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PROLOGO

Los estudios sobre viabilidad de polen han permitido el conocimiento de la
biologia, fisiologia y otros aspectos de interés sobre el polen de muchas
especies, Albert (1930). Estos logros han ayudado a manejar y optimizar las
polinizaciones dirigidas de los programas de mejora y enfermedades, entre

otros caracteres de alta importancia economica.

Los productos maderables procesados que se obtienen de Ochroma
pyramidale en el pais son de alta calidad de exportacion, lo que nos ha venido
dando un reconocimiento como el primer pais exportador de madera de O.
pyramidale a nivel mundial (PROECUADOR 2014).

Actualmente las plantaciones comerciales tienen perdidas en producciones de
madera de buena calidad a causa de la incidencia de enfermedades y ataques
de insectos plagas. Bajo este contexto forestal nacional es necesario
emprender planes de mejoramiento genético que usen el potencial biodiverso
de O. pyramidale en la busqueda de caracteres deseados que potencialicen el

aprovechamiento de esta madera.

Plantabal S.A. & 3A Composites- Baltex Ecuador, es la Unica empresa que
cuenta con un robusto programa de mejoramiento genético en balsa, que
incluye ensayos de progenies, rodales y huertos productividad y calidad de
madera. La conservacion del polen de O. pyramidale realizada en esta
investigacion aportara a los conocimientos de la biologia reproductiva de esta
especie y sera una herramienta Gtil para la realizacion del programa de cruzas

dirigidas.

Marcelino S. Guachambala C. M. Sc.
Gerente de Investigacion y Desarrollo PLANTABAL S.A.



RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizd en las plantaciones de la
empresa Plantabal S.A. en la hacienda Madera Seca 14, ubicada en el cantén
El Empalme, sector Los Bancos, de coordenadas 1° 2°57.43" latitud Sur y 79°
35°33.22" latitud Oeste, con un area de 1,5 ha, con una muestra de 10 arboles.
El objetivo general fue evaluar el efecto de temperatura y secado en la
viabilidad de polen almacenado de O. pyramidale, y realizar una propuesta de
plan de mejoramiento genético mediante la técnica de la polinizacién dirigida.
Se determin6 el medio idoneo para la evaluacion de la viabilidad mediante
germinacion in vitro, probando variantes del medio de Brewbaker y Kwack
(1963). El mejor medio para medir la viabilidad inicial y post almacenamiento
fue: 10 % de sucrosa, 30 mgL?! &cido bérico, 430 mgL™ nitrato de calcio. El
contenido de humedad del polen fresco de O. pyramidale calculado por
métodos termogravimétricos fue de 49.80 % con respecto a su peso. La
viabilidad inicial del polen fue de 65.62 %. El secado del polen se realiz6 en
camara climética a 29°C y 45 % de humedad relativa (HR) a diferentes tiempos
(60, 120, 180 y 240 minutos) la viabilidad del polen disminuyé gradualmente a
medida que se incremento el tiempo de secado, lo que causd una pérdida de
6.04 % en la germinacion del polen de O. pyramidale secados durante 240
minutos. Las muestras fueron sometidas 607, 120", 180"y 240" de secado y
almacenadas a 5° (refrigeracién), -20°C (congelacién), y -196°C (crio
conservacion) en tubos eppendorf durante 45 dias. La temperatura y el
contenido de humedad O6ptimos para el almacenamiento del polen de O.

pyramidale fue a -196°C y 4.46 % respectivamente.



ABSTRACT

This research was conducted in the plantations of the company Plantabal S.A.
in Madera Seca 14 hacienda, located in the village of EI Empalme, industry
Banks, coordinate 1st 2'57.43" south latitude and 79 ° West longitude 35'33.22",
with an area of 1.5 ha, a sample of 10 trees. The overall objective was to
evaluate the effect of temperature and drying on the viability of O. pyramidale
stored pollen, and make a proposal for a plan of genetic improvement through
technical pollination directed. the best means of assessing the viability was
determined by in vitro germination testing variants medium and Kwack
Brewbaker (1963). The best way to measure the initial and post-storage viability
was 10% sucrose, 30 mg L-1 boric acid, 430 mg L-1 calcium nitrate. The
moisture content of fresh pollen O. pyramidale was calculated by
thermogravimetric methods of 49.80% relative to its weight. The initial pollen
viability was 65.62%. Pollen drying was performed in a climatic chamber at 29 °
C and 45% relative humidity (RH) for different times (60, 120, 180 and 240
minutes) pollen viability decreased gradually as the drying time increased ,
causing loss of 6.04% in pollen germination of O. pyramidale dried for 240
minutes. The samples were subjected 60', 120", 240" 180'y drying and stored at
5 ° (cooling), -20 ° C (freezing) and 196 ° C (cryo conservation) in eppendorf
tubes for 45 days. The temperature and moisture content for optimal storage
pyramidale O. pollen was at -196 ° C and 4.46% respectively.
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INTRODUCCION

Una de las principales caracteristicas de los seres vivo es la facultad que tienen
para reproducirse. Las angiospermas, comunmente llamadas plantas con flores
se reproducen sexualmente, siendo los granos de polen responsables de la
produccion de los gametos masculino que intervienen en la fecundacion de los
ovulos, para dar formacion a la semilla. Por ende, el almacenamiento de los
granos de polen es gran importancia en la preservaciéon de germoplasma, ya
que promueve el intercambio genético y mejoran los programas de
mejoramiento genético (Hanna, 1994). Ademas, se considera una de las
principales alternativas para la conservacion de alelos, facilitando el

cruzamiento dirigido entre individuos de interés (Ganesan et al. 1986).

Ochroma pyramidale es una especie nativa del Ecuador, de importancia
comercial, por las exportaciones de su madera en los mercados
internacionales, exportandose desde 1938 (Martinez 2012). El Ministerio de
Relaciones Exteriores y PROECUADOR, mediante un andlisis del mercado
internacional en el afio 2013, indicd que durante el periodo del 2007 — 2012 se
exportaron 1.310,28 toneladas de madera lo que generd un ingreso al estado
de 3,625.47 miles de dolares. La demanda en los mercados internacionales por
la madera y productos de O. pyramidale crece, o que genera la necesidad de
mejorar la productividad de esta especie, y enfrentar diversos problemas como

plagas y enfermedades que generan pérdidas de produccién y econémicas.

Carmona (2012), afirma que el modo de reproducciébn de una especie
determina la estructura genética de sus poblaciones, define el éxito
reproductivo natural y su potencial productivo. Sin embargo en el pais no se
han realizado estudios referentes a la biologia del polen en especies forestales,

lo que ha conllevado que la reproduccion de Ochroma pyramidale. se la realice

Xvil



por semillas de polinizaciébn abierta recolectadas en plantaciones. Por tal
motivo, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de la
temperatura y el secado en la viabilidad del polen almacenado. Estos
conocimientos permitiran realizar ensayos de progenie mediante la polinizacion
dirigida y obtener semillas mejoradas, estableciendo plantaciones con mejor
material genético que garantice una excelente produccion de madera de O.

pyramidale.

Xvili



CAPITULO |

MARCO CONTEXTUAL DE LA
INVESTIGACION



1.1 UBICACION Y CONTEXTUALIZACION DE LA PROBLEMATICA

O. pyramidale es una especie pionera que se encuentra de manera natural en
la costa y amazonia ecuatoriana, Gonzales et al. (2010) realizaron un estudio
en el afio 2008 determinando que hasta esa fecha, el Ecuador contaba con
20.000 hectareas de esta especie entre bosques naturales y plantaciones.
Segun este estudio, la propagacion de la especie se realiza utilizando semillas;
siendo las zonas de mayor produccion: las provincias de Guayas, El Oro,
Pichincha y Los Rios. En esta Ultima, las empresas privadas que manejan esta
especie son; Plantabal. S.A., Inmahia y Balsaflex.

En el Ecuador el cultivo de O. pyramidale sigue siendo una excelente
alternativa econdmica en el sector productivo, por lo que los programas de
incentivos forestales por parte del Ministerio de Agricultura, Ganaderia,
Acuacultura y Pesca (MAGAP), siguen apoyando al establecimiento de
plantaciones comerciales de O. pyramidale y otras especies en la region Costa
y regibn Amazonica. A este incremento de miles de hectareas de O.
pyramidale que tiene actualmente el pais, gracias al apoyo gubernamental, se
suma las del sector privado. Esta excelente alternativa no escapa de tener sus
desventajas cuando se trata del control fitosanitario de las plantaciones, pues
los riesgos de pérdidas en la produccién pueden ser altos por la presencia de

enfermedades tales como; corazén de agua y muerte regresiva.

PLANTABAL S.A. ha sido una empresa lider en el mercado de la madera de O.
pyramidale en el pais, la misma que en el marco de un programa de
mejoramiento genético, ha realizado avances en; seleccibn de rodales
semilleros, establecimientos de huertos semilleros, propagacion asexual

(clones), aportaciones de gran importancia para el manejo de esta especie.



El almacenamiento de polen de las especies forestales sin duda constituye un
recurso imprescindible para la solucion de problemas actuales y futuros del
campo forestal y agricola, ya que su conservacion a traves del tiempo
mantendra la variabilidad genética de las especies necesarias para la
busqueda de soluciones. Theilade (2007) indica que el almacenamiento de
polen puede disminuir riesgo fitosanitarios ya que, es rara la transferencia por
el polen de plagas y enfermedades a excepcion de algunas enfermedades
ocasionadas por virus, lo que permite la seguridad en el traslado e intercambio

de germoplasma (Trujillo 2006).

1.2 SITUACION ACTUAL DE LA PROBLEMATICA

En la Costa Ecuatoriana la mayor parte de las plantaciones comerciales de O.
pyramidale son manejadas por la empresa PLANTABAL S.A., que a pesar de
cambiar de razén social, se ha mantenido por mas de 70 afios trabajando en el
sector forestal balsero ecuatoriano, teniendo en la actualidad un patrimonio de
9.500 hectareas. La produccion de plantas, desde sus inicios hasta la
actualidad, se realiza a partir de plantas producidas en viveros de la misma
empresa. Corroborado por Gonzales et al. (2010) en el afio 2008, quienes
manifiestan que el 98.84 % de los productores del O. pyramidale en el Ecuador
usan semillas que son recolectadas en sus propias plantaciones u otras sin
ningun criterio de seleccion de los arboles progenitores, o que no garantiza el
mejoramiento en plantaciones y un 53.50 % de los productores compran las
plantulas en viveros tradicionales de la localidad, cuyos propietarios no

certifican la calidad de las semillas ni su procedencia.

Actualmente existe un solo vivero tecnificado (REFOREI) que ofrece plantas de
balsa y otras especies forestales de buena calidad y procedencia. En el pais,
no se han reportado oficialmente la existencia de fuentes semilleras

seleccionadas o mejoradas de O. pyramidale, a excepcion del rodal semillero



establecido a finales de los afios ochenta, por Joe Kovach, con quince familias
en el sitio El Vergel, para la empresa que actualmente es PLANTABAL S.A
(Martinez 2012), y un huerto semillero en el cantén EI Empalme perteneciente
a la misma empresa. Sin embargo, las plantaciones comerciales de O.
pyramidale a nivel de pais siguen enfrentando de moderados a graves
problemas de enfermedades y plagas; a pesar de los esfuerzos en
investigacion para controlar algunas enfermedades, pues no siempre se ha
tenido el éxito esperado y aun se sigue teniendo pérdidas en la produccion en

muchas plantaciones de diferentes zonas del pais.

1.3 PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.3.1 Problema general

La pregunta a responder con la presente investigacion es: ¢Cuéles son los
efectos de temperatura y secado en la viabilidad de polen almacenado de
Ochroma pyramidale (Cav. ex Lam.)?

1.3.2 Problemas Derivados

¢, Cudles es la produccién de polen por flor en O. pyramidale?

¢, Cuales seran los medios de cultivo para evaluar la viabilidad inicial y post

almacenamiento de polen de O. pyramidale mediante germinacion in vitro?


http://es.wikipedia.org/wiki/Cav.
http://es.wikipedia.org/wiki/Lam.

¢,Cual es el contenido de humedad del polen fresco de O. pyramidale, mediante

meétodos termogravimétricos?

¢,Cudles son los procedimientos y parametros Optimos de temperatura y
contenido de humedad que requiere el polen de Ochroma pyramidale

(Cav. ex Lam.) Urb., para un buen almacenamiento a mediano plazo?

1.4 DELIMITACION DEL PROBLEMA

CAMPO ; CIENCIAS FORESTALES

AREA ; BIOLOGIA

ASPECTO : MANEJO DE POLEN DE O. pyramidale PARA SU
ALMACENAMIENTO A MEDIANO PLAZO

SECTOR El EMPALME

TIEMPO JULIO A DICIEMBRE DEL 2015

Las flores recolectadas para la extraccion del polen almacenado fueron del
huerto semillero, establecido en la hacienda “Madera Seca 14” (MS14), ubicada
en el canton El Empalme, sector Los Bancos, de coordenadas 1° 2'57.43”
latitud Sur y 79° 35°33.22"" latitud Oeste, con un area de 1,5 ha, con una
muestra de 10 arboles. La floracién estuvo limitada por las condiciones

climaticas anormales, provocando retraso y disminucién de la misma.

El talento humano necesario para la realizacion de este trabajo de investigacion
fueron: Gerente del departamento de investigacion y desarrollo (D&l) con
respecto a la logistica, planeacion y toma de decisiones para la colecta del
germoplasma; los trabajadores quienes aplicaron sus destrezas en el uso de

las herramientas para la colecta de las flores; supervisores de departamentos


http://es.wikipedia.org/wiki/Cav.
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de D&l quienes aportaron con los conocimientos sobre la fenologia y

crecimiento de O. pyramidale.

Los materiales y herramientas utilizadas para la fase de campo y laboratorio
durante el desarrollo la investigacion fueron; palancas tipo malayo, cuchillo
para malayo, fundas de papel para el transporte de las flores, marcadores,
papel aluminio, nutrientes (sucrosa, acido borico y nitrato de calcio), estufa,
balanza analitica, calibrador, camara fotografica, microscopico, tanque de
nitrogeno, refrigerador, incubadora, tubos eppendorf y falcon de capacidad 0,25
y 15 ml respectivamente, silica gel, algodén, cajas petri, agua destilada,
guantes, mascarilla, mandil, botas, navegador de GPS, libreta de campo,

termohigrémetro, bisturi

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de temperatura y secado en la viabilidad del polen

almacenado de O. pyramidale.

1.5.2 Objetivos especificos

Establecer los medios idéneos para evaluar la viabilidad inicial y post

almacenamiento del polen de O. pyramidale.



Determinar el contenido de humedad inicial de humedad del polen de O.

pyramidale mediante métodos termogravimétricos.

Determinar la temperatura y contenido de humedad adecuados para un éptimo

almacenamiento del polen de O. pyramidale.

Elaborar la propuesta de un plan de mejoramiento para O. pyramidale mediante

polinizacion dirigida.

1.6 JUSTIFICACION

En paises de América Latina y Europa desde hace muchas décadas se han
realizado investigaciones de viabilidad de polen, tales como: “Viability of pollen
and receptivity of pistillate flowers” por Albert (1930), “Effect of vacuum-drying
and storage environment on the viability of pea” por Layne (1963), “Influence of
temperature on date and duration of pollen shed by longeaf pine” por Boyer
(1970), lo que permitié avanzar a pasos agigantados en la produccion, manejo,
mejoramiento genético y conservacion de sus especies, especialmente

aguellas de importancia comercial.

En el Ecuador se han realizados estudios de viabilidad de polen en;
Phaedranassa viridiflora, Phaedranassa dubia, Stenomesson aurantiacum,
Tehobroma cacao, Alstroemeria ssp, Vasconcellea ssp, Ealis guineensis
(Vara 1960, Andrade 2007, Maita 2006, Vargas 2010, Moreno et al. 2013) Ilo
que permiti6 una mayor produccién de sus cultivos, variabilidad genética,
soluciones a enfermedades mediante la polinizacion manual. En referencia a

estudios de almacenamiento de polen en el pais solo se han realizado para



Theobroma cacao (Vara 1960, Cadena 1962, Cornejo 1962). La importancia de
emprender planes de mejoramiento genético mediante polinizacion dirigida en
especies forestales nativas del Ecuador y de importancia comercial como O.
pyramidale, es de garantizar la producciéon de madera de balsa con altos
estandares de calidad, disefiar estrategias de conservacion y salvaguardar la

diversidad genética de la especie.

1.7 CAMBIOS ESPERADOS CON LA INVESTIGACION

Los resultados de la investigacion contribuirdn directamente a establecer un
protocolo para manejo y almacenamiento de polen de O. pyramidale, lo que
permitira planificar cruzamientos controlados para la produccién de semilla

mejorada.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO DE LA INVESTIGACION



2.1 FUNDAMENTACION CONCEPTUAL

Polen. Los granos de polen se desarrollan en los sacos polinicos (en las
anteras). Esta formacion inicia como una célula equivalente a una microspora,
que luego de varias divisiones por mitosis quedando formada por dos células,
la vegetativa de gran volumen que ocupa casi todo el interior del grano de
polen y sirve para el desarrollo del tubo polinico y una célula generativa o

gameto sexual masculino (Vasil 1964, Stanley y Linskens 1974).

Viabilidad polinica. Se refiere a la viabilidad del polen. Segun Stanley y
Linskens (1974) es la capacidad de germinar, crecer y fertilizar, es muy util
para medir la reproduccion de una especie y las condiciones de almacenaje de
su polen para evitar que se pierda su viabilidad a través del tiempo. La
viabilidad del polen se considera generalmente para indicar; la capacidad del
grano de polen de entregar las células espermaticas para el saco embrionario
después de la polinizacién (Shivanna et al. 1991 citado por Zeng et al. 2004).
Dafni y Firmage (2000) definen la viabilidad del polen como la capacidad para
vivir, crecer, germinar o desarrollarse. Estos dos autores mencionaron también
a la viabilidad como la capacidad del polen para germinar sobre la superficie
del estigma o bien en estado in vitro, como la respuesta del polen a ciertas
tinciones y a la efectividad de produccién de semillas después de la

polinizacion.

Longevidad del polen. El término de longevidad polinica define el periodo en
el cual el polen mantiene la capacidad de germinar sobre un estigma apropiado
(receptivo y compatible) (Dafni y Firmage 2000). La duracién de la viabilidad del
polen después de la deshicencia de las anteras es crucial para la polinizacion
(Stone et al. 1995). La duracion del grano de polen después de la deshicencia
de la antera varia segun el contenido de carbohidratos presentes en él, ya que

10



éstos protegen a la membrana de la desecacion dando mayor longevidad al

polen (Dafni y Firmage 2000).

2.2 FUNDAMENTACION TEORICA

2.2.1 Descripcion de la especie

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Malvales
Familia Malvaceae

Sub familia Bombacoides
Género Ochroma

Especie pyramidale

Sinonimia; Ochroma lagopus Sw; Bombax pyramidale Cav. ex Lam (Vazquez
et al. 1999).

Segun Whitmore (1968) citado por Francis (1991), el area de distribucién
natural para esta especie de importancia comercial, se ha registrado desde la
cuenca del Rio Guayas en Ecuador en los extremos a 22°de latitud norte hasta
alrededor de los 15° de latitud sur. Y para el resto de esta especie se
distribuye desde el sur de México hasta Bolivia, a través de la mayor parte de

Venezuela, y las Antillas (Pennington 1968) (fig. 1).
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Figura 1. Distribucion natural de la balsa, Ochroma pyramidale, en el geotrépico. Fuente: Francis
K., 1991.

O. pyramidale es nativa de Ecuador, conocida como balsa, lana, boya, se la
encuentra de manera natural y en plantaciones comerciales en las regiones de
la costa y el oriente amazoénico, de crecimiento rapido lo que facilita su
aprovechamiento a los 4 o0 5 afios y sea rentable para pequefios productores,
se la considera indicadora de bosques secundarios. Su madera es una de las
mas livianas y sus principales usos en el aeromodelismo, material aislante,
chapa de interiores, para la elaboracion de juguetes y artesanias. También se
la utiliza en programas de reforestacion puesto que se regenera en terrenos
degradados, en programas de conservacion de cuencas hidricas y en sistemas

agroforestales (Vazquez et al. 1999).

Es un arbol que puede alcanzar alturas por encima de los 35 m, de copa

abierta, ancha, redondeada o irregular, su fuste recto, cilindrico, liso aunque en
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ciertas ocasiones puede presentar gambas, de corteza es gris o palida, lisa con
cicatrices lineales sin embargo la interior es fibrosa. De follaje perennifolio, sus
hojas son simples y alternas, dispuestas en espiral, acorazonadas, de 20 a 40
cm de largo, borde liso y con pelos epidérmicos rojizos (densamente estrellado,
pubescentes), con 5-7 nervios principales desde la base. Con estipulas hasta

de 2 cm de largo, foliaceas (Francis 1991).

Especie hermafrodita, las flores solitarias, axilares, sobre pedulnculos
pubescentes de hasta 20 cm de largo, ligeramente perfumadas, de cinco
pétalos, blancas pubescentes y con el cdaliz color verde, son polinizadas por
insectos y mamiferos nocturnos. Produce frutos secos, tipo capsula dehiscente,
largos y en forma de baston con 10 costillas longitudinales prominentes,
divididas en 5 partes; son semilefiosos y cilindricos de 14 a 24 cm de largo
recubiertos de lana. Las semillas son abundantes en forma de pequefia gota,
ovoides, de 3 a 5 mm de largo, color castafio oscuro y se encuentran envueltas
en lana amarillenta y sedosa, llegando a producir de 20 a 48 frutos por arbol y
cada fruto contiene un promedio de 828 semillas, lo que puede resultar que un
arbol produzca entre 6,000 y 39,000 semillas y su primera fructificacion puede
darse a los 2 o 3 afios de edad, (Pennigton y Sarukhan 1968, Vazquez et al.
1999, Rojas y Torres 2009)

2.2.2 Polen

La palinologia es el estudio de los granos de polen (producidos por las
angiospermas y gimnospermas) y las esporas (producidas por las Pteridofitas,
Briofitas, algas y hongos). Ambos grupos difieren considerablemente en su
funcién, pero tanto los granos de polen como las esporas (con algunas
excepciones), son el resultado de la division celular que involucra la reduccion

a la mitad del nUumero cromosOmico (meiosis) y ambas estructuras necesitan
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ser transportadas para realizar su funcion adecuadamente. El polen y las
esporas son similares en tamafo (frecuentemente entre 20 y 40 micras) y
ambos estdn formados por paredes fuertes y resistentes pero son
morfoldégicamente diferentes (Morales y Fernandez 2012).

Un grano de polen esta constituido por dos partes: “la célula viva” y la
“esporodermis” o pared externa, su funcion principal es la de proteger el
protoplasma celular, mediante la impermeabilizacion y la resistencia a la
degradacion fisico-quimica y bioldgica. Esta pared esta formada por dos capas
fundamentalmente diferenciadas una interna que esta en contacto con el
protoplasma celular denominada “intina”, y otra externa rodeando a todo el
conjunto, llamada “exina”; capas que difieren por sus caracteres quimicos,

morfolégicos y ontogénicos.

La exina es una capa muy resistente, ya que soporta la accién de los acidos y
bases concentradas, asi como el calentamiento hasta 300 °C, Unicamente
alterada por algunos oxidantes y ciertos microorganismos. Debido a ello, se
han encontrado exinas practicamente intactas en predecesores de los granos
de polen actuales, como esporas de helechos y prepélenes, procedentes de
depdsitos del Paleozoico. Su componente quimico fundamental es la
esporopolenina. Presenta una cierta elasticidad y plasticidad, permitiendo al
grano de polen adaptarse a las condiciones ambientales. También hay un
componente polisacérido y otro lipidico, asi como proteinas, fundamentalmente
glucoproteinas. La exina consta a su vez de dos capas: ectexina (externa) y
endexina (interna), se diferencian por su morfologia, por su desarrollo y por su
composicion quimica la misma se puede observar a microscopio Optico
utilizando tinciones diferenciales y a microscopio electronico de transmision, ya

gue ambas capas dan distinto contraste (Anero 2008, Jaramillo y Trigo 2011).
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La intina es la capa mas interna de la pared del grano de polen. Sus
componentes principales son celulosa, pectinas y glucoproteinas. No es
resistente a los &cidos y se destruye facilmente con la acetdlisis. Puede
considerarse equivalente a la pared de celulosa tipica del resto de células
vegetales. Forma una capa continua, no interrumpida alrededor de todo el

grano de polen (Anero 2008, Jaramillo y Trigo 2011).

La mayor parte de los granos de polen, en el momento de la dehiscencia de la
antera, estan recubiertos por una sustancia llamada “pollenkitt” o manto
polinico, que es secretada por las células del tapete compuesta
fundamentalmente por lipidos, carotenos, polisacaridos y glucoproteinas en
proporciones variables. Es probable que tenga un papel importante en el
reconocimiento polen-estigma. La consistencia y la cantidad de lipidos del
pollenkitt presente en los granos de polen de plantas de polinizacion entoméfila
y anemofila, es bastante diferente (Anero 2008, Jaramillo y Trigo 2011)

El grano de polen en las Malvaceae son esféricos, porados y esquinados, con
endexina notablemente gruesa. Los poros pueden ser pequefios (1-3 micras) o
grandes (4-6 micras);y los poros dilatados pueden o no tener un
engrosamiento interior. En la ectecina los poros presentan aberturas asperas y
rectangulares. Estdn uniformemente espaciados a lo largo de una sola linea
(arco) que rodea el grano de polen, sila longitud de la linea que rodea es igual
a la esférica del grano, este es triporado. Si es mas largo, entonces el grano es
4-porado, 5-porado- etc. Las espinas son aproximadamente dos veces mas
gruesas que la pared y algunas pueden ser huecas. Son pequefas cuando son
dos veces menor que la altura de la pared y son grandes cuando estan en
forma de botella en la base y tienen una base coénica o plataforma colunmar
(Barath 1975, Culhane y Blackmore 1988).
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Montoya et al. en el afio de 2014 describio los granos de polen de 122
especies, entre ellas los de O. pyramidale. Este autor indica que los granos de
polen de esta especie son: radiosimétricos, isopolares, brevitricolporados,
oblado-esferoidales a prolado-esferoidales, &mbito triangular convexo; distancia
ecuatorial de 77-95 um, distancia polar de 70-80um. Exina: 4-5um, reticulada.
Reticulo heterobrocado, simplicolumelado a duplicolumelado, muro de 2um de
ancho, lumen de 6-18um. Poros elipticos-lolongados y costados (10-14 x 8-
10um). Colpos (14-25 x 3-8um).

2.2.3 Germinacién y viabilidad del polen

Stanley y Linskens (1974) definieron a la viabilidad como la capacidad de
germinar, crecer y fertilizar. Se podria considerar como un buen método de
medir la viabilidad del polen, la habilidad del mismo para fertilizar y producir
semillas. Para determinar la viabilidad del polen a nivel de laboratorio, existen
varias pruebas, entre éstas: germinacién, actividad enzimatica y tincion del
citoplasma de granos de polen. La duracién de la viabilidad del polen varia
considerablemente entre las diferentes especies, y se relaciona con el tipo de
polinizacién. En general, plantas con polinizaciéon entomdfila poseen un polen
con una viabilidad mayor que aquellas polinizadas con el viento (Nepi y Pacini
1993).

La germinacion del polen comienza con un agrandamiento de éste por la
absorcion del agua de la superficie del estigma. Las vacuolas turgentes
empujan la intina y el citoplasma hacia la apertura del grano de polen
produciendo una elongacién del citoplasma a manera de tubo y su pared esta
formada por la intina. A través de la historia se han desarrollado muchas
técnicas para la evaluacion de la germinacion del polen, sin duda unas han sido

mas exitosas que otras. Sin embargo, las mas empleadas por los resultados
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obtenidos son dos; 1) por tincidbn que consiste en tefiir los granos, en dénde se
considera que son viables aquellos que son tefiidos durante el proceso de
tincién, sin embargo es posible que se puedan tefiir granos de polen muertos
(Ochoa, 1991) y 2) por germinacion in vitro en condicion liquida y solida,
enriquecidos con sacarosa, calcio o boro son componentes de importancia para
la germinacion. Los protocolos cambian segun el vegetal y los autores, pero la

mayoria utiliza el medio elaborado por Brewbaker y Kwack (1963).

Zaid en el 2002 cit6 las diferentes técnicas rapidas y fiables que aseguran una
excelente y rapida germinacién, el crecimiento normal del tubo polinico y casi

ningun estallido de los granos de polen.

2.2.3.1 Técnica de la germinacion de Albert (1930)

Una pequefa cantidad de granos de polen se espolvorea sobre una gota de 20
% de sacarosa colocado sobre una cubierta de vidrio, que se invierte entonces
a través de una celda de vidrio. Una pelicula delgada de vaselina se coloca en
la parte superior de la celda para sellar el vidrio de cubierta a la misma. Luego
se coloca en una incubadora a 27 °C durante 12 a 14 horas y la inspeccion se
realiza bajo un microscopio. Un inicio de un crecimiento del tubo polinico se
considera como una prueba de germinacion. Recuentos de germinaciéon deben

tomarse de 4 campos de cada diapositiva.

2.2.3.2 Técnica de tincion de Moreiray Gurgel (1941)

Tomar una pequeia cantidad de los granos de polen y colocarlos en una
diapositiva con 1-2 gotas de solucion acetocarmina 1 %. Las diapositivas se

calientan durante unos minutos en un plato caliente. El examen se lleva a cabo
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bajo microscopio, utilizando objetivo 200x para evaluar la viabilidad de los
granos de polen (uso 4 campos para cada diapositiva). Los granos de polen
rojo tefiidos se consideran viables, mientras que los granos de polen incoloros

se consideran no viables.

2.2.3.3 Técnica de germinacién de Monciero (1954)

El medio es un sdlido y consta de 1 % de agar y 2 a 10 % de glucosa; Se

ejecuta a una temperatura media de 27°C durante 24 horas.

2.2.3.4 Medio Brewbaker y de Kwack (1963)

Es un medio liquido desarrollado en 1963 compuesto por; sacarosa 10 %,
acido borico 100 mg/L, nitrato de calcio 300 mg/L, sulfato de magnesio 200
mg/L, nitrato de potasio 100 mg/L. Los granos de polen se sembraron en gotas
de 1/50 ml de pie sobre cubreobjetos, estos se colocaron en placas de Petri
con en papel de filtro himedo y normalmente se dejan a temperatura ambiente

durante el crecimiento (hasta 24 horas).

2.2.4 Almacenamiento de polen

El término almacenamiento es la accidén de guardar un objetos, sujeto, érganos,
etc., bajos condiciones adecuadas en determinados tiempos, que manera que
estos conserven sus propiedades y cualidades segun sea su haturaleza y
objetivos de almacenamiento. Stanley y Linskens (1974) indicaron que los
primeros almacenamientos de polen se registré por los afios 2000 A.C., para

Phoenix dactylifera, donde se almacenaron inflorescencias masculinas y una
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vez que determinaron las condiciones Optimas para su almacenamiento estas
pudieron mantenerse viables por 19 afios. Por otra parte estos investigadores
mencionan a varios autores, que han logrado almacenar a bajas temperaturas
polen de aprox. 80 especies, donde algunas mantuvieron hasta 20 afios su
viabilidad.

Una de las principales razones por la cual se ha visto la necesidad de
almacenar polen en actividades de hibridacién en ciertas especies en la que no
existe sincronizacion de la dispersion del polen con el periodo de receptividad
floral (Tighe, 2004).

La técnica de almacenamiento de polen es muy semejante a la que se utiliza
en semilla, puesto que el polen de la mayorias de especies pueden
almacenarse con bajos contenidos de humedad y almacenarse a bajas
temperaturas, sin embargo al igual que ciertas semillas, existen especies con
polen de tipo recalcitrante, es decir que no permiten almacenamiento a bajas
temperaturas. El polen se puede almacenar en temperaturas van desde
refrigeracion, pasando por congelacién y hasta pueden ser almacenados en
crioconservacion (temperaturas ultrabajas, generalmente en nitrégeno liquido,
-196°C), la misma que dependeras de varios factores entre ellos pueden ser
ambientales como intrinsecos, asi como del proceso que se dé al polen durante
su almacenamiento y descongelacion (Tighe 2004, Dafni y Firmage 2000,
Stanley y Linskens 1974).

La técnica de almacenamiento de polen a la que nos hemos referido, consiste
en provocar una deshidratacion protectora en las células y el tejido, de manera
gue se evite o disminuya la formacién de cristales de hielo durante el
almacenamientos a bajas temperatura lo que puede causar dafios en las
membranas. Los resultados mejores en almacenamiento de polen en muchas
especies, han indicado que los granos de polen con menor contenido de

humedad mantienen mayormente su viabilidad durante largos plazos de

19



almacenamiento (Stanley y Linskens 1974). Esto puede incumbir a una
estabilidad de las membranas en los granos de polen deshidratados segun
Shivanna y Heslop-Harrison (1981) citado por Garcia (2014), lo que implica que
si la reorganizaciéon molecular producidas en las membranas del polen como
resultado de la deshidratacion no provoca una alteracion irreversible en su
estructura, estas pueden regenerar en la rehidratacion del polen por la

absorcién de agua y recuperar sus funciones normales.

2.2.5 Factores que afectan a la viabilidad del polen en el almacenamiento.

Para el éxito de almacenamiento mediano y largo plazo, hay que dominar la
recoleccion, técnicas de secado, almacenamiento y pruebas de viabilidad del
polen. Para ello, las metodologias de estas técnicas se deben desarrollar, ya
que cada especie se comporta de manera diferente en contra de estos
procedimientos, que pueden poner en peligro la viabilidad del polen (Sousa et
al. 2010).

La viabilidad del polen estd determinada por diversos factores internos y
externos o medioambientales. Entre los factores internos, especificos de la
especie, destacan la duracion de la microsporogénesis, la variabilidad genética
interespecifica, el metabolismo del polen, etc. (Hormaza y Herrero 1999 citado
por Rejon et al. 2010).

La viabilidad del polen también se ve afectada por el tiempo y la metodologia
usada en la colecta del polen (anteras y/o flores) (Kearns e Inouye 1993 citado
por Aragon 2006), la hora del dia en que se colecta el polen y el estado de
desarrollo floral de donde este proviene. Las exposiciones a la luz ultravioleta y

al ozono también pueden afectar su viabilidad reduciéndola en algunas
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especies (Stanley y Linskens 1974). Por otra parte Stone et al. (1995) sostiene
que la pérdida de viabilidad del grano de polen es algo inevitable, pudiendo
llegar a ser demasiado rapida debido a la edad del polen y a la exposicién de
estrés de tipo medioambiental.

Stanley y Linskens (1974), indicaron como los principales factores que afectan
la germinacion del polen a: 1) Factores primarios: temperatura, pH, oxigeno,
presidon osmatica, humedad, cationes (Ca++, K+, metales pesados), aniones

(BO,-, PO,-), carbohidratos, y 2) Factores secundarios: hormonas de

crecimiento, COZ, micronutrientes, irradiacion.

Edad
Vector
Suministro N2 .
polinizador
Humedad Temperalura
FACTORES EXTERNOS
Efecto 0 AMBIENTALES Secrecion de
eslacional I inseclos
VIABILIDAD
POLINICA
Variabilidad genética l (ondiciones durante la
interespecifica microporogénesis

FACTORES INTERNOS

Nimero de Suspension
niicleos / del cdliz

Localizacion

) Proteccion de
de la flor Metabolismo

las anleras

del polen

Figura 2. Factores que afectan a la viabilidad del polen (esquema modificado a partir de Dafni y
Firmage, 2000).
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2.2.5.1 Humedad relativa

Stanley y Linskens (1974) determinaron que el grado de humedad es el factor
mas importante que afecta a la viabilidad del polen durante su almacenamiento,
llegando a causar graves dafos al polen por desecacion, sustentandose en la
siguientes hipotesis. Los procesos metabdlicos son severamente retardados y
la respiracion es reducida como consecuencia del bajo contenido de agua en
el polen maduro (O"konuki 1993). Los modelos de inhibicion de las reacciones
bioguimica en la respiraciéon del polen pueden se explicadas en base a los
bajos contenidos de agua (Bunning y Herdtle 1946). La deshidratacion de las
proteinas puede reducir la actividad enzimatica. Igualmente la deshidratacion
normal del polen trinucleados puede probablemente causar dafio a los
componentes del nucleo de la célula masculina y asimismo reducir la viabilidad
(Haeckel 1951).

La humedad del aire durante el almacenamiento de polen decisivamente afecta
a la longevidad del polen (Pfundt 1910 citado por Stanley y Linskens 1974).
Muchas especies mantienen una buena viabilidad a humedades relativas bajas,
sin embargo no se puede generalizar respecto a una humedad promedio
Optima, debido a que en un gran nimero de especies los resultados de este
tipo de investigaciones no son comparables ni similares (Magin et al. 1886

citado por Stanley y Linskens 1974).

2.2.5.2 Temperatura

La temperatura también es otros de los factores que debe de considerarse en

la viabilidad del polen, Stanley y Linskens (1974), mencionan que
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temperaturas proximas a cero grados prolongan la viabilidad substancialmente,
sin embargo, el contenido de humedad juega un rol importante, por ejemplo, en
algunos tipos de polen, que almacenados a -12 °C presentaron mayor
longevidad a humedad de 28 % que, polen almacenado a 56 % de H.R. Para
otros tipos de polen, un pre-secado es esencial para el almacenado 0 °C. En
estudios de almacenamiento de polen se han encontrado a bajas temperaturas

se preserva mejor la viabilidad que a altas temperaturas.

Shivanna y Sawhney (2005) concuerdan que el almacenamiento de polen a
temperaturas superiores a 0 °C, aunque tenga una actividad metabdlica lenta
habra una disminucion gradual en la viabilidad del polen, hasta llegar a la
pérdida total de la viabilidad. Por lo que el almacenamiento en condiciones
criogénicas puede ser prometedor para la preservacion de la viabilidad del
polen a largo plazo. La longevidad del polen bicelular que es considerada ser
tolerante a desecacién con uno bajo contenido inicial de agua, ha sido
exitosamente prolongado usando temperaturas de almacenamientos entre -10
y -34 °C.

2.2.5.3 Gas atmosférico

Linskens and Stanley en 1974 cita a; Knowlton (1922) Antles (1920) quienes
indicaron que la influencia de la composicion de la atmésfera en el
almacenamiento del polen ha sido investigada y un aumento del porcentaje de
didéxido carbono en la atmdsfera, como ocurre cuando el polen se almacena en
hielo seco, prolonga la viabilidad; y a Griggs et al (1950) quien indicé que el

almacenamiento en oxigeno puro acorta la longevidad.
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2.2.5.4 Presion del oxigeno

Linskens and Stanley (1974) realizaron varias investigaciones concluyendo que
al reducir la presion parcial del oxigeno se puede prolongar la viabilidad en
algunos granos de polen. Cuando el pre-secado ocurre bajo presion reducida,
el polen de Citrus, Pyrus y Malus retienen un alto porcentaje de germinacion
durante su tratamiento al vacio. Sin embargo otras especies como Hordeum,
Antirrhinum, Saccharum y Cinchina, mueren cuando se almacenan a bajas
presiones de oxigeno. Otras como Pinus nigra y Betula verrucosa
incrementaron la longevidad cuando se coloca en ampollas de vidrio selladas

al vacio.

2.2.6 Algunas evaluaciones de germinacion in vitro y viabilidad de polen

Rajora y Zsuffa (1985) evaluaron la viabilidad del polen de Propulus nigra L., y
Propulus. mimowiczii A. mediante las técnicas de tincidn y germinacion in vitro.
Los autores obtuvieron los siguientes resultados para la germinacion in vitro: en
ambas especies su germinacion inicial fue luego de dos horas de la siembra,
sin embargo difieren en tiempo de maxima germinacion, siendo ocho y diez
horas para P. nigra y P. mimowiczii; el maximo de germinacion para fue
después de aproximadamente 8 horas. El andlisis de varianza mostro
diferencias altamente significativas (p<0,0001) para diferentes concentraciones
de sacarosa. El mejor tratamiento para P. deltoides resulté con la
concentracion del 10 % de sacarosa y para P. mimowiczii el mejor tratamiento
fue con la concentracion del 20 % de sacarosa. Mediante la técnica de tincion,
ambas especies iniciaron la germinacion del polen después de
aproximadamente 30 minutos y su maximo fue aproximadamente a 1 hora. La
tincion inicié con una coloracion amarillo, rojo claro o rojo oscuro. El porcentaje
de polen de colores rojo oscuro (contado como viable) de P. nigra y P.
maximowiczii oscilé entre 20 y 62 %. El polen manchado rojo claro vari6 de 4 a
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20 %. El resto del polen fue sin tefir (amarillo). En algunos granos, el color no

se distribuye uniformemente sobre los grano de polen.

Tivo e Iglesias (2003) realizaron pruebas de viabilidad del polen de Pinus
hartwegii Lindley mediante las técnicas de tincién y germinacion in vitro, donde
obtuvieron una amplitud de variacion mayor para los indicadores de viabilidad
del polen en el método de tincion con un rango desde 11 a 99.66 %, mientras
que para la germinacion in vitro obtuvieron un rango del 26.16 a 95%.
Concordando con Ochoa (1991), quien indicé que el método de tincidén puede
tefir el citoplasmas de los granos de polen vivos o muertos sobreestimando la

viabilidad del polen.

Ahmad (2005) evalué la germinacion del polen in vitro de cinco especies de
arboles frutales; Olea europaea L., Citrus maxima Merr., Citrus paradisi
Macfad., Prunus persica L., y de Prunus domestica L., en medio de cultivos
semisolidos con sacarosa, acido bérico y acido citrico con la aplicacion de una
variante (con y sin aceite de oliva antes de sembrar en los medios). Los
resultados obtenidos indicaron que el aceite de oliva puede suprimir
completamente la germinacion de algunas especies, en este caso suprimio
totalmente la germinacion para las especies Citrus y parcialmente a P.
domestica. La mayor geminacion para C. paradisi fue del 52.3 % en el medio
0.5 % de agar, 20 % de sacarosa, para P. domestica con el 42.1 % en el
medio en el medio 0.8 % de agar, 10 % de sacarosa, 50 mg/l acido citrico y
para C. maxima fue del 44.9 % en el medio 0.8 % de agar, 20 % de sacarosa.
Sin embargo, para O. europaea la pre inmersion del polen el aceite de oliva
incremento la germinacion en del 30.2 % al 52.8 % en el medio 0.8 % de agar,
10 % de sacarosa, 50 mg/l acido boérico and 50 mg/l acido citrico EI mismo
efecto tuvo para P. persica quien tuvo un incremento del 28.7 % al 43.3 % en el

medio 10 % sacarosa + 0.8 % agar + 100 mg/l acido bérico.
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Gehrke, et al (2011), evaluo la viabilidad y germinacién del polen Mangifera
indica L., en cuatro sitios diferentes (Mazatan, Tapachula, Suchiate y
Tuzantan), separando el polen de flores hermafroditas y flores masculinas por
el método de tincibn y germinacion in vitro. El polen proveniente de flores
hermafroditas mostro indices de viabilidad constantemente mayores que los de
flores masculinas, habiéndose observado diferencias de 36 a 59 % y un
promedio de 43.3 % en los cuatro sitios experimentales. En las pruebas
preliminares de germinacion in vitro en los medios de cultivos: M1: agar +
sacarosa 0.01g y M2: agar + sacarosa + solucidén nutritiva, los porcentajes de
germinacion fueron de 40 % y 30 % respectivamente. Sin embargo, los
promedios de germinacion cambiaron considerablemente en las pruebas
definitivas, donde se observdé una media de germinacion de 14.5 % para el
polen proveniente de flores hermafroditas y 1.75 % para el polen proveniente

de las flores masculinas.

Souza et al. (2014), evaluaron la viabilidad inicial del polen de Aechmea bicolor
L.B., mediante la germinacién in vitro resultando el mejor medio el compuesto
por: 1.62 mM H3BO3, 1.27 mM Ca(NO3)2.4H20, 0.81 mM MgS04.7H20, 0.99
mM KNO3, 350 mM sucrosa, 8 g L*agar, pH 6.5, donde se obtuvo un 95 % de
germinacion del polen y un crecimiento en el tubo polinico de 0.6 mm después

de 24 horas de la siembra.

2.2.7 Algunas evaluaciones de los efectos de temperatura y secado en la
viabilidad de polen almacenado.

Lora et al. (2006), almacenamiento de polen de Annona cherimola (Mill) a -
20°C, -80°C y -196 °C durante un maximo de 3 meses, la misma que se redujo
progresivamente segun el tiempo de almacenamiento en donde result6 el 10.4,

14.2 y 13.6 % de germinacion para -20°C, -80°C y -196 °C, respectivamente.
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Es decir que se lleg6 a perder hasta 46.7 % de su germinacion, ya que el polen

fresco obtuvo una germinacion in vitro de polen fresco de 57.1 %.

Mortazavi et al. (2010), realizaron prueba de almacenamiento de polen de
Phoenix dactylifera L., en tres sitios: Ghanami, Samsmavi y Gheibani,
almacenando el polen a temperatura ambiente en condiciones de luz y
oscuridad, en nevera a 4°C, congelador a -20°C vy nitrogeno liquido a -196°C,
evaluando la viabilidad mediante la germinacion in vitro a los 40 y 200 dias de
almacenamiento. Los resultados obtenidos después de los 40 dias del polen
fesco al ambiente fueron 51.36 %, 74.29 % y 75.94 % indicando una
disminucién  para los cultivares de Ghanami, Gheibani y Samsmauvi,
respectivamente; sin embargo este polen no presentd germinacion a los 200
dias. Los granos de polen almacenados en el refrigerador a 4°C mostraron una
viabilidad aceptable después de 200 dias, con el 54.9%, el 71.6% y el 77.8%
para los cultivares Ghanami, Gheibani y Samsmavi respectivamente. Los
granos de polen de tres cultivares presentaron mejor respuesta cuando se
almacenaron en nitrégeno liquido con el 67.1 %, 80.9% y 83.9% para los
cultivares Ghanami, Gheibani y Samsmavi respectivamente, es decir que solo
se perdieron el 2% de su viabilidad después de 200 dias de almacenamiento.

Souza et al. (2014) evaluaron el almacenamiento de polen fresco de Aechmea
bicolor (L.B.Sm) y polen sometidos a secado o deshidratacion. El
almacenamiento de realizé a -5°c en refrigeracion, -80°C supercongelador y -
196°C en nitrogeno liquido, en cuatro tiempos de almacenamiento (1 y 24
horas; 8, 30, 180 y 365 dias). Para la deshidratacion de polen se realizaron
cuatro métodos termogravimétricos; 1) en incubadora a 27 + 1 °C, 2) cabina
flujo laminar, 3) gel de silicio en un desecador y 4) estufa a 37+ 1 °C, en
diferentes periodos de tiempo (1, 3, 6, 12, 24, 48, 72 horas y 8 dias). Para la
evaluacion de la germinacion in vitro se utilizé el medio MSM: 1.62 mM H3BO3,
1.27 mM Ca(NO3)2.4H20, 0.81 mM MgS04.7H20, 0.99 mM KNO3, 350 mM
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sucrosa, 8 g Ltagar, pH 6.5. El mejor tratamiento de deshidratacién fue en
desecador con gel de silice durante tres horas con una germinacion del polen
(95%), un crecimiento del tubo polinico de 0.6 mm después de 24 horas, Yy
contenido de humedad del grano de polen de alrededor de 40%, lo que se
considera una condicidbn segura para la conservacion de polen. Y el mejor
tratamiento de almacenamiento de polen fue en nitrégeno liquido con
tratamiento de deshidratacion, donde se obtuvo el 94.00%, 89.25%, 87.17%,
86.50%, 86.92%, 87.58% para los tiempos de almacenamiento de 1y 24 horas,
8, 30, 180 y 365 dias respectivamente.

Garcia (2014) establecié que el mejor tratamiento para el almacenamiento de
polen para Nothofagus alpina (P. et E.) Oerst., fue secar el polen por 240
minutos con un contenido de humedad del 8% y almacenado a -80°C, con una
viabilidad de germinacién del 31.3 % (+6.1) conservando el 100 % de su
viabilidad hasta los 30 dias, ya que la germinacion inicial para N. alpina fue el
33.9 % (%4.3). Sin embargo, a los 90 dias del polen almacenado a -80°C
registré un 24.9 % (+4.3) de germinacion, correspondiendo al 80 % del polen
viable almacenado. Garcia concluye que; al someter el polen seco a bajas
temperaturas, se redujo su actividad metabdlica, lo que le permiti6 mantener la
viabilidad en el tiempo. Ademas, manifiesta que el proceso de secado fue
extremadamente deletéreo, ya que ocasiond la pérdida progresiva de la
viabilidad conforme se aumenté el tiempo de secado.

2.3 FUNDAMENTACION LEGAL

De acuerdo con la Constitucion del Ecuador (2008), el capitulo segundo,

seccion primera sobre naturaleza y Ambiente sefiala que:
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Art. 86.- El Estado protegera el derecho de la poblacién a vivir en un medio
ambiente sano y ecoldgicamente equilibrado, que garantice un desarrollo

sustentable.

Art. 395.- La Constitucion reconoce los siguientes principios ambientales:

1. El Estado garantizar& un modelo sustentable de desarrollo,
ambientalmente equilibrado y respetuoso de la diversidad cultural, que
conserve la biodiversidad y la capacidad de regeneracion natural de los
ecosistemas, y asegure la satisfaccion de las necesidades de las

generaciones presentes y futuras.

2. Las politicas de gestion ambiental se aplicaran de manera transversal y
seran de obligatorio cumplimiento por parte del Estado en todos sus
niveles y por todas las personas naturales o juridicas en el territorio

nacional.

Art. 400.- El Estado ejercerd la soberania sobre la biodiversidad, cuya
administracion y gestion se realizara con responsabilidad intergeneracional. Se
declara de interés publico la conservacion de la biodiversidad y todos sus
componentes, en particular la biodiversidad agricola y silvestre y el patrimonio
genético del pais.

Art. 401.- Se declara al Ecuador libre de cultivos y semillas transgénicas.
Excepcionalmente, y solo en caso de interés nacional debidamente
fundamentado por la Presidencia de la Republica y aprobado por la Asamblea
Nacional, se podran introducir semillas y cultivos genéticamente modificados.

El Estado regulara bajo estrictas normas de bioseguridad, el uso y el desarrollo
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de la biotecnologia moderna y sus productos, asi como su experimentacion,
uso y comercializacion. Se prohibe la aplicacion de biotecnologias riesgosas o

experimentales.
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CAPITULO 1l
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1 TIPO DE INVESTIGACION

La presente investigacion es de tipo experimental para lo cual se utilizé un
disefio completamente al azar, con un arreglo factorial de 4 x 3 con cinco
repeticiones. Mediante el cual se compararon cuatro tiempos de secado y tres

temperaturas de almacenamiento de polen, lo que resulta:

(A (60) P (5°C)

Factora= |B (120 Factor b=—<< Q (-20°C)

(secado) <C (180 (temperatura) | R (-196°C nitrégeno liquido)
D (240")
—

Combinaciones =4 x3 =12

1. AP 7.CP
2. AQ 8.CQ
3. AR 9.CR
4. BP 10. DP
5. BQ 11. DQ
6. BR 12. DR

NUmero de muestra (n) = 4x3x5 = 60

Fuentes de variacién Grados de Libertad
Tratamientos t-1=11
Repeticiones r—1=4
Factor a a—1=3
Factor b b-1=2
(axb) (a-1) (b-1)=6
Error (ab-1) (r-1)=44
Total (@) (b) (r) — 1=59
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3.2 METODOS DE INVESTIGACION

El método utilizado para el desarrollo de este trabajo investigativo fue de
caracter hipotético-deductivo, en razén que se determin6é las condiciones
optimas de temperatura y humedad para el almacenamiento del polen de O.

pyramidale a mediano plazo.

Con el método inductivo se alcanzaron los objetivos especificos: determinar la
viabilidad del polen en un lapso de 45 dias, temperatura y contenido de
humedad 6ptimos para el almacenamiento del polen. El método deductivo nos
permiti6 determinar el medio idoneo para evaluar la germinacion in vitro, la
temperatura en el secado del polen, el envase adecuado para almacenar, el

horario para la recoleccion de las flores en el campo y su respectivo transporte.

3.2.1 Recoleccion de flores

El polen utilizado para el almacenamiento fue obtenido de flores cerradas
recolectadas en horario de 15h00 a 17h00 (antesis nocturna inicia a las 18h00)
de 10 arboles, con una muestra de cinco flores por arbol (de los bordes, de la
parte baja y media de la copa). De cuatro afios de edad con altura promedio de
28 m, lo que limité la colecta flores en ciertos arboles puesto que la palanca
(tubos de aluminios) utilizada fue de 18 m.

Para evitar la deshidratacion de las flores, una vez cortadas se guardaron en
fundas de papel kraft con su respectivo coédigo por arbol y posteriormente
colocadas en un ambiente fresco para su transporte. Se recolectaron flores de
diferentes tamafos, algunas presentaron perforaciones como si fuesen
afectadas por insectos. En todas las flores se presencié un insecto (no

identificado) en estadios jovenes y adultos que se alimentan del polen.
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3.2.2 Extraccién del polen

Una vez colectadas las flores fueron directamente trasladadas a los
laboratorios de la empresa 3A Composites etiqguetdndose cada flor con la
misma numeracion sus pétalos y estambres. Se midié el tamafio de cada flor
con un calibrador y se cortaron los estambres (monoadelfos) (ver anexos figura
4) dejdndolo a temperatura ambiente para que inicien las anteras su
deshicencia y liberaran el polen, este proceso por lo general inicié a partir de
las 18h00. Una vez que fue liberado el polen, con una espatula se colocé el
polen de cada flor en platos Petri y se pesé en la balanza analitica. Finalmente

se mezclaron los granos de polen de cada flor para homogenizar la muestra.

El polen obtenido de las flores de O. pyramidale varia segun su tamafio. Para
determinar la produccién de polen por flor con respecto a su tamafo se
clasificaron en tres tamafos: pequefias, medianas y grandes. Segun los
analisis de varianza se encontré diferencias significativas entre las flores
pequefias con respecto a las flores medianas y grandes. Los resultados
indicaron que una flor pequefia puede producir entre 0.68 y 1.24 gr de polen,
mientras que una flor con una mediana o grande puede producir entre 1.19 —
1.20 gr (cuadro 1).

Cuadro 1. Extraccién de polen de flores de O. pyramidale colectadas durante el afio 2015

Categoria Peso de polen
(gr)/ flor n (Sd)
(%)
Pequefia 26 0,05 a
(12 - 16,9 cm) UhElS
Mediana 7 0,09 b
(17 - 19,9 cm) 1,19
Grande 25 0,05 b
(20 - 24 cm) ——

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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3.2.3 Calculo de germinacion

La viabilidad del polen se calculé a través de la germinacion in vitro probando
diferentes concentraciones y modificaciones, mediante la metodologia descrita
por Brewbaker y de Kwack (1963) a partir de un medio compuesto por;
sacarosa 10%, acido boérico 100 mg/L, nitrato de calcio 300 mg/L, sulfato de
magnesio 200 mg/L, nitrato de potasio 100 mg/L, con el objetivo de determinar
el medio idéneo para evaluacién de la viabilidad inicial y post almacenamiento

del polen de O. pyramidale. Para ello se probaron los siguientes medios:

M1= 10 % de sucrosa, 100 mgL* acido bérico, 300 mgL™* nitrato de calcio, 200
mgL?! sulfato de magnesio, 100 mgL™? nitrato de calcio. Brewbaker y
Kwack (1963)

M2= 5 % de sucrosa, 50 mgL* acido bérico, 150 mgL™ nitrato de calcio, 100

mgL? sulfato de magnesio, 50 mgL™ nitrato de calcio.
M3= 10 % de sucrosa, 30 mgL* &cido bérico, 430 mgL™ nitrato de calcio
M4=5 % de sucrosa, 20 mgL* acido bérico, 200 mgL* nitrato de calcio
M5= 10 % de sucrosa, 30 mgL-* acido bérico
M6= 5 % de sucrosa, 20 mgL* acido bérico
La germinacion in vitro consiste en sembrar polen en un medio liquido o
semiliquido, en este trabajo se utilizaron medios liquidos. Una vez que el polen
fue extraido, pesado se procedio a sembrar 8 mg de polen en 10 ml de medio
utilizando cajas Petri (@ 5cm). La germinacion de los granos de polen se dieron

a partir de los 30 a 40 minutos después de la siembra, de manera que se
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detuvo el crecimiento de los tubos polinicos a los 60 minutos aplicando una
gotas de cotton blue (200 mIL? de &cido lactico, 100 grL* cristales de fenol,
200 miL* glicerol, 100 mIL! agua, 200 grL* cotton blue) para facilitar el conteo

de los granos de polen germinados.

Para el calculo de porcentaje de germinacién, se consideraron germinados
aquellos granos de polen que emitieron el tubo polinico (polen germinado) y su
longitud fue mayor al diametro del grano del polen, con cuatro observaciones
por cada repeticion, utilizando un microscopio éptico con un aumento de 4x,

mediante la siguiente formula:

numero de granos de polen germinados

% de germinacion = X 100%
o de germinaci nimero total de granos de polen observados °

Una vez que el polen fue secado a diferentes tiempos, se calculé el porcentaje
de germinaciébn después de cada tiempo de secado (tratamientos)
inmediatamente después que fueron retiradas las muestras de la incubadora y

pesadas, mediante la germinacién in vitro.

3.2.4 Determinacién del contenido de humedad y secado del polen

Una vez homogenizado el polen de las flores, se dividio en cinco partes iguales
(490 mgq); cada una de ellas se sometidé a un tiempo de secado diferente. El
calculo del contenido de humedad del polen fue mediante métodos
termogravimétricos usado por Garcia (2014), calculado con la siguiente

formula;
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pesodel polen fresco —peso del polen seco

Contenido de h dad = ’
ontenido de humedad ( %) peso del polen fresco %

Primeramente se determind el contenido total de agua del polen fresco,
secando en estufa a 60°C una muestra (490 mg) colocada en plato Petri
durante una hora, los que permitié extraer toda el agua de los granos de polen
fresco. Las cuatros muestras restantes fueron sometidas a 60, 120, 180 y 240
minutos de secado en una incubadora a temperatura 29°C y 45% HR, (una

muestra de 490 mg de polen para cada tiempo.

3.2.5 Almacenamiento del polen

Se almacen6 20 mg de polen por cada tubito Eppendorf de capacidad de 0,25
ml, y estos a su vez se guardaron en tubos falcon de capacidad 15 ml con 800
mg de silica gel y algodon (de manera que las muestras no tengan contacto
directo con la silica gel) para evitar cualquier humedad. Los tubos eppendorf de
las muestras almacenadas a -196°C se envolvieron en papel aluminio y estas a
su vez en los tubos falcon sin silica gel. Para las muestras almacenadas a 5°C
y -20°C se utilizé un refrigerador marca Panasonic (Frost Free) y -196°C fueron

almacenadas en un tanque criogénico (nitrégeno liquido).

3.2.6 Evaluacién de la viabilidad del polen almacenado

Las evaluaciones se realizaron a los 15, 30 y 45 dias de almacenamiento.

Todas las muestras almacenadas antes de proceder a la germinacion in vitro,
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fueron sometidas a procesos de aclimatacion mediante el aumento de
temperatura en forma gradual. En el primer aumento de temperatura, todas las
muestras se dejaron en reposo por lapso dos horas. Posterior a ello se
siguieron aumentando la temperatura y el tiempo de reposo fue de una hora
por cada aumento hasta llegar a la rehidrataciéon a 25°C y 100% de humedad

relativa (Figura 3).

Muestras

almacenadas a

25°C
100 %HR

(rehidratacion)

Muestras
almacenadas a
-20°C

e o o -

25°C
100 %HR
(rehidratacion)

M
uestras ostc

100 %HR

(rehidratacién)

almacenadas a
5°C I

e o - ———

Figura 3. Proceso de aclimatacién y rehidratacion del polen almacenado de O. pyramidale

3.3 CONSTRUCCION DEL OBJETO DE INVESTIGACION

3.3.1 Variables evaluadas

La variable dependiente es la viabilidad del polen almacenado de O.
pyramidale, es decir que la viabilidad de los granos de polen va a depender

tanto del contenido de humedad, como de la temperatura de almacenamiento.
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Las variables independientes son la temperatura de almacenamiento y el
contenido de humedad, se evaluaron tres temperaturas de almacenamiento y

cuatro contenidos de humedad (resultados de cuatro tiempos de secado).

3.4 ELABORACION DEL MARCO TEORICO

Para la elaboracion del marco teorico fue necesario contar con bibliografia
cientifica a través de publicaciones cientificas y libros on line, puesto que este
tipo de investigacion no se lo ha realizado en especies forestales en pais. Este
tipo de informacién permitié fundamentar tedrica, conceptual y cientificamente

el presente trabajo.

3.5 RECOLECCION DE INFORMACION EMPIRICA

La empresa 3A Composites en octubre del 2014 realiz6 pruebas de
germinacion in vitro y polinizacién dirigida para O. pyramidale, proceso en el
cual se observé el mecanismo de antesis de la flor, adquiriendo conocimientos
empiricos como la dehiscencia de las anteras y mecanismo de liberacion del

polen.

En salidas de campo se adquirié conocimientos de la madurez de los botones
florales préximos a convertirse en flor. Por lo que se realizaron ensayos de

extraccién de polen y de germinacién in vitro en botones flores.

Para determinar la temperatura del secado se realizaron ensayos con 27, 28 y
29°C de temperatura, con la finalidad de obtener un contenido de humedad del

polen por debajo del 30% que es recomendado por varios autores cuando se
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trata de almacenamiento a muy bajas temperatura. Como resultado se

determind que el polen sea secado a 29°C.

3.6 DESCRIPCION DE LA INFORMACION OBTENIDA

La primera informacion obtenida fue sobre la fenologia reproductiva de la
especie, que se consiguid6 mediante observacion directa de las flores
colectadas, en la cuales se corrobor6 que la deshicencia de las anteras se
inicia a las 18h00. Se conocio el periodo de floracion, el tamafio de las flores
para O. pyramidale determindndose que pueden medir de 12 a 24 cm de largo
y producir entre 0.6 hasta 1.2 gr de polen. Se comprobd los nutrientes
(Sucrosa, acido borico y nitrato de calcio) que intervienen en la germinar del
polen, asi como el tiempo que inicia a germinar in vitro. Ademas se determiné
el porcentaje de germinacion del polen fresco, las temperaturas a las cuales
pueden ser sometidos a secado el polen. También se conocié el contenido total
de agua del polen fresco. Asi mismo el contenido de humedad de los granos de
polen después de ser sometidos a diferentes tiempos de secado. Se establecié
que el polen puede ser almacenado a 5°C, a temperaturas bajo cero grados
centigrados y en crio conservacion. Consecuentemente también se conocié
longevidad del polen fresco. Todo lo anterior mencionado llevé a determinar un

protocolo para el almacenamiento del polen de O. pyramidale.

3.7 ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

El presente trabajo determiné la temperatura y el contenido de humedad
propicios para el almacenamiento de polen de O. pyramidale. Una vez obtenida
la informacién, se procedidé a procesarla mediante el uso de hoja de calculo

Excel y del software InfoStat, calculandose: la media, desviacion estandar y
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valores minimos. Para la comparacion entre medias se usoO la prueba de
Kruskal-Wallis con 95 % de confiabilidad en razén que las distribuciones de los

datos no resultaron normales.

3.8 CONSTRUCCION DEL INFORME DE LA INVESTIGACION

El informe de investigacion para el presente trabajo se lo realiz6 bajo las
normas, formato y estructura que establece la Unidad de Posgrado de la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo, el mismo que comprende de seis
capitulos. Entre sus contenidos estan: la ubicacion, contextualizacion y
situacion de la problemética, la delimitacion del problema, objetivos, cambios
esperados, metodologia aplicativa, procesamiento de los datos y analisis para
los resultados, todo fundamentado en revisiones conceptuales, teéricas y
legales. Finalizando con una propuesta alternativa a la investigacion. Para la
realizacion de este informe se conté con la colaboracion de la Dra. C. Luz
Cecilia Garcia, quién ha realizado este tipo de investigacion con Nothofagus
alpina, en el proceso de estudio doctoral en la Universidad Austral de Chile.
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CAPITULO IV

ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS
RESULTADOS EN RELACION CON LA
HIPOTESIS DE INVESTIGACION



4.1 ENUNCIADO DE LA HIPOTESIS

Ho “El almacenamiento del polen de O. pyramidale, a largo plazo, no es posible

bajo requerimientos térmicos y de humedad especificos.”

H: “El almacenamiento del polen de O. pyramidale, a largo plazo, es posible

bajo requerimientos térmicos y de humedad especificos.”

4.1.1 Variables

Dependiente: Viabilidad del polen almacenado de O. pyramidale

Independientes: Temperatura, contenido de humedad

4.2 UBICACION Y DESCRIPCION DE LA INFORMACION EMPIRICA
PERTINENTE A LAS HIPOTESIS

4.2.1 Determinacion del medios idéneos para evaluar la viabilidad inicial
y post almacenamiento del polen de O. pyramidale

Los resultados obtenidos para determinacion de medio idéneo en la viabilidad
inicial (polen fresco) y post almacenamiento indicaron que existe diferencia
significativa entre los tratamientos (medio). Siendo el tratamiento 4 (compuesto
por el 5 % de sucrosa, 20 mgL* acido bdrico, 200 mgL™! nitrato de calcio), el

mas idoneo para evaluar la viabilidad inicial, con 72.72 % de germinacion.
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Cuadro 2. Determinacion del medio idéneo en la viabilidad de polen de O. pyramidale

Medios % Sd % germinacion Sd
de germinacion post

cultivos inicial almacenamiento
M1 69.55 7.19 b 33.16 12.78 b
M2 56.00 4.58 ab 0.00 0
M3 70.14 2.88 b 40.39 22.55 b
M4 72.72 8.77 b 16.20 11.21 ab
M5 22.17 2.75 a 0.00 0 a
M6 56.80 24.18 ab 0.00 0 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

4.2.2 Determinacion del contenido de humedad del polen de O.
pyramidale mediante métodos termogravimétricos

Como se puede observar en el cuadro 3, el contenido total de humedad (CH)
del polen de O. pyramidale resultd el 49.80%. De este contenido de humedad
se perdio un 31.5, 41.07, 44.90 y 45.34 al pasar por 60, 120, 180 y 240 minutos
de secado respectivamente, lo que significO una pérdida del contenido de
humedad inicial por encima del 90% cuando fue sometido a 180 y 240
minutos, es decir que practicamente los granos de polen perdieron todo el

agua libre que contiene (cuadro 4).

Cuadro 3. Célculo de contenido total de humedad (CH) en base del peso fresco

r Peso inicial Peso seco CH (%)
1 490.00 243.89 50.23
2 490.00 248.08 49.37
3 490.00 245.98 49.80

49.80(+0.43)
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Cuadro 4. Contenido de humedad perdido después de tratamientos de secado en polen

de O. pyramidale

% CH
% CH? perdido
Tiempo Peso Peso perdido % CHL respecto
de inicial final respecto (Sd) restante (Sd) del (Sd)
secado (gn) (gr) del peso contenido
total de agua
original
60° 0.49 0.335 31.51 1.83 18.29 1.83 63.28 3.67 a

120 0.49 0.288 41.07 0.04 8.73 0.05 82.46 0.09 ab
180" 0.49 0.269 44.91 0.18 4.89 0.18 90.19 0.36 b
240 0.49 0.267 45.34 0.41 4.46 0.40 91.05 0.81 b

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
1. Contenido de humedad perdido respecto del contenido de humedad total calculado para

el pool de polen (49.80%) (Cuadro 3)

4.2.3 Viabilidad inicial y post almacenamiento de polen de O. pyramidale.

El polen fresco (evaluado antes de los tratamientos de secado) tuvo una
viabilidad de 65.62%, a medida que fue sometido a diferentes tiempos de
secado fue perdiendo su viabilidad, quedando con un 61.65% después de 240

minutos de secado (cuadro 5).

Cuadro 5. Efecto del secado en la viabilidad del polen de O. pyramidale

Tiempo de secado % CH restante con % Germinacion (Sd)
(minutos) respeto al contenido de

agua original

240 4.46 61.65 4.48 a
180 4.89 62.76 4.08 a
120 8.73 64.23 3.98 a
60 18.29 64.64 4.49 a
0 100 65.62 3.76 a

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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El polen almacenado perdié progresivamente su viabilidad a medida que
transcurrieron los dias en todas las temperaturas de almacenamiento y segun
su contenido de humedad. Todas las muestras secadas durante 60 minutos
perdieron totalmente su viabilidad luego de 30 dias de almacenamiento. Lo
mismo ocurrié en las muestras secada por 120 minutos y almacenadas a 5°C,
sin embargo los granos de polen de las muestras con igual tiempo de secado,
almacenadas a -20 y -196°C perdieron el 91.77 y 92.76 % su viabilidad
respectivamente en un lapso de 45 dias. Los demas tratamientos de secados y
almacenamientos mantuvieron viables los granos de polen por encima de una

media del 80 % durante 45 dias de almacenamiento (cuadro 6).

Cuadro 6. Viabilidad del polen de O. pyramidale post el almacenamiento

Tiempo de Temperatura de % de germinacion
secado almacenamiento 15 dias 30 dias 45 dias
(minutos) (°C)
65,62 (13,76)
5 41,71 (+4,05) 6,73 (£2,57) 0
60 -20 46,27 (£2,68) 17,65 (+3,28) 0
-196 44,63 (+4,67) 41,89 (+3,88) 0
5 47,10 (+2,47) 25,65 (+10,37) 0
120° -20 44,07 (15,70) 15,90 (+3,07) 5,61 (+3,28)
-196 45,33 (+7,48) 39,63 (+5,53) 4,65 (+3,59)
5 61,75 (2,37) 53,15 (2,69) 50,25 (£5,77)
180" -20 52,57 (£2,70) 37,03 (£5,19) 31,10 (+4,01)
-196 64,26 (£3,07) 63,96 (£2,91) 52,88 (£6,51)
5 61,66 (£1,57) 59, 54 (+0,93) 58,9 (£6,74)
240° -20 65,27 (£2,22) 63,58 (+4,56) 58,24 (+6,47)
-196 64,68 (+1,30) 63,44 (+1,88) 57,99 (16,23)

4.2.4 Determinacion de

la temperatura y contenido de humedad

adecuados para un Optimo almacenamiento de polen de O.
pyramidale.

Segun los resultados obtenidos en el cuadro 7, indicaron que la temperatura de
almacenamiento y el tiempo de secado a los que fueron sometidos los granos

de polen incidieron en la viabilidad a medida que transcurrié los dias de
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almacenamiento. Los mejores tratamientos fueron aquellos granos de polen
secado durante 240 minutos a temperatura 29°C y 45 % HR, es decir que
fueron almacenas con el 4,46 % de su contenido original de agua, lo que
permiti6 mantener el 94.69 % (media respecto a las tres temperatura de

almacenamiento) viables los granos de polen en el lapso de 45 dias.

Cuadro 7. Efecto de la temperatura y contenido de humedad en la viabilidad del polen

almacenado de O. pyramidale

Temperatura de Tiempo % CH % Germinacion % de germinacion
almacenamiento de restante luego del secado - - -
) secado 15 dias 30 dias 45 dias
5 41,71 (+4,05) 6,73 (£2,57) 0
-20 60’ 18,28 64,64 (+4,49) 46,27 (+2,68) 17,65 (£3,28) 0
-196 44,63 (+4,67) 41,89 (+3,88) 0
5 47,10 (+2,47) 25,65 (+10,37) 0
-20 120° 8,73 64,23 (£3,98) 44,07 (£5,70) 15,90 (+3,07) 5,61 (£3,28)
-196 45,33 (+7,48) 39,63 (+5,53) 4,65 (%3,59)
5 61,75 (2,37) 53,15 (2,69) 50,25 (£5,77)
-20 180° 4,89 62,76 (+4,08) 52,57 (+2,70) 37,03 (£5,19) 31,10 (+4,01)
-196 64,26 (£3,07) 63,96 (+2,91) 52,88 (£6,51)
5 61,66 (+1,57) 59, 54 (+0,93) 58,9 (+6,74)
-20 240° 4,46 61,65 (+4,48) 65,27 (£2,22) 63,58 (+4,56) 58,24 (6,47)
-196 64,68 (+1,30) 63,44 (+1,88) 57,99 (£6,23)

Segun el test de Kruskal Wallis (cuadro 8) existen diferencias significativas
para los tratamientos de secados referente al contenido de humedad que
tuvieron los granos de polen al momento de su almacenamiento. Sin embargo
el mejor almacenamiento para el polen de O. pyramidale no fue determinado a
una temperatura y contenido de humedad especifico, ya que no existid
diferencias significativas entre las temperaturas de almacenamientos, para los

polen almacenados con el 4.46 % de contenido de humedad.
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Cuadro 8. Medias del polen de O. pyramidale almacenado a diferentes temperatura y

contenido de humedad, durante un lapso de 45 dias

Contenido Temperatura de Medias (Sd)
de humedad almacenamiento
5 58.90 6.74
4,46 -20 58.24 6.48
-196 57.99 6.23
5 50.25 5.77 bc
4,89 -20 31.1 4.01 bc
-196 52.88 6.51 bc
5 0 0 a
8,73 -20 5.61 3.28 ab
-196 4.64 3.59 ab
5 0 0 a
18,28 -20 0 0 a
-196 0 0 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

La figura 4, muestra que los granos de polen almacenados a 5°C y a -20°C
sometidos a 60 y 120 minutos perdieron abruptamente su viabilidad, este
comportamiento difiere con el tratamiento de los granos de polen almacenados
a -196°C de igual secado donde la pérdida de la viabilidad entre los 15 y 30
dias no fue significativa. También se puede observar que el comportamiento de
la viabilidad de polen difiere segun la temperatura de almacenamiento.

Los granos de polen sometidos a 240 minutos y almacenados a 5°C, -20°C y -
196°C, resultaron los mejores tratamientos con 58,9; 58,24 y 57,99 % de
germinacion respectivamente, donde no existe diferencias significativa entre
ellos. La pérdida de la viabilidad del polen se perdié a los 30 dias de
almacenamiento para las muestras sometidas a secado a 60 y 120 minutos

(figura 5).
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Figura 4. Viabilidad del polen de Ochroma pyramidale almacenado en diferentes

condiciones de contenido de humedad y temperatura
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Figura 5. Viabilidad del polen de Ochroma pyramidale almacenado en diferentes

condiciones de contenido de humedad y temperatura

4.3 DISCUSION DE LA INFORMACION EMPIRICA PERTINIENTE A LAS
HIPOTESIS

No existen trabajos referentes a germinacion in vitro y almacenamiento del
polen de O. pyramidale, sin embargo se han realizados estudios similares a
este trabajo de germinacion in vitro, viabilidad y almacenamiento de polen para:

Nothofagus alpina (Garcia 2014), Aechmea bicolor (Souza et al. 2014),
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Mangifera indica (Gehrke 2011), Phoenix dactylifera (Mortazavi 2010), Annona
cherimola (Lora 2006), Olea europaea L., Citrus maxima Merr., Citrus paradisi

Macfad., Prunus persica L., y de Prunus domestica L (Ahmad 2005).

La metodologia descrita por Brewbaker y de Kwack (1963) a partir de un medio
compuesto por; sacarosa 10%, acido bdérico 100 mg/L, nitrato de calcio 300
mg/L, sulfato de magnesio 200 mg/L, nitrato de potasio 100 mg/L, permitid
determinar el medio idéneo para la evaluacion de la viabilidad del polen fresco
y post almacenamiento de O. pyramidale, asi como para varias especies:
Aechmea bicolor (Souza et al. 2014), Olea europaea (Alba et al 2011),
Curcubita maxima (Marini 2010), Prunus dulcis (Marinez et al. 2002)
Theobroma cacao (Esteve et al. 2009) Pseudotsuga menziesii (Merlo et al.
2001), Banksia menziesii (Maguire and Sedgley 1997) y Protea magnifica, P.
aristata, P. repens, y P. eximia (Van der Walt and Littlejohn 1996) en

concentraciones equivalentes.

El medio mas idéneo para la evaluacion de la viabilidad del polen de O.
pyramidale mediante la germinacion in vitro, estuvo compuesto por el 10 % de
sucrosa, 30 mgL? acido bérico, 430 mgL? nitrato de calcio, con 65.62 % de
germinaciéon en polen fresco. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
por Souza et al. (2014), para Aechmea bicolor con una germinacion inicial por
encima del 90 % de germinacion y con Marini (2010) para Curcubita maxima
con 28.69 %, en medios de cultivo que contienen: sucrosa, acido borico y

nitrato de calcio en proporciones similares.

Mediante métodos termogravimeétricos el contenido total de humedad del polen
fresco de O. pyramidale resultdé el 49.80 %, lo que resultd similar para
Nothofagus alpina (Garcia 2014) con 40.19% de contenido total de humedad.
Este método de desecamiento permiti6 almacenar a 5°C, -20°C y -196°C el

polen de O. pyramidale por debajo del 5 % de su contenido de humedad,
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manteniendo la viabilidad de los granos de polen >90% con respecto a la
viabilidad del polen que fueron almacenados. Otras especies también han
logrado almacenarse con bajos contenidos de humedad, tales como; Pinus
tecunumanii, P. taeda, P. greggii, P. oocarpa, P. maximinoi, y Pinus patula
(Tighe 2004) con el 6-8 % de contenido de humedad para condiciones de
refrigeracion y del 3-5 % para congelacion y crio conservacion. Estos
resultados de almacenamientos de polen, con muy bajos contenido de
humedad pudieron haber evitado la deteccion de la respiracion fisiologica del
polen como lo menciona Hoekstra (1992), o el proceso de desecacion por
debajo del 20% de contenido de humedad, pudo haber extraido todo el agua
libre (disponible) para transporte intracelular, disminuyendo practicamente la
actividad fisiologica del polen. Manteniendo su viabilidad inicial de
almacenamiento, puesto que si el polen estd activo fisiolégicamente bajo

cualquier tipo de almacenamiento, la viabilidad disminuye rapidamente.

Por otra parte los resultados obtenidos en el almacenamiento del polen de O.
pyramidale con muy bajo contenido de humedad, pudo ser consecuencia de
una estabilidad en las membranas de los granos de polen deshidratados como
lo menciona Shivanna y Heslop-Harrison (1981) citado por Garcia (2014), lo
que implica una reorganizacion molecular en las membranas del polen como
resultado de la deshidratacion. Dicha reorganizacibn molecular evita
alteraciones irreversibles en la estructura de la membrana, de tal forma que
estas pueden regenerarse durante el proceso de la rehidratacién del polen por

la absorcién de agua y recuperar sus funciones normales.

Los granos de polen almacenados a 5°C, -20°C y -196°C con contenidos de
humedad por encima de 8 % no germinaron luego de los 30 dias de
almacenamiento. Esta pérdida de viabilidad del polen puede haber ocurrido por

gue el rompimiento de las membranas del polen como indica Shivanna y Jhori
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(1985) citado por Garcia (2014) a causa de la formacion de cristales cuando los

granos de polen son almacenados con altos contenidos de humedad.

La temperatura 6ptima para el almacenamiento del polen de O. pyramidale fue
a -196°C con 52.88 y 57.99 % de germinacion, en las muestras almacenadas
con 4.46 y 4.89 % de contenido de humedad respectivamente. Sin embargo,
los granos de polen almacenados a 5°C y -20 °C con 4.46 % de contenido de
humedad, mostraron excelentes resultados. Estos resultados concuerdan con
Lora et al. (2006), quienes almacenaron polen de Annona cherimola (Mill) a -
20°C, -80°C y -196 °C durante un maximo de 3 meses obteniendo 10.4, 14.2 y
13.6 % de germinacion respectivamente, y con van der Walt and Littlejohn
(1996) quienes almacenaron polen de Protea magnifica, P. aristata, P. repens,
y P. eximia, de cuatros procedencias durante 360 dias, los mejores resultados
fueron para las muestras almacenadas a -196°C donde tres de las cuatros
precedencias lograron porcentajes de germinacion muy altos (> 80 %) como
del polen fresco. Sin embargo el polen procedente de Aristocrat solo perdio el
25% de su viabilidad con respecto al polen fresco. Lo que explica que la
temperatura y el contenido de humedad son los factores mas importantes en el
almacenamiento de polen, y el limite inferior de tolerancia a la desecacion

depende de la especie (Towill 1985).

4.4 COMPROBACION DE HIPOTESIS

Para determinar el efecto de la temperatura y secado en la viabilidad de polen
almacenado de O. pyramidale, se evaluaron la viabilidad inicial y post
almacenamiento, mediante la germinacion in vitro. Por lo cual se realizo la

verificacion de la variable dependiente planteando las siguientes hipétesis:
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Ho “El almacenamiento del polen de O. pyramidale, a mediano plazo, no es

posible bajo requerimientos térmicos y de humedad especificos.”

H: “El almacenamiento del polen de O. pyramidale, a mediano plazo, es posible

bajo requerimientos térmicos y de humedad especificos.”

Los analisis estadisticos no paramétricos, determinaron que las muestras
almacenadas a 5°C, -20°C y -196°C con el contenido de humedad por debajo
del 5 %, lograron conservar mas del 90% viables los granos de polen con
respecto a la viabilidad que fueron guardados. Sin embargo la temperatura
también influye directamente en el almacenamiento de polen, debido a que las
muestras guardadas a -20°C con un contenido de humedad >8 % de
perdieron su viabilidad luego de 30 dias de almacenamiento. En sintesis se
puede deducir que la temperatura y el contenido de humedad tienen una
estrecha relacién en el almacenamiento, lo que corresponde es conocer la

temperatura y el contenido de humedad mas propicio para cada especie.

Al mantener el mas del 90% de los granos de polen viables, con respecto a la
viabilidad que fueron almacenados por el lapso de 45 dias se acepta H1 = “El
almacenamiento del polen de O. pyramidale, a mediano plazo, es posible bajo

requerimientos térmicos y de humedad especificos” y se rechaza la HO.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1 CONCLUSIONES

El tamafo de la flor de O. pyramidale oscila entre los 12 y 24 cm de largo, lo
que permite producir entre 0.68 y 1.24 gr de polen, en relacién al tamafio de la

flor.

El medio méas idoneo para la evaluacion de la viabilidad del polen fresco y post
almacenamiento es el compuesto por el 10 % de sucrosa, 30 mgL* &cido
bérico, 430 mgL™* nitrato de calcio, en donde se ha obtener una media del 65,

62% de germinacion para los granos de polen fresco.

Mediante métodos termogravimétricos, el contenido de humedad total con
respecto al contenido de agua original del polen fresco de O. pyramidale fue de
49.80%.

La temperatura y el contenido de humedad éptimos para el almacenamiento del

polen de O. pyramidale fue a -196°C y 4.46 % respectivamente.

No obstante las muestras almacenadas 5°C, -20°C y -196°C el polen de O.
pyramidale con 4,89 % de contenido de humedad, manteniendo la viabilidad de
los granos de polen >90% con respecto a la viabilidad del polen que fueron

almacenados

No obstante, el almacenamiento de polen de O. pyramidale en -196°C es
importante para el almacenamiento a largo plazo, con fines de conservacion de
los recursos genéticos, para la polinizacion dirigida y el mejoramiento de la

especie. Se puede almacenar de el polen de O. pyramidale de manera
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eficiente a 5°C y -20°C con un contenido de humedad del 4.46 y 4.89% a corto

y mediano plazo.

La cantidad de polen producido por flor y ocurrencia de floraciéon de O.
pyramidale en dos temporadas, permite usar esta técnica de almacenamiento
como una herramienta viable, de tal manera que se puede programar de
manera cruzas dirigidas durante casi todo el afio, evitando la necesidad de
recoger el polen al dia para llevar a cabo polinizaciones dirigidas al dia

siguiente.

5.2 RECOMENDACIONES

Evaluar las muestras almacenas hasta llegar a determinar la longevidad del
polen en cada uno de los tratamientos, de tal manera que se pueda establecer

la temperatura 6ptima de almacenamiento para O. pyramidale a largo plazo.

Evaluar bajo la misma metodologia otras temperaturas de almacenamiento y

calcular la factibilidad técnica y econémica de esta actividad.

Evaluar el polen de los diferentes individuos de O. pyramidale, que se utilizan
como parentales para la obtencién de las semillas para la produccion de
plantulas con las que la empresa 3A & Plantabal S.A establece sus

plantaciones.
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CAPITULO VI.
PROPUESTA ALTERNATIVA



6.1 TITULO DE LA PROPUESTA.

Plan de mejoramiento para O. pyramidale mediante polinizacion dirigida.

6.2 JUSTIFICACION

Las plantaciones de O. pyramidale sigue siendo una excelente alternativa
econdémica para grandes empresas y pequefios productores, principalmente
por el ciclo de corta final (cuatro afos), puesto riegos. Para el establecimiento,
manejo y aprovechamiento de la balsa estos riegos se reducen a enfermedad
como pata roja, corazén de agua y otras enfermedades. Todo esto indica que
es eminentemente necesario emprender programas de mejoramiento genético
para esta especie nativa, mediante cruzamientos dirigidos (polinizacion
manual) lo que garantizard conservar la diversidad genética de la especie y
todos los beneficios que conlleva la misma.

La propagacion sexual de O. pyramidale es excelente, llegando a alcanzar
hasta el 90% de germinacion de su semillas, la empresa Plantabal S. A.
mantiene un éxito total en almacenamiento y manejo de semillas almacenadas
por 10 afios, lo que se ha permitido comprobar no pierde que las semillas
pueden mantener un alto porcentaje de su viabilidad inicialen el lapso de 10
afnos. Por estas razones el mejoramiento genético de esta especie con miras

de producir semillas mejoradas y certificadas.
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6.3 OBJETIVOS

6.3.1 Objetivo general

Proponer un plan de mejoramiento para O. pyramidale mediante polinizacion

dirigida.

6.3.2 Objetivos especificos

Proponer el almacenamiento de polen de los mejores genotipos segun el

ranking de ganancia genética del banco de especie O. pyramidale

Proponer el establecer de un huerto semillero por seleccién individual, con

altura promedio de tres metros.

Plantear el establecimiento de un ensayo de procedencia de primera

generacion mediante cruzamientos dirigidos

6.4 IMPORTANCIA

La empresa 3A Composites & Plantabal S.A. actualmente disponen de un

huerto semillero de mas de 80 familias de procedencia, de este germoplasma
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se realizaron los ensayos y se utilizo para el desarrollo de la presente tesis.
Estos avances, los conocimientos de biologia reproductivas obtenidos en este
estudio, las investigaciones por parte de la empresa le suman importancia a
esta propuesta, puesto que estos avances son herramientas para la toma de
decisiones para el mejoramiento de O. pyramidale que viene desarrollando
Plantabal S.A. la conservacion de material genético asi como el mejoramiento
de las especies no solo nos permite conservar dicho material, pues a esto se le
suma ventajas desde el punto de vista ecoldgico, social y econémico. Puesto
que Swofford y Smith, (1972) afirman que algunos analisis financieros de
programas de mejoramiento genético forestal, con especies de rapido
crecimiento en climas tropicales y subtropicales, han llegado a obtener una
tasa de retorno del 10 %.

6.5 UBICACION SECTORIAL Y FISICA

La zona de la provincia de Los Rios y Guayas han demostrado tener
condiciones climéticas y de logisticas favorables para el establecimiento y
produccion de madera de O. pyramidale de exportacion. Sin embargo se
plantea el establecimiento de un nuevo huerto semillero con altura de dosel de
tres metros, procedente de las 85 familias o de las 20 mejores familias segun el
ranking de ganancia genética. El area en el cual se debera establecerse en
nuevo huertos semillero debe estar alejada de las plantaciones ya existentes,

de manera que se evite el flujo genético por medio de la polinizacion natural.
Ademas la presente propuesta plantea el establecimiento de un ensayo de

procedencia de primera generacion mediante polinizacion dirigida, el area para

este ensayo debera ser determinada segun los resultados obtenidos del
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estudio de calidad de sitio que la empresa ha realizado. También se puede
considerar establecer el mis ensayo en diferentes sitios, para evaluaciones de

tal manera que se validen los resultados de la calidad de sitio de O. pyramidale.

Tanto la provincia de Los Rios como Guayas corresponden a sectores
agroforestales en donde las plantaciones de Tectona grandis y O. pyramidale
ocupan grandes areas de estas provincias. Es por ello que el sector local ser4
beneficiado mediante fuentes de trabajo y el sector nacional e internacional

sera beneficiado por la calidad de la madera a ser producida.

6.6 FACTIBILIDAD

En el &mbito social la empresa 3A Composites & Plantabal cuenta con los
recursos humano, material, legal y financiero para el emprendimiento a mejoras
en sus producciones. La misma que cuenta actualmente con la certificacion

FSC u otras normas para dentro del desarrollo de sus actividades.

6.7 PLAN DE TRABAJO

En la iniciacibn de un programa de mejoramiento genético forestal es
indispensable tener en cuenta dos fases: operativa (produccion) y desarrollo
(investigacion) (Zobel y Talbert 1988).

La empresa 3A Composites & Plantabal consta con analisis de ganancia

genética entre familias de su huerto semillero, lo que da ventaja para que el
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plan de trabajo inicie desde el establecimiento de una nueva precedencia a

partir de los mejores genotipos segun el ranking de los arboles plus.

De igual manera la empresa en miras a mejoras de sus plantaciones Plantabal
S.A. esta realizando evaluaciones preliminares en base a cuatro criterios
fenotipicos: rectitud, forma de copa, altura de poda y volumen. Todo esto da
ventaja para que el plan de mejoramiento inicie y se establezca individuos con

base fundamentadas.

Se propone dentro de la fase operativa el establecimiento de huerto semillero y
recoleccion de polen y dentro de la fase de investigacion el almacenamiento de

polen y pruebas de polinizacién dirigida.

Como se propone el establecimiento de un nuevo huerto semillero, las
actividades iniciales deberan estar dirigida a esta actividad, sin embargo dentro
de la fase operativa también se contempla la recoleccién de flores en el campo
para el almacenamiento de polen, dicha actividad deberd iniciar una vez que la
plantacién tenga un fructificacion buena, ya que no hay que olvidar los factores
ambientales e intrinsecos que influyen en los procesos fisiolégicos e inciden
directamente en la floracion y fructificacion. Si no se consideran los factores
importante como la edad fisiolégica de los arboles, el polen a ser almacenado

podria no ser muy viable.
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Cuadro 9. Plan de trabajo de la propuesta del plan de mejoramiento genético para O.

pyramidale
Proyecto | Objetivo | Objetivos Actividades Responsable
General especificos

Propuesta de un plan de mejoramiento para O. pyramidale mediante polinizacion
dirigida

Desarrollar un plan de mejoramiento para O. pyramidale mediante polinizacién dirigida.

Establecer un huerto semillero de primera generacion a través de la reproducciéon

Fase Operativa

Analisis de resultados de evaluaciones

fenotipicas.

Seleccion de individuos en base a los

resultados analizados.

del

establecer el nuevo huerto semillero

Determinacién area para

del

departamento de

Gerente

Investigacion y
Desarrollo

Recoleccion de semillas del huerto en
la Hacienda MS14

Supervisor de
mejoramiento
genético

Trabajadores

Produccion de plantas en vivero

Supervisor  de

vivero

Establecimiento de huerto semillero en
bloques completamente al azar con

cinco repeticiones.

Gerente del 1& D
Sup.
Mejorameinto

genético.
Trabajadores
Mantenimiento de huerto semillero Sup.
Mejorameinto
(_QU genético.
g Trabajadores
E g Recoleccion de flores Sup.
2 _-§ o Extraccién de polen Mejorameinto
s 'g % Pruebas de germinacion in vitro genético.
_8_ e Secado y almacenamiento de polen
§ " © Evaluaciones de viabilidad mediante | Trabajadores
§ g S | germinacion in vitro cada 7 dias los
% GE) ?’: 8 primeros 2 meses




Fase de investigacion

Ensayos de procedencia mediante Mejoramiento

clones de las plantas mejoradas genético
producidas a nivel de vivero Trabajadores
Evaluar Evaluaciones de produccion
resultados (volumétricas)
obtenido Evaluaciones con enfoques de

resistencia a enfermedades y plagas

©
ie)

:E’ Estudio de biologia floral de O. | Supervisor de
= . . .

S pyramidale Mejoramiento
° Establecimiento de protocolo para la | genético

I= polinizacion dirigida en O. pyramidale

© —

a Ensayos de polinizacion dirigida con

Q

% polen fresco y polen almacenado

g Recoleccion del germoplasma

e .

_Q mejorado

2 Produccion de plantas en vivero con | Sup. Vivero
(O]

D material mejorado Trabajadores
(&}

g_ Ensayos de procedencias Supervisor de
<

S

IS

S

L,

()

=

6.8 ACTIVIDADES

Antes de cualquier toma de decision a seguir con el mejoramiento de O.
pyramidale se recomienda establecer una matriz de problemas y eventos
suscitados dentro del establecimiento, produccion y comercializacion de la
madera de O. pyramidale, de manera que se establezcan los objetivos, metas a
cumplir. Por lo que ejecutar un plan de mejoramiento genético forestal conlleva
afios de investigacion con multiples actividades a nivel de campo y laboratorio,

en tales razones detallaremos las siguientes actividades relevantes:

v' Analisis de resultados de evaluaciones fenotipicas y seleccion de
individuos en base a los resultados analizados, los mismos que se

consideraran arboles semilleros.
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Determinacion del area para establecer el nuevo huerto semillero

Recoleccion de semillas del huerto en la Hacienda MS14

Produccion de plantas en vivero con semillas obtenidas de los mejores

individuos segun el ranking de G.G.

Establecimiento de huerto semillero en bloques completamente al azar
con cinco repeticiones. Mantenimiento de huerto semillero (disefio en
bloques completamente al azar)

Control de poda y Raleo

Recoleccion de flores y extraccion de polen

Pruebas de germinacion in vitro y secado y almacenamiento de polen

Evaluaciones de viabilidad mediante germinacion in vitro cada 7 dias los

primeros 2 meses Estudio de biologia floral de O. pyramidale

Establecimiento de protocolo para la polinizacion dirigida en O.

pyramidale

Ensayos de polinizacion dirigida con polen fresco y polen almacenado

Recoleccion del germoplasma mejorado

Produccion de plantas en vivero con material mejorado

Ensayos de procedencias mediante clones de las plantas mejoradas
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v' Evaluaciones de produccion y con enfoques de resistencia a

enfermedades y plagas

v' Evaluar la variabilidad presente en las poblaciones incluidas en el
proyecto y para ello es necesario disefiar y establecer las pruebas
genéticas que permitan la evaluacion sistematica del desempefio de las

progenies.

6.9 RECURSOS ADMINSITRATIVOS, FINANCIEROS O TECNOLOGICOS

3A Composites cuenta con laboratorios, herramientas, materiales y personal
capacitado e idoneo para el desarrollo de las actividades antes descritas. Sin
embargo se aconseja reactivar el presupuesto del Departamento de
investigacion y desarrollo, para la adquisicion de nuevos y mejores equipos
tecnologicos que garantizaran la precision de los resultados obtenidos para
esta propuesta. El costo para la realizacion de la presente propuesta es de

157000.00 dolares americanos.

6.10 IMPACTO

Los impactos que se provee desde el punto social y ambiental seran positivos;
entre ellos tenemos creacién de plazas de trabajo, ganancia genética,
mantenimiento de diversidad genética u otros beneficios que brindan las
plantaciones con el medio ambiente. Ademas la empresa estableces sus

plantaciones mediante el uso de buenas practicas de manejo.
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6.11 EVALUACION

Con ya se mencioné en lineas anteriores el ejecutar un plan de mejoramiento
conlleva a mdltiples actividades y procesos investigativos a nivel de campo y
laboratorio por tal razones se recomienda realizar un sin numeros de
evaluaciones, principalmente a la variables dasométricas (DAP, altura total y
comercial) y las caracteristicas fenotipicas (bifurcacion, rectitud del tronco,

poda, grosor de las ramas, y angulo de las ramas)

Los parametros que se deben consideran en la siguiente propuesta son:

Bifurcacion

a) Ninguna

b) Al nivel del suelo
c) Mas arriba

Rectitud del fuste

a) Recto, desviacion de una linea vertical menos de 25 % del didmetro del
tronco.

b) Poco doblado, desviacion de una linea vertical entre 25 y 50 % del grosor del
tronco.

c) Muy doblado, desviacion de una linea vertical mas del 50 % de grosor del

tronco.

Capacidad de auto-poda

a) Buena,
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b) Aceptable
c) Mala

Grosor y angulo de ramas

a) Delgada, ramas menos del 10 % del grosor del tronco y &ngulo recto

b) Normales, ramas entre 10 y 20 % del grosor del tronco, angulo entre 30 y

90°

c) Gruesas, ramas mas de 20 % del grosor del tronco, angulo menor de 90°

Para el raleo se recomienda utilizar el indice de Espaciamiento Relativo de Hart

citado por Bravo et al. (1997). Para evaluar el nUmero de arboles a ralear, con

base en este indice, se hizo uso del siguiente modelo matematico:

S % a = 10,000 /N x100 /h dom

Ng = (v 1000 x 100)2/ (S % d x h dom)2

Nr = N- Nq

Donde:

S %a = indice de espaciamiento relativo antes del raleo

S %d = indice de espaciamiento relativo deseado

N = numero de arboles/ha antes del raleo

Nr = nimero de arboles /ha a ralear

Ng = numero de arboles /ha que quedan después del raleo

hdom = altura dominante con base en los 100 arboles mas gruesos/ha
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ANEXOS



Fotografia 1. Flor de O, pyramidale y botones florales

Fotografia 2. Flores de O. pyramidale de diferentes tamafio
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Fotografia 3. Flores grande de O. pyramidale

Fotografia 4. Estambres monoadelfos, estigmay filamento




Fotografia 5. Dehiscencia de las anteras

Fotografia 6. Extracciéon de polen de O. pyramidale




Fotografia 7. Polen geminado in vitro (Observacion en microscopio con aumento de 10X)

Fotografia 8. Polen germinado in vitro posterior a 45 dias de almacenamiento en

nitrégeno liquido (observacién en microscopico con aumento de 4x)
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