seis periodos de almacenamiento.

Almacenaje (dias) Germinaciéon (%)
0 (8 horas) 21,60 £ 0,225 a
5 19,46 £ 0,214 b
10 11,00 + 0,128 c
20 4,52 +£0,067d
30 2,38+0,039 e
45 0,28 =+ 0,006 f

De acuerdo a esto, se establece que el utilizar el polen pasado ocho horas de
obtenida la flor, es el que presenté el mayor porcentaje de germinacion con
21,60%, esto concuerda con los datos obtenidos por Aramendiz et al.,2012
quiénes sostienen que a 8 horas de almacenaje se obtuvo un 49,42% de

germinacion de polen en Berenjena (Solanum melongena), recomendando que
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el periodo de almacenaje no supere las veinticuatro horas, por otro lado, la
época 45 dias de almacenaje es la que menor porcentaje de germinacion

presenta con 0,28%, esto es corroborado por Aramendiz (2012).

Como se presenta en la figura 12 el periodo de almacenamiento de 0 dias es el

que presenta mayor porcentaje de germinacion.

Grano de polen . " - '
germinado : > . p

Grano de polen

/ no germinado

‘\1'

-

R |

Figura 12.Granos de polen del material GT33P2, germinados del periodo O de
almacenamiento.

Finalmente, en la tabla 19 se presentan los porcentajes de germinacion
relacionados con la temperatura de almacenamiento para cada material
vegetativo analizado, de lo cual se generaron cinco rangos de significancia
segun la prueba Tukey al 5%, lo que garantiza la diferencia entre los cinco
segregantes y estableciendo como el mejor segun esta prueba el material
cuatro (GT33P2).



38

Tabla 19.

Promedios, desviacion estandar y prueba de Tukey (< 0,05%) de la
germinacion de la interaccion entre los materiales de tomate de arbol con la
temperatura de almacenamiento.

Material Germinacion (%) Germinacion (%)
a4°C az22°C
GT33P2 27,79 +0,218 b 31,87 £ 0,256 a
GT20P7 11,09+ 0,083 c 10,72 + 0,124 c
GT33P5 8,37 £ 0,084 d 6,66 + 0,085 e
GT9P18 0,59 + 0,006 f 0,68 + 0,019 f
GT20P2 0,44 + 0,006 f 0,51+0,011f

El material comercialGT33P2, cuyo polen fue almacenado a 4°C y 22°C
respectivamente, muestra el mayor porcentaje de germinacion con 27,8 31,9%.
Estos resultados concuerdan con lo expuesto por Reveloet al., (2004) quien
indica que el material comercial amarillo gigante puntdn presenta un mayor

namero de frutos cuajados por inflorescencia.

4.3 Porcentaje de viabilidad del polen

La tabla 20 muestra un cuadro de andlisis de varianza donde se toma en
cuenta las medias del porcentaje de viabilidad de los granos de polen
obtenidos en el dia previo a la antesis de cinco materiales de tomate de arbol, a
2 temperaturas y 6 periodos de almacenamiento. En esta tabla se muestra
ademéas el efecto de las interacciones de los tratamientos material X
temperatura, material x almacenaje, temperatura x almacenaje, y material x
temperatura x almacenaje. El coeficiente de variacion para la prueba de
viabilidad fue del 18,97%.
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Tabla 20.
ANOVA para la viabilidad del polen de seis segregantes de tomate de arbol.

F.V. o] Sc CM Fc
Total 299 73701,33

Material 4 36138,70 9034,68 3380,12**
Temperatura 1 293,63 293,63 109,86 **
Almacenaje 5 14512,01 2902,40 1085,87 **
Material x Temperatura 4 353,26 88,31 33,04 **
Material x Almacenaje 20 19267,44 963,37 360,42 **
Temperatura x Almacenaje 5 364,43 73,49 27,49 **

Material X Temperatura X
_ 20 2127,37 106,37 39,80 **
Almacenaje

Error 240 73701,33

CV (%)= 18,97 n =300 observaciones

El porcentaje de viabilidad para los cinco segregantes escogidos se sometio a
la prueba Tukey al 5% y se produjeron cuatro rangos de significancia, tal como
se muestra en la tabla 21, ubicando en el primer rango el material GT33P2 con
un porcentaje de viabilidad de 29,43%que corresponde al material comercial
amarillo puntén, en el segundo rango al material GT20P7 con 9,25 y en el
cuarto rango a los materiales GT9P18 y GT20P2 con 0.49% y 0.36% de
viabilidad respectivamente, materiales que son el resultado de las cruzas y
retrocruces entre [(S. unilobum x S. betaceum) x S. betaceum] x S. betaceum.

Tabla 21.

Promedios, desviacion estandar y prueba de Tukey (< 0,05%) de la viabilidad
de cinco segregantes de tomate de arbol.

Material Media

GT33P2 29,43+0.219a
GT20P7 9,25+0.105b
GT33P5 2,87 +0.066 c
GT9P18 0,49 £ 0.010d
GT20P2 0,36 +0.006 d
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En la tabla 22 se presenta la viabilidad del polen a dos temperaturas de
almacenamiento, mostrando dos rangos de significancia, la mayor viabilidad del

polen fue alos 4 °C, que a 22 °C.

Tabla 22.

Promedios, desviacion estandar y prueba de Tukey (< 0,05%) de la viabilidad
de dos temperaturas de almacenamiento de polen de tomate de arbol.

Temperatura Media
(°C)
4 9,61 +£+0.157 a
22 7,63+£0.157 b

Se concluye en términos generales que la temperatura para almacenamiento
del polen influye en la viabilidad. De acuerdo a esto se establece que la mejor
temperatura para almacenar polen es la temperatura de 4 °C con un porcentaje
de viabilidad de 9,61%, esto concuerda con la seccion anterior sobre el
porcentaje de germinacion del polen, donde la temperatura Optima de
almacenamiento fue de 4 °C, y corrobora los resultados obtenidos por
Gonzales et al., 2002.

El porcentaje de viabilidad se evalu6 en seis periodos de tiempo de
almacenamiento, acorde a la tabla 23, se puede ver que el almacenamiento del

polen influye en el porcentaje de viabilidad.

El porcentaje de viabilidad evaluado en seis periodos de almacenaje genero
cinco rangos de significancia, donde el mayor porcentaje corresponde a los
cero y cinco dias de almacenamiento con 18,06% y 17,34% respectivamente y
situandose en el quinto rango de significancia cuando se almaceno 45 dias con

0,28% de viabilidad de los granos de polen.
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Tabla 23.

Promedios, desviacion estandar y prueba de Tukey (< 0,05%) de la
germinacion de tomate de arbol en seis periodos de almacenamiento.

Almacenaje Germinacion
(dias) polen (%)

0 (8 horas) 18,06 £ 0,213 a
5 17,34 + 0,219 a
10 8,99+0,140 b
20 4,79 +£0,083 c
30 2,24 £ 0,038 d
45 0,28 + 0,005 e

De acuerdo a esto se establece que el utilizar el polen a las 8 horas pasadas a
su colecta en la flor, es el que presenta mayor porcentaje de viabilidad, esto lo
expone Gonzales (2002) quien detalla en su trabajo que el polen conservado

va perdiendo gradualmente su hidratacion y su viabilidad.

.
. b
ey . Y Granos de polen
. X ! viables
. ¥ ~
- ' - . - . ) .
) :

-
-

Granos de polen
no viables

i

o

Figura 13.Granos de polen viables del dia 0 de almacenamiento.

Finalmente, la tabla 24se presentan los porcentajes de viabilidad de los
materiales de tomate relacionados con la temperatura de almacenamiento, de
lo cual se pudo determinar que de los cinco segregantes el material GT33P2
tiene la mayor viabilidad con 30,23% y 28.63 %, para porcentaje de viabilidad

a 4° Cy 22°C respectivamente.
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Tabla 24.

Promedios, desviacion estandar y prueba de Tukey (< 0,05%) de la viabilidad
de tomate de arbol en dos temperaturas de almacenamiento.

Material  Viabilidad (%) Viabilidad (%)
a4°C a22°C
GT33P2 30,23+0,222a 28,63+0,220b
GT20P7 11,33+0,085c 8,56 £ 0,122 d
GT33P5 5,73+0,084e 0,00+ 0,000 f
GT9P18 0,43 £ 0,007 f 0,55+ 0,012 f
GT20P2 0,31 £ 0,005 f 0,40 £ 0,007 f

Asi, nuevamente se obtiene un porcentaje de viabilidad similar al porcentaje de
germinacion en todos los materiales segun cada temperatura, corroborando lo
expuesto por Gonzales (2002), quien estima el uso de esta prueba por

cuantificar con veracidad la fertilidad del polen.

4.4 Comparacién entre las variables de porcentaje de germinaciéon y
porcentaje de viabilidad de polen

La figura 14 presenta la comparacion entre las dos variables consideradas en
este trabajo el porcentaje de germinaciéon y el porcentaje de viabilidad del

polen.

De forma general, ambos métodos permiten establecer que el mejor material,
obteniendo que el material con mayor porcentaje de viabilidad y germinacion
de granos de polen es el segregante GT33P2 y el material con menor
porcentaje de viabilidad y germinacién de granos de polen es el segregante
GT20P2.

De esta manera se ratifica que existe una relacion directa entre la viabilidad y

la germinacién de polen.
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Figura 14. Comparacion de promedios, desviacion estandar y prueba de Tukey

(= 0,05%) de la germinacion y viabilidad de cinco segregantes de tomate de

arbol.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones
Acorde a la evaluacion de la germinacion y viabilidad de los granos de polen se
establece como el mejor material aGT33P2, el cual pertenece al material

comercial amarillo punton.

Los resultados obtenidos del porcentaje de germinacion y viabilidad de los
granos de polen referente a la temperatura de almacenamiento, indican que la

mejor temperatura para almacenar los granos de polen es a 4 °C.

Respecto al periodo de almacenamiento se determiné que los mayores
porcentajes de germinacion y viabilidad de los granos de polen se tiene a las 8
horas de haber realizado la colecta de polen en la flor.

El método que muestra mayor confiabilidad para determinar la funcionalidad del

polen es la germinacion in vitro.

5.2 Recomendaciones
Para efectuar programas de mejora con polinizacibn manual, se recomienda

previamente realizar el estudio de la funcionalidad del polen.

Se recomienda considerar la informacion generada en el presente estudio para

realizar programas de fitomejoramiento.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Actinomorfa: flor con méas de un plano de simetria, 0 sea, con simetria radiada.
Antesis: apertura de la flor para la polinizacion.

Carpelo: cada una de las hojas modificadas y fértiles, que forman el gineceo.
Cigoto: célula resultante de la unién de las dos gametas. Es la célula inicial del
embrion en los embriofitos.

Colporado: se aplica al grano de polen provisto de aperturas compuestas de un
coipo y una o mas endo aperturas en forma de poro

DCA: disefio completamente al azar.

Dehiscente: que se abre espontdneamente a la madurez.

Emascular: extraer los estambres de la flor antes de que esta se abra.
Escorpioide: cima unipara donde las flores se ubican del mismo lado del eje
gue adopta una forma espiralada.

Exina: es la capa protectora externa en el grano de polen, generalmente rigido
y ornamentado, que contiene esporopolenina que la torna bastante imputrecible
y con poros, colpos, etc.

Incompatibilidad gametofitica: la incapacidad de gametos funcionales
deefectuar la fertilizacién en combinaciones particulares entre genotipos.

Intina: envoltura interna, celulésica, de los granos de polen y las esporas.
Isopolar: se aplica al grano de polen o a la espora en cuyas caras polar y
proximal no hay diferencias.

Lanceolado/a: 6rgano laminar con contorno en forma de punta de lanza,
angostamente eliptico con los extremos agudos. Puede ser estrechamente o
anchamente lanceolado o linear-lanceolado.

Microespora: espora producida por meiosis en un microsporangio, producira un
gametofito masculino.

Micropilo: abertura que dejan los tegumentos del évulo en su extremo.
Microsporocito: célula que sufre meiosis para producir cuatro microsporas.
Pedicelo: eje que sostiene cada una de las flores de una inflorescencia. En las
gramineas el eje que soporta la espiguilla

Pedunculo: eje que sostiene una flor solitaria o una inflorescencia.
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Perenne: planta u 6rgano que vive mas de dos afos; se opone a anual y bienal.
Vegetal cuyociclo vegetativo se extiende mas de dos afios.

Persistente: 6rgano que se conserva en su sitio luego de maduro; no es
caedizo.

Pubescente: 6rgano cubierto de pelos finos y suaves.

Raquis: eje del que nacen los foliolos de una hoja compuesta o las flores de
una inflorescencia.'

Supero: ovario que se ubica por encima de las piezas florales.

Tallo semilefiosos: son aquellos de base lefiosa y la parte superior herbaceas
es propia de los arbustos.

Tapetum: capa de células de la antera que rodean a las células madre de la
microspora y, luego de la meiosis, a las microsporas y, mas tarde, a los granos
de polen.

Teca: cada una de las dos mitades de la antera con dos sacos polinicos.
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