it

Universidad Autonoma Chapingo

DEPARTAMENTO DE FITOTECNIA

* POLINIZACION Y AMARRE DE FRUTO EN
~ TANGERINA ‘MONICA’ (Citrus sp.)

NORMA LIDIA GOMEZ ALVARADO

Chapingo, Méx., agosto del 2000

aN

@’} C

HORTICULTURA

pos gr ado

universidad autébnoma chapingo



POLINIZACION Y AMARRE DE FRUTO EN TANGERINA ‘MONICA’
(Citrus sp.)

Tesis realizada por Norma Lidia Gémez Alvarado bajo la direccién del Comité
Asesor indicado, aprobada por el mismo y aceptada como requisito parcial para
obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS EN HORTICULTURA

ﬂ/“/_,,_

DR. EDILBERTO AVITIA GARCIA

ASESOR: QM A-36832

DRA. ANA MARIA CASTILLO GONZALEZ

/D’R. GUSTAVDATMAGUER VARGAS

DIRECTOR:

Texcoco, Edo. de México, agosto del 2000



POLINIZACION Y AMARRE DE FRUTO EN TANGERINA ‘MONICA’
(Citrus sp.)

El jurado que revisd y aprobd el examen de grado de Norma Lidia Gémez
Alvarado autora de la presente tesis de Maestria en Ciencias en Horticultura
estuvo constituido por:

PRESIDENTE:

DR. EBILBERTO AVITIA GARCIA

ASESOR: @;%W\

DRA. ANA MARIA CASTILLO GONZALEZ

ASESOR: /%%

/ DR. GUSTAMEALMAGUER VARGAS

Texcoco, Edo. de México, agosto del 2000



AGRADECIMIENTOS

A DIOS por su infinita grandeza, que permitié alcanzar mis objetivos, por

la fortaleza que me ha proporcionado y ruego me siga ayudando para seguir

adelante

A la Direccién General de Educacién Tecnolégica Agropecuaria

(DGETA), por haberme otorgado las facilidades para realizar mis estudios de

posgrado.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por el apoyo
econémico, que me otorgd durante mis estudios de Maestria en Ciencias en

Horticultura.

A la Universidad Auténoma de Chapingo, al Departamento de Fitotecnia,
y a la Coordinaciéon de Maestria en Ciencias en Horticultura por haberme

otorgado la oportunidad de realizar mis estudios de Mestria.

Al Centro de Bachillerato Tecnolégico Agropecuario No. 135 por haberme

dado todas las facilidades para la culminacion de mis estudios de posgrado.



Al Dr. Edilberto Avitia Garcia, por la direccién de ésta tesis, orientacion,

comprension y valiosos consejos, asi como por la paciencia otorgada durante la

realizacion de la misma.

A la Dra. Ana Maria Castillo Gonzalez por todas sus aportaciones
recibidas durante el desarrollo de la presente investigacion, asi como por la

revision y correccion del presente.

Al Dr. Gustavo Almaguer Vargas, por su orientacién y colaboracion, para el

desarrollo de la presente investigacion, asi como por la revision y correccion de

la misma.



DEDICATORIA

Con todo mi carifio, a mis hijas Alejandra, Ariadna y Adirem Pérez
Goémez, por la motivacion que siempre me brindaron asi como por Su

comprension durante mis estudios de maestria.

Con carifio a mi esposo Gerardo, por su estimulo y apoyo decidido, que

ayudaron a lograr mi superacion profesional.

A mis queridos padres, Juan e Inés a quienes debo mi existencia, a mi

madre quien de encontrarse entre nosotros estaria orgullosa de mis logros.

De manera muy especial dedico esta tesis a mi querida tia Magdalena
quien tanto se preocupé por mi formacién, y dejé en mi sus valiosas

ensefianzas de la vida, esperando sus ilusiones se hayan cumplido.



DATOS BIOGRAFICOS

La autora de la presente tesis es originaria del estado de Chihuahua,
realizd sus estudios de Licenciatura en la Universidad Auténoma de Chihuahua
en la generacion 1978-1982, egresd con la especialidad de Fitotecnia, de la
Facultad de Ciencias Agricolas. Durante el periodo de 1983-1990 trabajo en
Aseguradora Nacional Agricola y Ganadera S. A. desempefiando el puesto de
Inspector Ajustador y Dictaminador. Posteriormente ingres6 a la Direccion
General de Educacion Tecnologica Agropecuaria, durante el periodo de 1991 a
1996 desempeiid el puesto de profesor y apoyo al area educativa en el Centro
de Bachillerato Tecnolégico Agropecuario No. 135 de Arroyo Hondo, Misantla,
Veracruz. Realizd estudios de Maestria en Ciencias en Horticultura con
orientacion en Fruticultura en el Departamento de Fitotecnia de la Universidad
Autonoma Chapingo generacion (1997-1998) y actualmente se encuentra

laborando como docente en el CBTa No. 135 de Arroyo Hondo, Misantla,

Veracruz.



CONTENIDO

INDICE DE DIUADRIDE. ..oy peesocsiss susmsosems emsies st arsbssmmassmmmsss S5 6655508051350 ii

INDICE DE FIGURAS. ...ttt iv
RESUMEN......cooiiiiii et e e e e e et e e et b e e e e e e e e eaanaeeensseeeeees Y
LINTRODUGCCION ..ot 1

1 T QREEIGE v sy S RS o TS s AR R SR 2
[ REVISION DE LITERATURA ...ttt ee et snnnnaes 8
| TERETIINIEL, e o s sooosissnsosoiens o s o s BN S o iRV 3
it CEIrIBTE FIOTOR smsiuint o s ames sonssms smassisnisosy S s o S e s SRS 5
2. 2. 1 Estructura floral en angiospermas. ...............ooovviiiiiiiiiiieieeeeeees B
i B Vs T DR st isrommmmmans pihhisbesmessons s A T 0 Smosrsses oo S S AT 6
B 2 N E DO 5 000w ey 0 AR S it 38 D AN Ao AR RO 7
B B Vo B VI OB, 1o st S s e A G A A i 5 S S 7
o . o P D TR, st s ssmnsors oo o s g el R Ao e 2
2. 2. 2. Estructura floral de CItriCOS. ..........ccooiiiiiiiiiicciee e g b
2. B POUNIEEBIII. ...ccoececonon sisesmmssmoionss i 555855083 1580 55 s e ey R SAA 15
2. 3. 1. Agentes polinizantes. .............oooiiiiiiiiiiiiie e 16
B W W ", g TR e OO N 16
2. 3. 1. 2. AgeNtes DIOtICOS. ....coooeeiiiiieieeee e 18
2. 4. Pruebas de Viabilidad del Polen...............oooiiiiiee e 21
2.4.1. Pruebas de germinacion in VItro. ..............ooueevvemmeiieieiiiiiiiiieseaiaeeeeeeeannnes 22
2.4.2. Pruebas de tiNCION. .........ccooeiiiiiiiiiiiiiieeeee e 24
2. 0.3, PTUCKER M1 MIVIL ... ooy conmansontsiesstivstmona msosscomsn oaist ousis §3555 RN GRS i s S AR 25
2. 5 FaSe ProgramiCa. .......uuuuieiieiee e e e e e e e e e et e e e e eeeana e enn e 28
2.5.1. Germinacion del POIEN............oooiiiiiiiitie e 28
2. 5. 2. Desarrollo del tubo poliNiCO. ............ueviiiiiiiiiiiiieeee e 31
2. 6 Dobile FOCURBBBIBIL ...comumsmommsssin o s tinsi s 5k 5hssn s s s s Sssns et 35
2. 8. L. PUISIDR CONBIAT. ... mpmormmssssosssssssmimsoninsssioss s oo KNS S5 SAR SBTS $3505 S oS 3 36
2. 7 Mecanismos que conducen a la fecundacion cruzada. ............cccccvvvuniennnes 37
2. 7. 1. Incomatibilidad sexual. .............ooooiiiiii e a7



A 44
2. 7. 3. DICOGAMIUA. ...uvieiiiiieeeeeee e e e e e e e e e enanaeees 45
2. 7. 4. DIOBCISITIO. ...ceiiieiiiiiie e ettt e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeenaaseanaeeanes 46
2. 8. AMAITe d@ FrUl. ......c.coiciieriireriieteressiinrectrensssisesiresssreessssssssssnsssassmnasanns 46
. MATERIALES Y METODOS ...ttt enes 53
O N et IO s s s B B i R i RSt 53
3.2 ClIMAL e e e e eaan 53
3. 3 Material Vegetal Utilizado.............oooooiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 54
3. 4 POlINIZACIONES. .....oiiiiiiiiiiee et aae e 57
3. 4. 1. Polinizacion [bre (P.L.). ..o 57
3. 4. 2 AULOPOIINIZACION. ....ovveiieiiieiie e enan 57
3. 4. 3. Polinizacion cruzada (P.C.). ........coiiiiiiiiee e 58
3. 5 Procesamiento y observacion de los tubos polinicos. ...........ccccceeeeeeeeeenee 59
3. 6 Germinacion de polen en condiCionNes in VItro. .........ccc.veeveeeeeeececieinee 60
3. 7 Pruebas de tincion para viabilidad de polen. ...............ccocoeiiiiiiiiiiiiiieeee 61
3. 8 Cuantificacion del amarre de fruto y semillas. ..........ccccooooeveiiiiiiiiiiininnnnnee 61
R R P —— 62
IV. RESULTADOS Y DISCUSION ..ottt 63
4.1. Germinacion del Polen y desarrollo del tubo polinico in vivo...................... 63
4.1.1. PoliNIZACION NBTB ... siimmmenmrsomo s furserssesmsss s s smsnonss s ssaessaibnss s 67
A, 1.2, PABOTOOUNTIEGIANL...... coue ssnmsimamn comysmms i i e s s 4 i s s S 458 S5 70
. 2 POlBERBIIn BIUEREEL.. . o s o 0075 s i b R 6 45708 VS 76
4. 1. 4. Germinacion de polen en condiciones in VItro ...........ccccceeecuiveeeeecennnnnn 81
4.1.5. Pruebas de tincion para viabilidad de polen..............cccccevieiiiiiiiciceiinnnns 82
4. 1. 6. Influencia de la fuente de polen sobre amarre de fruto. ........................ 83
W BONGLUSIONES ... coneyion 6505 s coons sy smenston i mamm ssion s smeaisd i s e vesmamo s 87
V0L-LITERATURA CITADI ....ccviveinam comsiressmavsiinitn ommms s s myaiis s s34 essaanwevs 89



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Numero de granos de polen y desarrollo de tubos polinicos en cuatro
cultivares de citricos, bajo condiciones de polinizacion libre, 48 horas después
A8 ANTESIS. coiiiiiieii i 68

Cuadro 2. Numero de granos de polen y desarrollo de tubos polinicos en cuatro
cultivares de citricos, bajo condiciones de polinizacion libre, 96 horas después
A ANEESIS. it e e e e e aaanns 69

Cuadro 3. Numero de tubos polinicos en el ovario en cuatro cultivares de

citricos, bajo condiciones de polinizacion libre, en diferentes tiempos después
BUE, RITTRBEIS. o tuoncseies sion ot s s SR B o msonsosus S S i s s oS0 SR g i 70

Cuadro 4. Numero de granos de polen y desarrollo de tubos polinicos en
autofecundacion de cuatro cultivares de citricos, 48 horas después de antesis
....................................................................................................................... 73

Cuadro 5. Numero de granos de polen y desarrollo de tubos polinicos en
autofecundacion de cuatro cultivares de citricos, 96 horas después de
antesis. .......... R e A S R TR N iy oo RIS N s SIS 74

Cuadro 6. Numero de tubos polinicos en el ovario en cuatro cultivares de
citricas, en autofecundacion, a diferentes tiempos después de antesis. ....... i

Cuadro 7. Numero de granos de polen y desarrollo de tubos polinicos en

tangerina ‘Monica’ usando diversas fuentes de polen, 48 horas después de la
PONNHZACION. .cunrrsvssianisnimennsssnessnnusnsssisnsnsn mesepssssmssssshnensnnmus s emsssssiessssssms amas 78

Cuadro 8. Numero de granos de polen y desarrollo de tubos polinicos en
tangerina ‘Ménica’ usando diversas fuentes de polen, 96 horas después de la
ot Ty e e O T R SRR ———. 80

Cuadro 9. Nimero de tubos polinicos en el ovario de tangerina ‘Ménica’ usando
diferentes fuentes de polen, a diversos tiempos después de polinizacion..... 81

Cuadro 10 Numero y porcentaje de granos de polen viables (promedio de 16
campos de observacion) de cuatro cultivares de citricos, usando 2.5 diphenyl

3(a- naphthyl) tetrazolium, incubados a una temperatura de 40-45° C durante
T 8 1o 7 OO ST —— 83

Cuadro 11 Influencia de la fuente de polen sobre el amarre de frutos en
=gty O 6 > SO — 84

Cuadro 12 Influencia de la fuente de polen sobre el tamano de fruto en
tanNgering MONICA'............eeiieeiiei e e e et eee e e e eeeeeeeeeeaeaseaeasnsnseeeennnnenees 85



iNDICE DE FIGURAS

Figura 1. Distribucion de los tratamientos de polinizacion en la tangerina
‘Ménica’. Dentro de cada arbol, los nombres de los cultivares en los
cuadrantes corresponden a las fuentes de polen (progenitores masculinos);
P. L. = polinizacion libre; ®= autopolinizacion. Obsérvese la rotacion en la
gl OSSN — 56

Figura 2. A; granos y tubos polinicos sobre el estigma (po=grano de polen;
tp=tubo polinico; st=tejido estigmatico). B. Tubos polinicos creciendo en el
estilo (ts=tejido estilar; tp=tubo polinico). C; tubos polinicos creciendo a lo
largo del haz vascular (hv=haz vascular; tp=tubo polinico; ts=tejido estilar). D;
tapdn de calosa en un tubo polinico (ts=tejido estilar; tp=tubo polinico)........ 65

Figura 3. E; tubos polinicos creciendo en el estilo (tc=tapon de calosa). F; tubos
polinicos penetrando los évulos (nu=nucela; tp=tubo polinico; mi=micropilo;
te=tegumento externo; ti=tegumento interno). G; grano de polen germinando
in vitro (po=grano de polen; tp=tubo polinico). H; tincién de granos de polen
(pv=grano de polen viable; pn=grano de polen no viable)............................. 66

Figura 4. Efecto de la concentracion de sacarosa sobre la germinacion de polen
de tres cultivares de CitriCos. .........oooiiiiiiiiiiii e 82

Figura 5. Numero de semillas y diametro de los frutos en cruzas de citricos,
usanda diferentes TUBNLES T8 POIEIL.. . cvues sswson ssnssaiss sasisns b o 528 456 9556 5855 545 86



RESUMEN

NORMA LIDIA GOMEZ ALVARADO'

POLINIZACION Y AMARRE DE FRUTO EN TANGERINA ‘MONICA' (Citrus sp.)

Bajo la direccion de: Edilberto Avitia Garcia®.

La tangerina ‘Monica’ se introdujo al estado de VVeracruz en los afos 50’s
y se le han visto posibilidades para el mercado debido a que presenta buenas
caracteristicas del fruto; sin embargo, tiene el inconveniente de amarrar poco
fruto, lo cual se cree que puede deberse a algun problema de incompatibilidad
sexual. Con base en ello, se plantearon como objetivos conocer si la carga
polinica recibida por el estigma es suficiente y viable, asi como determinar si
hay algun tipo de incompatibilidad que limite el amarre de frutos y semillas. Para
tal propdsito se desarrollé la investigacion en el Ejido Agua Nacida, del
municipio de Alamo, Veracruz. Se establecieron tratamientos de polinizacion

libre y autopolinizacion en los citricos ‘Dancy’, ‘Reyna’, ‘Satsuma’ Yy

' Resumen de la tesis que, presenta el autor como requisito parcial para obtener el grado de
Maestro en Ciencias en Horticultura.

2 Director de tesis: Profesor Investigador de tiempo competo del Departamento de Fitotecnia.
Universidad Autonoma Chapingo. Chapingo, Estado de México. 56230.



‘Ménica’, asi como tratamientos de polinizacién cruzada, usando como
progenitor femenenino a ‘Monica’ y como donadores de polen a ‘Dancy’,
‘Reyna’ y ‘Satsuma’. Para conocer la calidad del polen se hicieron pruebas de
tincion y germinacion in vitro. Los resultados muestran que la carga polinica
sobre el estigma no es una limitante para el bajo amarre de frutos. Tanto la
tangerina  ‘Mdnica® como la mandarina  ‘Satsuma’  presentan
autoincompatibilidad del tipo gametofitico, ya que en ninguno de los casos se
encontraron tubos polinicos en el ovario. Aunque los tubos polinicos no
manifestaron las caracteristicas frecuentemente reportadas para otras especies
con este tipo de autoincompatibilidad, los granos de polen germinaron y los
tubos polinicos llegaron a la parte inferior del ovario. Con base en el desarrollo
de los tubos polinicos, se encontrd que ‘Dancy’ y ‘Reyna’ pueden ser buenos
polinizadores para ‘Mdnica’, siempre y cuando coincidan en su periodo de
floracion, ya que en tan sélo en 48 horas después de haber realizado la
polinizacion los tubos alcanzaron al ovario. En las pruebas de tincion vy
germinacion de polen in vitro, ‘Ménica’ presentd los mas altos porcentajes,
seguido por ‘Reyna’ y ‘Satsuma’, aunque las pruebas de tincion resultaron
sobreestimadas (hasta el doble) con respecto a la germinacion in vifro. No se
obtuvo amarre de fruto en los tratamientos de autofecundacion de ‘Ménica’, y en
los tratamientos de polinizacion libre y cruzada tampoco se encontrd correlacion

del nimero de semillas con el diametro ecuatorial del fruto.

Palabras clave: Autofecundacion, polinizacion cruzada, pruebas in vitro, tubo

polinico, autoincompatibilidad.
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SUMMARY

NORMA L. GOMEZ ALVARADO

POLINIZACION AND DE FRUIT-SET IN ‘MONICA’ TANGERINE (Citrus sp.)

Under the direction of: Edilberto Avitia Garcia.

The 'Monica' tangerine was introduced in Veracruz, México, in the 50's
and it could have some possibilities for the market because it has good
characteristic of fruit; however, it has low fruit set and some problems related to
sexual incompatibility. Then objectives of this study were to know if the pollen
grains have a good viability, as well as to determinate if there is incompatibility
that limits the fruits-set and seeds. The research was carried out in Agua

Nacida, Alamo, Veracruz. The treatments were open pollination and self-

pollination using ‘Dancy’, ‘Reyna’, ‘Satsuma’ and ‘Monica’ citrus, as well as
treatments of cross- pollination, using ‘Ménica’ as famele parent and the pollen

donators were ‘Dancy’, ‘Reyna’ and ‘Satsuma’. In order to know the pollen

quality staining test were carried out as well as in vitro germination tests. Our

results showed the pollen load on the stigma wasn't limitation to the fruits-set.

So both, the ‘Ménica’ tangerine and 'Satsuma' mandarin had gametophytic self-



incompatibility, since they didn't show pollen tube in the ovary. Although the
pollen tubes didn't manifest the typical characteristics in other species with this

type of self-incompatibility, the pollen grains germinated and the pollen tubes

reached to the inferior part of the ovary. Thus ‘Dancy’ and ‘Reyna’ citrus could
be good ‘Mdnica’ pollinizers, when they coincide in the flowering period, since in
48 hours after pollination the pollen tubes reached the ovary. The ‘Ménica’
tangerine had the higest percentages of the pollen viability, followed by ‘Reyna’
and ‘Satsuma’, although the stain test resulted higher than in vitro germination.

The ‘Moénica’ self-fertilization didn’t have any fruit set. The number of seeds

didn’t have any correlation with the fruits size derived from open pollination and

cross- pollination.

Key words: Self-pollination, cross-pollination, in vitro tests, pollen tube, self-
incompatibiliy.



I. INTRODUCCION

México es un importante productor de citricos a nivel mundial; junto con

Estados Unidos, Brasil, Japén, Esparia e ltalia, aporta alrededor del 80% de la

produccion mundial (Ramirez, 1991).

Dentro de los citricos el naranjo es la especie con mayor producciéon en
nuestro pais; el 95% de ésta especie corresponde al cultivar Valencia Tardia,
siendo Veracruz el principal estado productor, quien tiene el 46 % de la
superficie citricola nacional; su area de produccién se localiza en la parte Norte
- Centro, principalmente en los municipios de: Alamo, Martinez de la Torre,
Gutiérrez Zamora, Tihuatlan, Tuxpan, Tecolutla y Papantla, que en conjunto
representan el 94% de la superficie citricola estatal (Curti, 1991). El precio de la
naranja esta regido por la ley de la oferta y la demanda, por ello durante la
época de mayor produccién (diciembre a mayo) el precio es demasiado bajo y
repercute en la economia de los productores. Buscando alternativas de
solucion, la tangerina ‘Monica’ por sus caracteristicas sobresalientes (fruto de
mesa, innovadora, buen sabor, buena apariencia, maduracién tardia), fue

introducida durante los 50°s para tratar de competir en



el mercado (Sr. Cuervo'; comunicaciéon personal). Sin embargo, el objetivo no
fue alcanzado por el bajo amarre de fruto que esta especie presenta y cuya
causa se aduce a la falta de polinizadores y posiblemente a la presencia de
autoincompatibilidad gametofitica. La situacion anterior motivé a la realizacion

del presente estudio, cuyos objetivos son:

+ Conocer si los granos de polen, depositados sobre el estigma, son

suficientes para tener una fecundacién aceptable.

v Determinar, a través del estudio de desarrollo del tubo polinico, si hay

algun tipo de autoincompatibilidad que limite el amarre de fruto

+ Seleccionar el mejor polinizador para ‘Ménica’

+ Determinar los porcentajes de viabilidad de polen en condiciones in vitro

en los citricos ‘Ménica’, ‘Dancy’, ‘Reyna’ y ‘Satsuma’.

' Sr: Roberto Cuervo M. Productor sobresaliente y pionero del cultivo de la tangerina Ménica'del
Municipio de Tihuatlan, Veracruz.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Taxonomia

La clasificacion sistematica de los citricos es un problema que los
especialistas consideran como complejo. Lo cual se atribuye a su facultad de

hibridacioén y de mutacioén (Praloran, 1977).

El género Citrus se ubica en la division Magnoliophyta; clase
Magnoliopsida; orden Geraniales; familia Rutaceae; tribu Citreae y subtribu

Citrinae (Soost y Roose, 1996).

Swingle y Reece (1967) incluyeron seis géneros dentro de la subtribu
Citrinae. Dos de ellos (Poncirus y Fortunella) son notablemente tolerantes al frio
y pueden cruzarse con Citrus para obtener hibridos. Otros dos géneros
(Eromocitrus 'y Microcitrus) se encuentran en estado silvestre, casi
exclusivamente en Australia, y se han podido cruzar con Citrus y Poncirus,

respectivamente. El sexto género del grupo (Clymenia) se conoce sélo en



Nueva Irlanda, aunque se piensa que en Riverside, California, hay algunos

hibridos de éste con Citrus (Soost y Roose, 1996).

El género Citrus es el que comprende un mayor numero de especies Y
variedades cultivadas (cultivares), dentro de las cuales se incluyen las

mandarinas y las tangerinas.

Debido a la gran diversidad de formas, aldn es controversial la
nomenclatura de las mandarinas. El fundamento de reagrupacion hecha por
Swingle de todos los tipos de mandarinas en la especie Citrus reticulata, s

puesto en duda por varios grupos de naturistas como Tanaka y Hodson

(Praloran, 1977).

De acuerdo a la clasificacion de Tanaka, actualmente se reconocen
varios grupos naturales, los cuales son: a) Grupo Satsumas (C. unshiu), en el
que se encuentran las mandarinas Satsumas ‘Owari’ y ‘Clausellina’; b) Grupo
Clementinas (C. clementina), en el los principales cultivares son ‘Fino’, ‘Nules’ y
‘Orval’. Otras mandarinas, principaimente la mandarina comdn (C. deliciosa).
Este grupo contiene algunas de las mandarinas mas importantes como son:
‘Dancy’, ‘Murcot’, ‘Ponkan’ y ‘Tankan’' y los hibridos ‘Nova’, ‘Fortune’ y

‘Robinson’, entre otros (Amoros, 1995).

En lo que se refiere a sus caracteristicas horticolas, los cultivares de

mandarina se distinguen también por su gran diversidad y pueden clasificarse

4



de acuerdo a: temporada de maduracién, tamafo de fruto, color y adherencia
de su epidermis, porcentajes de amarre de fruto, compatibilidad sexual Yy

facultad para producir frutos partenocarpicos (Praloran, 1977).

2.2. Estructura Floral

2.2.1. Estructura floral en angiospermas

Las angiospermas o plantas con flores son las mas complejas, asi como
las mas comunes de todas las plantas, el nombre angiospermas se refiere al
hecho de que las semillas se encuentran encerradas en una estructura
especial, el ovario; incluyendo dentro de las angiospermas a casi todas las
especies cultivadas, flores de jardin, arbustos comunes de hojas anchas,

cereales y pastos (Cronquist, 1975).

Las plantas con semilla tienen un cuerpo muy evolucionado y con rastros
de una especializacidon estructural y funcional. Expresandose en una
diferenciacién externa de 6rganos e internamente en varias categorias de
células, tejidos y sistemas de tejidos. Se reconocen, generalmente, tres érganos

vegetativos: raiz, tallo y hoja (Esau, 1982).

Desde el punto de vista estricto una flor, es un tipo particular de brote o

vastago esporogeno determinado (Foster y Gifford, 1974). La flor es

5



considerada como un conjunto de &rganos, algunos de los cuales son
reproductores (estambres y carpelos) y otros estériles (sépalos y pétalos),

dispuestos sobre un eje, el receptaculo (Esau, 1982).

2.2.1.1. Caliz

A los sépalos colectivamente se les llama céliz. A menudo los sépalos
estan unidos hacia la base por sus margenes laterales formando un tubo. Los
sépalos forman el grupo mas externo de hojas florales, generalmente son de
color verde y de textura mas o menos folidcea, cubren y encierran las partes

florales antes de que la flor abra, brindandole proteccién a las partes internas

(Cronquist, 1975).

Esau (1982) indica que los sépalos se muestran poco modificados en su
estructura interna, comparados con las hojas. Los cuales presentan un

parénquima fundamental, sistema vascular mas o menos ramificado y una

epidermis.

Con frecuencia los sépalos son dérganos fotosintéticos y es comun que

presenten estomas y tricomas en su superficie (Rudall, 1992).



2.2.1.2. Corola

Los pétalos colectivamente forman la corola (Cronquist, 1975). Es la
parte mas grande y vistosa de la flor, aunque en flores polinizadas por el viento

el perianto es muy reducido y en ocasiones ausente (Rudall, 1992).

La pigmentacion en los pétalos es la responsable del color y tiene una
funcion especifica en la atraccion de los insectos polinizantes. Las células
epidérmicas de los pétalos a menudo contienen aceites volatiles que confieren

fragancia caracteristica a las flores (Esau, 1982).

2.2.1.3. Androceo

En conjunto los estambres de una flor son llamados androceo, son los
6rganos masculinos de la flor. Cada estambre consiste de una antera dividida

en sacos polinicos o microsporangios que son sustentados por un delgado

filamento uninervado (Esau, 1982).

Mauseth (1988) menciond que la funcién principal de los estambres es la
producciéon de microsporas, pero en algunas especies parte de los estambres

son convertidos a nectarios para atraer insectos polinizantes.

El filamento es relativamente simple en su estructura. El haz vascular

esta rodeado por parénquima y su epidermis cutinizada puede tener tricomas O
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estomas (Rudall, 1992). El haz vascular atraviesa el filamento entero

terminando en la base de la antera o en el tejido conectivo, ubicado entre las

dos tecas de la antera (Esau, 1982).

Esau (1982) indico que las anteras se localizan en la parte terminal del
flamento y estan divididas en sacos polinicos o microsporangios, donde se
producen las microsporas. Generalmente la mayoria son tetrasporangiadas, del
tipo de dos l6culos en cada uno de los lobulos, variando en ocasiones . En las
anteras por lo general se produce la dehiscencia; es decir, éstas se abren
espontadneamente liberando el polen por una ranura normalmente pequena

(estomio), promovido por el encogimiento diferencial de la capa parietal

subepidérmica (endotecio).

En las angiospermas el grano de polen actia cémo un vinculo de
transferencia de los gametofitos masculinos de la antera al estigma (Knox Yy

Williams, 1986) y son cuerpos que tienen simetria radial o bilateral (Rudall,

1992).

Los granos de polen varian considerablemente en tamafio y forma;
tienen dos paredes principales, una suave e interna llamada intina y otra dura
externa llamada exina; la exina se subdivide en una capa esculturada llamada
sexina y otra interna no esculturada llamada nexina (Huynh; citado por Rudall,
1982). La principal funcion de la pared del grano de polen de algunas plantas es

absorber el agua del estigma (Elleman y Dickinson, 1994).



Los granos de polen dispersados por el viento se encuentran en
alrededor del 30 % de familias de las angiospermas y se caracterizan por su
forma esférica, variando en didmetro; con una superficie lisa, baja densidad y
un contenido de almidén como fuente de energia (Baker y Baker; citados por
Knox y Williams, 1986). En contraste, con los transportados por agentes
bidticos, que son de una alta densidad y contienen lipidos de reserva y su

tamano varia ampliamente (Rudall, 1992).

2. 2. 1. 4. Gineceo.

Los carpelos son los 6rganos femeninos de la flor, en conjunto son

llamados gineceo, los cuales se componen de: estigma, estilo y ovario

(Cronquist, 1975).

El estigma es la estructura que recibe los granos de polen durante la
polinizacién y hay dos tipos: secos y humedos; los estigmas secos presentan
una pequefna o ninguna superficie secretoria (Hélsop-Harrison y Shivanna,
1977) y los humedos se caracterizan por secretar un exudado que estimula o

inhibe la germinacion del grano de polen (Kapil y Bhatangar; citados por

Pimienta, 1990).

El estilo es la superficie intermedia entre el estigma y el ovario, y a través

de él ocurre el crecimiento intercelular del tubo polinico al ovario. El estilo es un



lugar fundamental de reaccidén de autoincompatibilidad gametofitica (Netancour;

citado por Knox y Williams, 1986).

Knox (citado por Knox y Williams, 1986) menciona que hay tres tipos de

estilos:

a) Estilo hueco. Donde el crecimiento del tubo polinico es a través de uno o
varios canales que estan cubiertos por una secrecion musilaginosa y material
coloidal liquido, que sirven para alimentar al tubo polinico durante su
crecimiento (Yamada; citado por Pimienta, 1990). Son caracteristicos de
muchas monocotiledéneas (Williams et al.; citados por Knox y Williams, 1986).

Los citricos presentan este tipo de estilo, lo cual es indicado por Khan y De

Mason (1986).

b) Estilos soélidos. Se presentan esencialmente en dicotiledéneas. El tubo
polinico, después de penetrar el estigma crece a través de la matriz intercelular

musilaginosa de un tejido de transmision (Knox y Williams, 1986).

c) Estilos semisdlidos. Tiene caracteristicas intermedias y se presentan

generalmente en cactaceas (Knox y Williams, 1986).

Esau (citada por Knox y Williams, 1986) indicd que el ovario a menudo es
la parte mas grande del carpelo. Dentro de éste se encuentran de una a mas

camaras, llamadas léculos, que rodean a los 6vulos. Foster y Gifford (1974)
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mencionaron que los évulos se encuentran unidos a la placenta del ovario por

un tallo estrecho llamado funiculo.

El 6vulo consiste de una capa interna o nucela, rodeada por uno o mas
integumentos, que dejan una abertura pequefia llamada micrépilo y usualmente
es la entrada del tubo polinico hacia el interior del 6vulo durante el proceso de
fecundacion; la region donde se unen la nucela, los integumentos y el funiculo

es llamada célaza, generalmente opuesta al micropilo (Rudall, 1992).

El évulo estd encerrado en una camara dentro del ovario, contiene el
saco embrionario con sus gametos femeninos y células accesorias para la

fecundacion (Knox y Williams, 1986).

Dentro de los diferentes tipos de desarrollo del saco embrionario, el tipo
Polygonum es el mas ‘comun, el cual se desarrolla a partir de una simple
megaspora, sufriendo una primera division meiética en el plano transversal,
dando origen a las diadas; seguido por una segunda division meidtica en cada
una de las células diadas, resultando en una tétrada lineal; donde tres de las
megasporas degeneran, mientras que la megaspora calazal se agranda y por
medio de tres divisiones mitdticas sucesivas, da origen a un saco embrionario

(haploide) con ocho nucleos (Foster y Gifford, 1974).
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2.2.2. Estructura floral de citricos

En regiones subtropicales con temperaturas frescas durante el invierno,
la mayoria de los citricos florecen una vez al afio, al inicio de la primavera. En el
tropico y areas costeras subtropicales, la floracion puede ocurrir varias veces al

afo o la época de floracién puede ser mas prolongada (Cameron y Soost,

1987).

En citricos los brotes florales de primavera son producidos en madera del
ano anterior, de preferencia del flujo de primavera de un afio de edad, pero
también pueden originarse de brotes jévenes (flujo de verano) o en madera de
mas de un afo de edad. Existen diferencias entre cultivares, las cuales no han
sido claramente definidas. Son reconocidos tres tipos principales de brotes:
completamente vegetativos (solo con hojas); inflorescencias cortas Unicamente

con flores y una baja escala de inflorescencias mixtas, que llevan flores y hojas

desarrolladas (Monselise, 1985).

Las inflorescencias en citricos son parecidas a un racimo O
pseudoumbela, pero contienen elementos de inflorescencia cimosa; con una
diferencia considerable en tamario y tiempo de apertura de las flores. La flor
apical en un racimo es la mas desarrollada, al igual que en una inflorescencia
cimosa; sin embargo, las otras aumentan su tamafio en direccién basipétala

como en los racimos (Monselise, 1985).
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Monselise (1985) mencioné que las flores tipicas del género Citrus
presentan algunas diferencias entre especies; como son tamario y color de los

pétalos. Las flores, en general, son blancas y fragantes.

Las flores tienen entre cuatro y ocho pétalos lineales, generalmente
gruesos y un caliz con cuatro a cinco lébulos. Los pétalos estan imbricados en
el botdn pero se extienden e inclinan fuertemente hacia atras durante la
floracion; normalmente existen cuatro veces mas estambres que pétalos. Los
estambres y los pétalos nacen en el receptaculo, inmediatamente abajo del
disco anular corto, con aberturas grandes que secretan néctar; las anteras (de
color amarillo brillante) rodean al pistilo al nivel o cerca del nivel del estigma;
poseen dos loculos y presentan dehiscencia longitudinal (Monselise, 1985). En
algunos cultivares la dehiscencia puede ocurrir antes de la apertura de la flor
(Cameron y Soost, 1987). En los pétalos los haces vasculares son
generalmente paralelos; uno central usualmente mas largo que los otros. Las

glandulas de aceite estan situados en los pétalos, justo debajo de la epidermis

abaxial (Schneider, 1968)

El estilo es cilindrico con muchos canales estilares, tantos como léculos
haya, y se expande hacia la superficie del estigma, el cual emerge del estilo
como una corona. Algunas células epidérmicas modificadas en el estigma
proporcionan un fluido viscoso y dulce desde dos o tres dias antes de la antesis

(Monselise, 1985) y ayuda a la retencion y germinacion de los granos de polen
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(Soost y Roose, 1996). Los estigmas en algunos cultivares presentan papilas

unicelulares alargadas (Kahn y DeMason, 1986).

Hassaneim vy Ibrahim (citados por Free, 1970) reportaron que el
porcentaje de concentracion de azucar del néctar en las diferentes especies de
Citrus es: C. aurantum, 15%; C. limon, 15-18%; C. paradisi, 16%; C. reticulata,

22% vy C. sinensis, 11-18%.

El gineceo en el género Citrus muestra un disefio radial (Monselise,
1985). El ovario comprende de 6-14 carpelos, unidos entre si a un eje central.
En etapa muy temprana el pistilo es abierto y consiste de una pared celular o
anillo, luego crece hacia arriba y sus margenes se proyectan hacia el interior
para encontrar la protuberancia central, la cual crece también hacia arriba
produciendo el haz o el corazén de la fruta. En el angulo mas interno del Iéculo
de cada carpelo se desarrolla la placenta; region de tejidos engrosados que
sostienen a los évulos (Soost y Roose, 1996) que presentan una placentacion

axial (Schneider, 1968). Cada léculo contiene varios pares de évulos anatropos

(Monselise, 1985).

Las especies de citricos pueden tener dos tipos de flores, estaminadas y
perfectas, aunque la mayoria son perfectas. En el caso de las estaminadas, el
pistilo esta subdesarrollado o ausente en las flores; en el caso de las perfectas
el aborto del pistilo no es frecuente, pero puede ocurrir especialmente entre las

flores de apertura mas tardia (Cameron y Soost, 1987).
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El desarrollo de los granos de polen sigue el curso habitual que se
presenta en las angiospermas; el polen es del tipo pegajoso, adherente,
caracteristico de las plantas entomdfilas. Los granos de polen germinan sobre
la superficie estigmatica y el nlicleo generativo se divide produciendo los dos
microgametos. El crecimiento del tubo polinico ocurre casi en su totalidad a
través de los canales estilares. Bajo condiciones ambientales favorables la
fecundacién puede ocurrir entre dos y ocho dias después de la polinizacion. El
porcentaje de polen funcional varia mucho entre las especies y cultivares;
aunque la mayoria de los cultivares de mandarina y pomelo producen grandes

cantidades de polen funcional (Cameron y Soost, 1987).

2.3. Polinizaciéon

En las angiospermas, la polinizacion es un evento importante,
prerrequisito en la reproduccién sexual (Roubik, 1995) y se define como la
transferencia de granos de polen del centro de produccion, situado en los
microsporangios de las anteras a la superficie receptiva del carpelo (estigma), a

través de agentes polinizantes (Kapil y Bhatnagar; citados por Pimienta, 1987).

La polinizacion es un factor importante en la mayoria de las especies

cultivadas y principalmente, en aquellas cuya porcion comestible es la semilla

(Pimienta, 1987).
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Existen dos sistemas de polinizacién natural: autopolinizacion Yy

polinizaciéon cruzada (Welsh, 1981).

McGregor (1976) definid la autopolinizacion como la transferencia de
polen de las anteras al estigma de la misma flor o entre flores de la misma

planta. La autopolinizacion se da soélo si el polen y el estigma tienen la misma

constitucion genética (Weier et al., 1980).

Weier et al. (1980) mencionaron que la polinizacién cruzada incluye
siempre a dos plantas con constituciones genéticas diferentes. Las dos plantas
progenitoras pueden ser de la misma variedad, o de la misma especie, de

distintas especies o, inclusive de géneros distintos.

2.3.1. Agentes polinizantes

Pimienta (1987) menciond que el proceso de polinizacion se realiza por

dos tipos de agentes: abitticos y bidticos.

2.3.1.1. Agentes abiodticos

Son fuerzas fisicas inanimadas; la polinizaciéon realizada por este tipo de

agentes generalmente es azarosa. Son reconocidos diferentes tipos de

polinizacion abidtica.
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a) Polinizacion por gravedad. Tipo de polinizacién conocida como geofilica; el

polen es liberado y por gravedad el estigma lo recibe, es un tipo de polinizacion

raro y poco confiable (Roubik, 1995).

b) Polinizacion por el agua. Tipo de polinizacion también llamada hidrofilia;

caracteristica de plantas acuaticas (Roubik, 1995).

El agua sirve como medio de transporte del polen (Pimienta, 1987); el
pistilo de las flores desarrolla y abre en la superficie del agua, generalmente las
anteras chocan contra los estigmas receptivos, el polen es transferido y da lugar
a la fecundacion. La polinizacién bajo el agua es mucho menos frecuente y las

gotas de lluvia también contribuyen a la transferencia del polen (McGregor,

1976).

c¢) Polinizacion por el viento.

Este tipo de polinizacion es también llamada anemofilia; es
probablemente el agente polinizante mas importante en angiospermas. La flor

polinizada por este agente es llamada aneméfila (Pimienta, 1987).

McGregor (1976) indicdé que las plantas con flores anemdfilas son
generalmente pequenas y unisexuales. Las flores se presentan en amentos; por
lo general producen grandes cantidades de granos de polen, ligeros, secos,

comunmente redondos vy lisos. Las corolas son pequefias y poco llamativas, los
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pétalos algunas veces estan ausentes, y el estigma es con frecuencia grande o

plumoso (Weier et al., 1980).

2. 3. 1. 2. Agentes bioticos.

Para este tipo de polinizacién se requiere de un organismo vector, ya sea
vertebrado o invertebrado. Las plantas polinizadas por medio de estos agentes
casi siempre tienen caracteristicas comunes como son: periantos de colores
vivos, producen un fluido de sabor dulce, denominado néctar; hay compuestos

volatiles con olores especiales. Caracteristicas Utiles para atraer a los

polinizantes (Weier et al., 1980).

a) Polinizacion por insectos. Este tipo de polinizacion se denomina “entomofilia”
y a las flores asi polinizadas se les llama “entomofilas”. La mayoria de las
especies frutales son polinizadas por insectos y las abejas son consideradas

como los insectos polinizantes mas importantes (McGregor, 1976).

Pimienta (1987) mencion6 que la dispersion del polen por insectos es
afectada por las condiciones climaticas desfavorables prevalecientes durante la

floracion, como son: viento, lluvia y temperatura.

McGregor (1976) indic6 que en general los citricos han sido
considerados como un cultivo que requiere poca o nula necesidad de

polinizacion por insectos; sin embargo, los requerimientos de polinizacién en
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Citrus han cambiado, debido a que las condiciones econdémicas actuales
requieren de una maxima produccién y una mejor polinizacion del cultivo puede

llegar a ser de gran significancia econdmica.

Los cultivares que requieren polinizacion han recibido una mayor
atencion, sobre todo aquellos que son total o parcialmente autoincompatibles
(Free, 1970). Las mandarinas son dependientes y grandemente beneficiadas

por la polinizacién cruzada (Roubik, 1995).

Ton y Krezdorn (1966) afirmaron que un nimero de cultivares de citricos
son conocidos como autoincompatibles; en algunas cruzas, tales cultivares

necesitan de un apropiado suministro de polen y de agentes polinizantes.

Mata y Manjarrez (1976) cuantificaron el namero de semillas en
tangerina cv. Ménica para inferir sobre el proceso de polinizacién-fecundacion,
como una probable causa de poca fructificacion; encontrando un mayor nimero
de semillas cuando las huertas se encuentran intercaladas con mandarina
‘Dancy’ o naranjo ‘Valencia tardia’, comparada con plantaciones sodlidas;

infiriendo que el cv. Monica necesita de polinizadores para fructificar

satisfactoriamente.

Mchedishulli (citado por McGregor, 1976) mostré la importancia de la

polinizacién por insectos, al variar distancias de un apiario con respecto a las
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huertas de citricos, encontrdé que las huertas mas cercanas al apiario amarraron

un mayor numero de frutos.

Las flores de Citrus son visitadas por numerosos insectos, motivados
tanto por el polen como por el néctar (Free, 1970). Investigaciones sobre
insectos que visitan flores de citricos, hechas por Hassanein et al. (citados por
Free, 1970) y Kahn (1998) indican que la abeja comln es el insecto mas
importante y abundante; comprende entre 80 y 90% de los insectos que visitan

las flores de Citrus. Otros insectos son secundarios (McGregor, 1976).

Para lograr una polinizacién eficiente en Citrus las abejas deben ser
distribuidas a una razén de 4-7.5 colonias por hectarea, a un intervalo de  160-
400 m, aproximadamente; para lo cual se debe considerar el vigor de la colonia,
las hectareas de citricos, otras plantas proximas y atractivas para las abejas, el
tamafio de los arboles de citricos y el nimero de racimos por arbol.
Dependiendo del cultivar involucrado, el objetivo de la accién de los insectos
polinizantes es: aumentar el niUmero de frutos amarrados, aumentar el tamafo

del fruto y aumentar el numero de semillas por fruto (McGregor, 1976).

b) Polinizacién por invertebrados. Este tipo de polinizacion es también llamada
malacofilia, y es realizada por invertebrados como caracoles y babosas (Roubik,
1995). Las plantas adaptadas a este tipo de polinizacion crecen en el agua o en

lugares humedos y son generalmente compactas y tupidas (McGregor, 1976).
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c) Polinizacion por vertebrados. En este tipo de polinizacion se encuentra la
realizada por péjaros también llamada ornitofilia, ademas se incluye la realizada

por murciélagos también llamada quiropterofilia (Roubik, 1995).

2.4. Pruebas de Viabilidad del Polen

Son las formas de probar el polen, para determinar si es capaz de
germinar, crecer y fecundar. Existen cuatro métodos generales para probar la
viabilidad del polen: a) germinacion in vitro; b) examen microscépico de polen
tefiido sin germinar; c) evaluacion in vivo del crecimiento del tubo polinico
dentro de los estilos; d) la produccién de semillas, una vez que se ha efectuado
polinizacién normal de un progenitor femenino seleccionado. Los cuatro

métodos se han utilizado para estudiar cultivos fruticolas y nueces (Galleta,

1988).

Stanley y Likens (citados por Galleta, 1988) indicaron que ningin método
es completamente satisfactorio para determinar viabilidad, especialmente
después de que el polen se ha almacenado por las razones siguientes: 1) para
pruebas quimicas se usan tintes que reaccionan con constituyentes O
estructuras especificas, cuya ocurrencia podria no reflejar la capacidad de
germinacién del grano de polen; 2) las muestras de polen que germinan bien in
vitro pueden no producir tubos polinicos lo suficientemente largos para efectuar
fecundacion después de hacer la polinizacidon; 3) las muestras de polen que

germinan pobremente cuando se germinan in vitro, pueden producir semilla
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satisfactoriamente cuando se prueban in vivo; 4) el polen almacenado puede
germinar en cantidades diferentes en el mismo o en distintos medios usados in

vitro, al repetir los muestreos; 5) la germinacién de polen almacenado es

algunas veces mayor que cuando es fresco.

2.4.1. Pruebas de germinacién in vitro

El porcentaje de germinacién in vitro es considerado por muchos
investigadores como la prueba mas confiable del potencial de uso de una

muestra de polen (Griggs et al.; citados por Galleta, 1988).

El método general consiste en poner a germinar una pequefia muestra
de polen a probar en un medio apropiado y observar al microscopio el numero
de granos de polen, el procedimiento aplicado varia ampliamente y muy pocas

técnicas se han estandarizado, de tal modo que puedan ser comparadas

(Klungness et al., 1983).

La calidad del polen es afectada por la etapa de maduracién, las
condiciones ambientales, el tiempo en que se colecta (Kungnes et al., 1983); la
especie de planta, el sistema de almacenamiento, la densidad del polen, el pH y
la composicion del medio de cultivo (Kwack et al., citados por Galleta, 1988).
Las temperaturas oOptimas para la germinacién del polen para especies
fruticolas varian de 20°-30 °C. El polen de especies de angiospermas requiere

generalmente de una fuente de azucar (usualmente sacarosa entre 0.75 y
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40%), normalmente boro y con frecuencia otros nutrimentos para germinar

mejor (Galleta, 1988).

Los métodos de germinacién de polen in vitro varian con la especie de
planta, el grado de precision requerido y el propdsito con el cual se hace la
determinacion. A continuacion se enlistan algunos de los métodos descritos por

Stanley y Linskens (citados por Galleta, 1988).

a) La gota suspendida. Una gota de medio de cultivo conteniendo el polen, se
inserta dentro de una camara circular o area cerrada suspendida sobre agua,

para su cuantificacion se hacen observaciones directas al microscopio.

b) Prueba de sitios. En una serie de sitios, dentro de anillos de jalea de
petréleo, que se encuentran en la base de una caja de petri se coloca el medio
de germinacion, se introduce el polen usualmente en las gotas mediante el

sacudido y golpeteo de un pincel de pelo 0 una pequefia espatula.

c) Prueba de pozos. Se utiliza una depresion individual para cada gota
conteniendo polen para germinar. El procedimiento méas simple es utilizar
portaobjetos con multiples depresiones. Para su observacion se coloca un

cubreobjetos encima de cada depresion.

d) Agar o gelatina. Los medios para la germinacion de muestras de polen, con

frecuencia se utilizan sobre portaobjetos o cajas petri. La humedad se mantiene
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constante mediante uso de agar y ademas se pueden agregar varios

estimulantes de crecimiento al medio.

Burger (1985) al germinar in vitro polen de diferentes especies de Citrus,
en soluciones de sacarosa a diferentes concentraciones, incubado durante 48
horas a 27°C, encontré que mas del 5% del polen de ‘Star Ruby’ germind en
soluciones de sacarosa de 15-25%, y el polen de ‘Valencia’, ‘Marrs’ y ‘Ruby

Red’ germinaron en soluciones de sacarosa de 6-21%.

Klungness et al. (1983) al evaluar la germinacion del polen y el
crecimiento del tubo polinico de almendro en diferentes etapas de floracion, en
un medio basico mineral, al cual se le adicionaron diferentes concentraciones
de sacarosa e incubados durante seis horas a 35°C; encontraron que la
germinacion optima del polen y crecimiento del tubo polinico se obtuvo en un ‘

medio mineral basico con 10% de sacarosa y 2% de agar.

2.4.2. Pruebas de tincion

Son indicadores de viabilidad que no implican germinacion, tienen la
ventaja de ser rapidos y sencillos; existen diferentes colorantes que reaccionan

con constituyentes quimicos o estructuras especificas de la célula en el polen

maduro.
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Stanley y Linskens (citados por Galleta, 1988) mencionaron que el azul
de anilina en lactofenol colorea la calosa y el verde de floxin metilo tifie Ia
celulosa y el citoplasma. Adicionalmente, las enzimas que se encuentran
actuando en los granos de polen viables (tales como las enzimas de oxidacion-
reduccion, dehidrogenasas y peroxidasas) pueden detectarse con colorantes
que cambian su estado incoloro a un coloreado una vez que se ha reducido.
Los colorantes posibles son el 2, 3, 5,-cloruro de trifenil tetrazolio (TTC), rojo de

trifenil tetrazolio, la reaccién disddica y el diacetato de fluorescina.

Norton (1966) al evaluar 12 sales de sodio empleando polen de nueve
cultivares de ciruelo, y al comparar el porcentaje de polen tefiido con el
porcentaje de germinacion in vitro, la compuesta por 3(4, 5- dimetil tiazolil 1-2)

2, 5 difenil tetrazolio (MTT) fue la que mostré mejor resultado.

Werner y Chang (citados por Galleta, 1988) al probar varios colorantes
indicadores de viabilidad en polen almacenado de duraznero. De los colorantes
probados (yoduro de potasio y yodo, propiono carmin, anilina azul, nitro azul de
tetrazolio y MTT), Unicamente el MTT tuvo una alta correlacién positiva y

significativa, al comparar con el porcentaje de polen germinado in vitro.

2.4.3. Pruebas in vivo

Los estudios de viabilidad de polen in vivo son usualmente de dos tipos:

primeramente los de compatibilidad y fructificacion, que involucran Ia
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germinacién del polen sobre los estigmas de la planta y se sigue el avance del
desarrollo del tubo polinico a través del estilo hasta que llegue al ovario; y los
estudios de fertilidad, cuyo objetivo es producir semillas después de haber
hecho polinizacion controlada, siendo los conteos de semilla y el porcentaje de
germinacion los datos que usualmente se registran. Los métodos in vivo son los
que proporcionan las estimaciones mas valiosas de la calidad de un polen

recién extraido o almacenado (Galleta, 1988).

Al observar la germinacion y el crecimiento del tubo polinico en estilos
cortados se dificulta distinguir los tubos del tejido estilar que los rodea. Esto se
logra cortando en secciones o aplastando suavemente el estilo y coloreandolo
con un tinte especifico para el citoplasma o la calosa de los tubos polinicos.

Existen en la actualidad muy variadas técnicas para detectar el desarrollo del

tubo polinico (Galleta, 1988).

Jefferies y Belcher (1974) indicaron que una técnica util para identificar
tubos polinicos in vivo bajo iluminacion ultravioleta, siguiendo el camino usual,
es ablandar en autoclave en 50 gL' de sulfito de sodio, posteriormente son
tefiidos con azul de anilina soluble en agua y finalmente sobre un portaobjetos

son aplastados para examinarse en el microscopio de fluorescencia. Los

tapones de calosa fluorescen bajo estas condiciones.

Ton y Krezdorn (1966) usaron la técnica de amarillo de lacmoide

(Martius) para determinar el sitio de inhibicién en el polen de los tangelos
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autoincompatibles ‘Minneola’ y ‘Orlando’ (C. reticulata x C. paradisi) y la
mandarina ‘Clementina’ (C. reticulata) después de realizar autopolinizaciones y
polinizaciones cruzadas, usando el polen de toronja ‘Duncan’ que es compatible
y de naranjo dulce ‘Parson Brown’; encontrando que tanto en cruzas como en

autopolinizaciones el polen germino totaimente.

Franklin (1959) indicé que el tubo polinico en el tomate y otras plantas
con flor puede ser observado usando la técnica siguiente. Los estilos son fijados
en formalina, &cido acético y etanol al 80%, (1: 1: 8); se enjuagan y se ablandan
en una solucién de NaOH (8 N), la tincién se hace con azul de anilina al 0.1 N
en K,PO, . Los estilos son observados intactos o disectados bajo un
microscopio de fluorescencia a una longitud de onda de 356 um, bajo estas
condiciones la calosa en el contorno del tubo y los tapones irregulares fluorecen

de un color amarillo verdoso brillante, contrastando fuertemente con el color del

tejido estilar.

Wijit et al. (1992) para determinar el tiempo de crecimiento del tubo
polinico y compatibilidad entre grupos de anacardo, mediante polinizaciones
manuales, usaron la técnica de azul de anilina y las observaciones las

realizaron con microscopio de fluorescencia.

Cerovic y Ruzic (1992) al examinar bajo microscopio de fluorescencia el

crecimiento de los tubos polinicos, para calcular el porcentaje de polen
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germinado en el estigma y el nimero de tubos polinicos en la tercera parte
superior del estilo, en autopolinizaciones y cruzas de diferentes cultivares de
cerezo agrio (Prunus cereasus L.); encontraron que la ocurrencia de

incompatibilidad en la parte superior del estilo fue mas pronunciada en

autopolinizacion que en cruzas.

2.5. Fase Programica

Incluye los procesos sexuales en angiospermas que inician con la
llegada del polen a la superficie del estigma y terminan con la fecundacién del

gametofito femenino (Pimienta, 1990; Mascarenhas, 1993).

El exudado del estigma tiene una composicion muy variable; contiene,
lipidos, carbohidratos, fenoles y proteinas, en diversas proporciones (Helsop-
Harrison y Shivanna, 1977; Shivanna, 1982). Los compuestos fendlicos tienen
la funcidn de proteccidon contra microbios e insectos nocivos; estudios recientes
indicaron que los fenoles intervienen en la nutricion del polen y en la regulacion

de su germinacion (Martin et al; citados por Shivanna, 1982).
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2.5.1. Germinacion del polen

El primer cambio que ocurre en el polen al llegar a la superficie del
estigma es la hidratacion; al mismo tiempo se liberan proteinas de la exina y

después de la intina (Shivanna, 1982).

Existe el reconocimiento del polen, activandose el metabolismo del
crecimiento del gametofito masculino y la activacion de las papilas del estigma.
En los tubos polinicos se activan dictiosomas que llevan vesiculas, que se

distinguen en el &pice del tubo y contribuyen en la formacion de sus paredes

(Pimienta, 1990).

El tubo polinico emerge y entra en contacto con la cuticula de las papilas.

La cuticula se degenera en el punto de contacto y el tubo de polen penetra

(Shivanna, 1982).

La germinacioén inicia con la activaciéon del metabolismo, indicada por
incrementos respiratorios, cambio de patrones de sintesis de ARN y proteinas y
un incremento en la actividad de diferentes enzimas hidroliticas (Shivanna,
1982; Pimienta, 1990). La sintesis de proteinas es la primera en iniciar durante
la germinacion del polen (Mascarenhas, 1993). En estudios realizados por
Shivanna et al. (citados por Mascarenhas, 1993) indican que los granos de
polen maduros contienen casi todas las proteinas necesarias para su

germinaciéon y para el crecimiento inicial del tubo polinico, crecimientos
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posteriores a la division de la célula generativa (en dos células espermaticas)

son dependientes de nuevas sintesis de ARNm variando con las distintas

especies.

Micke y Kester (citados por Mascarenhas, 1993) mencionaron que la
temperatura es un factor importante para la germinacion de los granos de polen,
existiendo una temperatura Optima para que ocurra la germinacion. La

velocidad de germinacion del polen es muy variable entre especies (Knox;

citado por Owens, 1992).

Kahn (1998) mencioné que en Citrus la habilidad del polen para

germinar es afectada por condiciones ambientales, como temperatura y

humedad.

Fernandez-Escobar et al. (1983) al probar el efecto de diferentes
temperaturas en la germinacién de polen y crecimiento del tubo polinico in vitro
de seis cultivares de olivo, encontraron que la temperatura éptima para la
germinacion del polen de todos los cultivares probados fue entre 20 y 25 °C a
temperaturas mas altas la germinacion del polen disminuyd, hasta alcanzar una

completa inhibicidén de la actividad del polen a 35°C.
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2.5.2. Desarrollo del tubo polinico

Los tubos polinicos al parecer contienen diversas zonas citologicas
(Cresti et al.; citados por Mascarenhas, 1993), En Prunus, han sido identificadas
cinco zonas: a) zona de crecimiento apical; b) zona de reticulo endoplasmico
liso; c) zona de reticulo endoplasmico rugoso; d) zona de vacuolas y e) zona de
deterioracién (Uwate y Lin; citados por Mascarenhas, 1.993). El citoplasma del
tubo polinico en la regién anterior a la zona de crecimiento contiene abundantes
dictiosomas y mitocondrias, reticulo endoplasmico y vesiculas; la region apical
de crecimiento contiene un gran nimero de vesiculas y ausencia de organelos;
las vesiculas existentes en esta regién son de dos tipos, unas de 300 nm y
otras de 50 nm de didmetro, las vesiculas grandes son derivadas de los
cuerpos de Golgi y contienen materiales precursores de la pared; las vesiculas
al fusionarse con la membrana celular de la punta contribuyen al crecimiento de

la pared del tubo polinico (Cresti y Tiezzi; citados por Mascarenhas, 1993)

En la compleja estructura de la pared del tubo polinico se encuentran
componentes como celulosa, sustancias pécticas, hemicelulosa, y calosa
(Hearth et al.; citados por Mascarenhas, 1993). Algunas proteinas también han
sido identificadas en la pared del tubo, y existe una evidencia de que la calosa

forma un complejo con proteinas (Reynolds y Dashek; citados por

Mascarenhas, 1993).
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El crecimiento del tubo polinico en el tejido estilar ocurre a través del
canal estilar musilaginoso o a través del tejido de transmision (tejidos que
establecen continuidad entre el estigma y la region placental del ovario); es
probable que el estilo no sea Gnicamente un conducto fisico para el crecimiento
del tubo polinico compatible, sino que también participe en la nutricién y en el
control del crecimiento mediante la promocién de componentes moleculares

que influyen en el crecimiento de la punta del tubo (Knox y Williams, 1986).

Fernandez-Escobar et al. (1983) al realizar pruebas de germinacion y
crecimiento del tubo polinico in vitro en diferentes cultivares de olivo;
adicionaron al medio de cultivo extractos de pistilo a distintas concentraciones
de si mismo y de diferentes cultivares. Sus resultados sugieren que el
crecimiento de los tubos polinicos estd influenciado por las diferentes

concentraciones de promotores presentes en el estilo.

Mulcahy y Mulcahy (citados por Knox y Williams, 1986) indicaron que en
el tipo de polen bicelular el crecimiento puede ocurrir en dos fases: un periodo
lento, en el cual las reservas del polen son utilizadas (autotréfico), seguido por
un periodo mas rapido en el cual es probable que el tubo se nutra del estilo

(heterotrofico). Mientras que el polen tricelular al parecer presenta solo un

periodo de crecimiento rapido.

Kahn y DeMason (1986) mencionaron que es importante considerar

factores como temperatura y nimero de granos de polen depositados sobre el
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estigma que se sabe afectan la tasa de crecimiento del tubo polinico, y esto

puede influenciar la longitud del tiempo de polinizacién a fecundacion.

El tiempo que toman los tubos en alcanzar el ovario varia fuertemente
entre especies; esta variacién presumiblemente indica diferencias en la longitud

del estilo (Helsop-Harrison; citado por Owens, 1992).

Kahn y DeMason (1986) al realizar cruzas compatibles con polen de
tangelo ‘Orlando’ (C. paradisi Macf.) sobre gineceos de tangerina ‘Dancy’ (C.
reticulata Blanco.) observaron que el tiempo que tardaron algunos tubos

polinicos en penetrar los o6vulos fue entre 9 y 12 dias después de la

polinizacién.

En la Republica de Georgia estudios realizados en la observaciéon del
desarrollo del tubo polinico de C. ichangensis sobre estilos de mandarina
‘Satsuma’, observaron que el tubo polinico alcanzé al ovario en 20 dias y llego a
las cercanias del saco embrionario a los 30 dias posteriores a la polinizacion

(Bukiya y Goliadze, 1991).

Eti et al. (1992) indicaron que el desarrollo del tubo polinico en cruzas
con mandarina ‘Clementina’ (C. reticulata Blanco) es normal y el tiempo que
toma en alcanzar al évulo después de la polinizacién via micrépilo es de 5 a 12

dias. Después de este tiempo se desarrolla una capa de absicién en la base del

estilo.
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En Florida Ton y Krezdorn (1966) al estudiar el tiempo de desarrollo del
tubo polinico en tres cultivares de Citrus (‘Clementine’, ‘Minneola’ y ‘Orlando’)

en cruzas compatibles, el tubo crecié rapidamente y penetré los évulos entre 6y

8 dias después de la polinizacion.

Una vez que los tubos polinicos pasan a través del tejido estilar llegan a
la cavidad locular, que es el espacio hueco donde se encuentran los évulos
(Jensen, 1973). En el ovario los tubos polinicos generaimente crecen
directamente hacia los 6vulos, aunque en ciertos casos pueden vagar sobre la

superficie de la placenta ( Knox y Williams, 1986).

Knox y Williams (1986) sugiereron que hay respuestas quimiotrépicas
involucradas en la atraccion del tubo polinico hacia el micrépilo. Es probable
que los mecanismos de atraccion sean de naturaleza quimica, debido a que la
mayoria de los cambios que se han reportado obedecen a modificaciones en la
constitucidon quimica de la nucela; ademas estos ocurren en 6vulos viables Yy

con polinizaciones compatibles, donde existe una mayor posibilidad de

fecundacion (Pimienta, 1990)

Mascarenhas (1993) menciond que aun es poco conocido el mecanismo
que dirige el crecimiento del tubo polinico en el pistilo; investigaciones recientes
han fundamentado la sugerencia de que la orientacion del tubo polinico es por
medio de actividad quimiotrépica, compuestos como iones de calcio,

aminoacidos y mezclas de aminas han sido identificados por tener actividad
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quimiotrépica en estudios hechos por Mascarenhas et al. (citados por

Mascarenhas, 1993).

Una vez que el tubo polinico llega al ovario, puede penetrar al 6vulo por
varias rutas; el tipo mas comdn de como penetra al évulo es a través del
micropilo y empuja a través de la nucela hasta alcanzar al aparato huevo o saco
embrionario; este tipo de penetracion del dvulo es conocida como ‘porogamica’.
En algunas especies el tubo penetra por la calaza del 6vulo, y continta su
crecimiento a lo largo de la superficie del saco embrionario antes de alcanzar el
aparato huevo; este tipo de penetracion se designa como ‘calazogamia’. Una
tercer forma de penetracion, designada como ‘mesogamia’, consiste en que el
apice del tubo polinico penetra lateralmente por los integumentos del évulo

hasta alcanzar el aparato huevo (Foster y Gifford, 1974).

2.6. Doble Fecundacion

La fecundacién que tiene lugar en las angiospermas implica que una
célula espermatica se fusione con la célula huevo, contenida en el 6vulo, para
dar origen a un embrién (que origina la nueva planta). La otra célula
espermatica se fusiona con la célula central para formar el endospermo; a estas

fusiones celulares se les conoce como doble fecundacién (Dumas et al., 1985;

Dumas y Mogensen, 1993).
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Jensen (1973) al hacer una descripcién general de la entrada del tubo
polinico en el megasporofito, basada en microscopia de luz, indica que el tubo
entra al saco embrionario destruyendo una de las sinérgidas y descargando los
dos espermas (usualmente referidos como nucleos masculinos); o bien, puede
penetrar al saco embrionario entre las dos sinérgidas y la célula huevo o entre

la célula huevo, una sinérgida y la pared del saco embrionario.

Previo al arribo del tubo polinico, el gametofito femenino (saco
embrionario) presenta cambios en su organizacion (Russell, 1993). Una de las
dos sinérgidas del saco embrionario presenta cambios morfoldgicos y quimicos,
originando su degeneracién; no se sabe si la degeneracién total de la sinérgida

ocurre antes o en el momento en que el tubo penetra (Jensen, 1973).

2.6.1. Fusion celular

Russell (1993) menciond que una vez que las células espermaticas son
liberadas dentro del saco embrionario, las membranas plasmaticas son las
Unicas barreras entre las células espermaticas y las células gaméticas
femeninas (célula huevo y célula central). Se conoce que los iones de calcio,

ayudan en el proceso de la fusion celular (White; citado por Russell, 1993).

Posterior a la fusién celular los nlcleos espermaticos migran,
colocandose con su respectivo nucleo femenino, comenzando la fusién nuclear;

un nucleo espermatico se fusiona con la ovocélula para formar el cigoto (2n) y
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el otro se fusiona con dos nucleos polares para formar el nlcleo primario del

endospermo (Russell, 1993).

Jensen (1973) indicé que la membrana interna de los nucleos
interactuantes forma una gran cantidad de pequefios puentes entre los dos
nucleos, aumentando progresivamente hasta fusionarse. No se sabe si la fusion
de los dos nucleos polares y un nlcleo espermatico inicia antes o después de la

fusidn del nucleo de la ovocélula con el otro nlcleo esperma.

Se puede concluir que en la doble fecundacién hay tres eventos
importantes: (1) descarga de las células esperma dentro del saco embrionario;
(2) fusiones celulares de la ovocélula y un esperma y de la célula central y el

otro esperma, y (3) las fusiones nucleares inician la formacion del embrion y el

endospermo (Knox y Singh, 1987).

2.7. Mecanismos que conducen a la fecundacion cruzada

2.7.1. Incompatibilidad sexual

El grano de polen después de su adherencia a la superficie del estigma,
sufre una especie de examen de paso. Si es aceptado se hidrata y elabora un
tubo polinico que penetra en el estilo hasta alcanzar el évulo. Si es rechazado el

tubo polinico, en caso de que se haya formado, no consigue alcanzar el évulo.

37



En el primer caso, el polen se denomina compatible; en el segundo se

denomina incompatible (Dumas et al., 1985).

El mecanismo de incompatibilidad se presenta ampliamente en el reino
vegetal, familias como: Fabaceae, Rosaceae, Sterculiaceae, Brassicaceae,
Asteraceae y Poaceae, presentan esta caracteristica (Enriquez, 1985). East
(citado por Enriquez, 1985) estimé que este fendmeno se presenta en mas de
3,000 especies, incluyendo 20 familias de angiospermas. Sutherland (citado por
Sedgley, 1994) mencioné que tres cuartas partes de las especies de
angiospermas que presentan autoincompatibilidad son plantas lefiosas, y que la
fuerza del mecanismo varia entre géneros y especies. Las especies frutales de
hoja perenne en su mayoria son autoincompatibles (Chandler, 1962). Hay
reportes que indican que varios cultivares de Citrus son autoincompatibles

(Soost, 1965); sobre todo en pomelos, mandarinas e hibridos con mandarinas

(Kahn, 1998).

La importancia de la autoincompatibilidad radica en que su
funcionamiento impide la autogamia y facilita la alogamia (Enriquez, 1985).
Asegurandose asi la estabilidad de las especies y el mantenimiento de la
heterocigosis, verdadera reserva de los potenciales adaptativos, o en otras

palabras de posibilidades de evolucién (Dumas et al., 1985; Nasrallah Yy

Nasrallah, 1993).
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Existen varias definiciones de incompatibilidad, aunque todas mantienen

similitud.

Nettancourt (citado por Elleman y Dickinson, 1994) describio la
autoincompatibilidad como la inhabilidad de las plantas hermafroditas, fértiles,

para producir cigotos después de autopolinizacion.

Helsop-Harrison (1975) se refiere a la autoincompatibilidad como la
incapacidad parcial o total de un polen férti de plantas hermafroditas o

mondicas para amarrar semilla viable en autopolinizacion.

El rechazo puede ocurrir en cualquier nivel, desde la llegada del polen a
la superficie del estigma hasta la fecundacion (Helsop-Harrison, 1975). Cuando
el polen es de especies genéticamente distintas, a la plahta polinizada, la etapa
de rechazo en general es muy precoz; el grano de polen no llega a hidratarse.
Cuando el polen pertenece a especies no muy lejanas o a algunas variedades
de la misma especie, o incluso en caso de autoincompatibilidad, el rechazo
ocurre mas tarde, posterior a la hidratacién del grano de polen, este puede
germinar y el tubo polinico crecer. La reaccion de rechazo detendra el
crecimiento en cualquier nivel de penetracion en direccidon al 6vulo (Dumas et
al., 1985). Ademas de la inhibicién de los tubos polinicos incompatibles en el
estilo, han sido registradas una serie de expresiones morfolégicas de
incompatibilidad durante el desarrollo del tubo polinico; como abultamiento del

apice de los tubos, acompafiado por intensas deposiciones de calosa (1,3-B

39



glucan), también ramificaciones de los tubos y formacion de tapones de calosa
largos (Afify; citado por Pimienta, 1987). Otro sitio de detencién del crecimiento
del tubo polinico en cruzas incompatibles interespecificas es el ovario y ovulos;
esto es confirmado por Williams y Knox (citados por Tammy et al., 1994) al
estudiar el desarrollo del tubo polinico en Lycopersicon. En ciertas cruzas
incompatibles entre especies de Rhododendron, los tubos polinicos pueden
fallar al entrar al micrépilo del évulo, o al liberar los espermas, normalmente
después de entrar al saco embrionario (Williams et al.; citado por Knox Yy
Williams, 1986). Estas anormalidades estan asociadas con deposiciones de
calosa. Knox y Williams (1986) indicaron que existe la posibilidad de que la
ultima barrera precigética de autoincompatibilidad sea la membrana plasmica
de la célula huevo. Tammy et al. (1994) mencionaron que en L. styraciflua la
incompatibilidad ocurre en la etapa inicial de desarrollo del embrion

(postcigoética) y puede accionar en una amplia variedad de etapas.

Lewis (1994) menciond que en base a las caracteristicas morfologicas
generalmente se distinguen dos sistemas de incompatibilidad: heteromérfica,
caracterizado por diferencias en la morfologia de las flores de diferentes
plantas, tamafio del polen y células del estigma. Este sistema cominmente esta
gobernado por un sélo gene en un locus simple (Enriquez, 1985). En el sistema
homomorfico no hay diferencias entre las partes florales. Este sistema a su vez,

dependiendo del mecanismo de reaccion, puede ser: gametofitico Yy

esporofitico.

40



. El sistema de incompatibilidad esporofitico es caracteristico de especies
de las familias Brassicaceae y Asteraceae, y el comportamiento del esporofito
es determinado por el genotipo de origen diploide. Este sistema de
incompatibilidad es controlado por un locus simple (S) con alelos multiples
(Helsop-Harrison, 1975), en los cuales se ha identificado que existen relaciones
de dominancia en el polen (Mehlenbacher y Thompson; citados por Sedgley,
1994). La reaccién de incompatibilidad generalmente ocurre en el estigma,
inhibiendo la germinacién del grano de polen o impidiendo la penetracion del
tubo polinico en el tejido del estigma, cuando germina el grano de polen (Clarke
et al., 1985); otras caracteristicas asociadas con este mecanismo de
incompatibilidad es la produccion de polen trinucleado, con capacidad de
almacenamiento corto y una pobre germinacion in vitro (Brewbaker; citado por
Sedgley, 1994), y estigmas secos (Helsop-Harrison y Shivanna, 1977). Este

sistema se caracteriza como esporofitico, monofactorial y homomérfico (Helsop-

Harrison, 1975).

El sistema clasico de incompatibilidad gametofitica es el mas frecuente
en las especies horticolas (Sedgley, 1994). El comportamiento del esporofito
esta determinado por un locus simple (S) con muchos alelos (Helsop-Harrison,
1975). Este sistema se caracteriza por la accién independiente, tanto en el
estio como en el polen, de los alelos pertenecientes al locus de
incompatibilidad (S), presente en cualquier individuo diploide. La reaccion de
incompatibilidad ocurre invariablemente en el estilo, donde el crecimiento del

tubo polinico cesa y tiene la caracteristica de que el apice del tubo se hincha y
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es acompafado por deposiciones de calosa (Newbigin et al., 1993). El
mecanismo gametofitico esta asociado con la produccién de polen binucleado,
con una buena capacidad de almacenamiento, buena germinacion in vitro
(Brewbaker; citado por Sedgley, 1994) y estigmas humedos (Helsop-Harrison y
Shivanna, 1977). En Citrus, Soost (1965) reporté que el locus (S) determina la
reaccion de incompatibilidad y que el grano de polen es generalmente
binucleado. Una o mas de esas evidencias son usadas para comprobar el
mecanismo de autoincompatibilidad gametofitica (Sedgley, 1994). En Citrus,
Kahn y DeMason (citadas por Sedgley, 1994) indicaron que la divisién de la
célula generativa ocurre durante los tres dias posteriores a la polinizaciéon en

tubos compatibles, y ocasionalmente en tubos incompatibles.

Sedgley (1994) menciond que el lugar de inhibicién del crecimiento del
tubo polinico difiere en algunas especies. Algunos cultivares de manzano Yy
peral mostraron inhibicion en el estigma o en el ovario (Modlikowska; citado por
Sedgley, 1994); la inhibicién en el estigma también ha sido reportada en

almendro (Pimienta et al., 1983) y en Citrus (Kahn y DeMason, 1986).

Krezdorn (1981) mencioné que la incompatibilidad sexual en Citrus es del

tipo gametofitica con una inhibicién del crecimiento del tubo polinico en el estilo.

Kahn y DeMason (1986) al estudiar el desarrollo de los tubos polinicos
en tangelo ‘Orlando’ (C. paradisi x C. reticulata) sobre estigmas compatibles de

tangerina ‘Dancy’ y sobre estigmas autoincompatibles de ‘Orlando’; encontraron
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que en cruzas incompatibles el estigma fue la primera regién de inhibicion del
crecimiento del tubo polinico, y sugirieron en base a sus resultados, que los
factores bioquimicos o estructurales que conducen a la reaccion de
incompatibilidad se localizan en el estigma. En cruzas compatibles algunos
tubos polinicos penetraron entre 9 y 12 dias posteriores a la polinizacion; sin
embargo, un namero significante de tubos no creciéo mas alla del estigma a los 9
dias después de la polinizacién. En lo que respecta a las caracteristicas del
tubo polinico en cruzas compatibles y autoincompatibles se observaron
anormalidades en tubos polinicos en ambos gineceos de ‘Orlando’ y ‘Dancy’,
siendo menos comun en situaciones compatibles. Algunas anormalidades de
tubos polinicos en gineceos autopolinizados después de la germinacion
incluyen: una fuerte deposicion de calosa en el apice del tubo, disminucién del
apice del tubo, estallamiento del apice del tubo, una deposicion irregular en la

pared del tubo polinico y tubos espiralados (Kahn y DeMason, 1986). .

Ton y Krezdorn (1966) al estudiar el crecimiento del tubo polinico en tres
cultivares incompatibles de Citrus, observaron que todos los granos de polen
germinaron en la superficie estigmatica; sin embargo, tanto en cruzas
incompatibles como en autopolinizaciones el crecimiento fue inhibido en la parte
superior del estilo; ellos sugirieron dos posibles explicaciones del fracaso de la
entrada del tubo polinico al ovario, las cuales son: el desarrollo de una capa de

absicién en la base del estilo, anterior a la penetracion del tubo y a una fuerte

inhibicion en el ovario.
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Stott (1972) al estudiar las caracteristicas de los tubos polinicos
compatibles y no compatibles en 40 cultivares de manzano; determiné que los
tubos polinicos compatibles crecieron mas rapidamente hacia abajo del estilo,
fueron visibles tapones muy pequefios de calosa y tuvieron ausencia de tapon
terminal. Los tubos polinicos incompatibles fueron lentos en su crecimiento; con
frecuencia su crecimiento fue completamente inhibido y hubo fuertes

deposiciones de calosa a lo largo del tejido de trasmision y al final del tubo

polinico.

2.7.2. Esterilidad

La esterilidad se aplica a cualquier falla parcial o total de un individuo
para producir gametos funcionales o cigotos viables (Pimienta, 1987). Este
mecanismo conduce a la fecundacién cruzada, en algunos casos representa
pérdidas econémicas pero en otros no tiene mayor repercusion. La esterilidad

puede ser completa o parcial, ya sea masculina, femenina o ambas (Avitia;

comunicacién personal).

Este mecanismo sugiere que el amarre de fruto y la produccion en
naranjo “navel” es limitada, debido a que las plantas con frutos partenocarpicos
son mas sensibles a estrés ambiental que otros cultivares no partenocarpicos

de naranjo dulce ( Coit y Hodyson; citados por Sedgley, 1994).

2 Edilberto Avitia Garcia, Profesor Investigador de tiempo completo del Departamento de
Fitotecnia.  Universidad Auténoma Chapingo. 56230, Chapingo, Estado de México
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El grupo de naranjos ‘Washingtén’ navel tiene esterilidad masculina y
sélo se producen algunos évulos viables; por lo tanto, la germinacion del polen
y el crecimiento de los tubos polinicos son escasos. Las polinizaciones
cruzadas con polen viable sélo han incrementado ligeramente el amarre de fruto

y el nimero de semillas, no siendo una solucién practica (Krezdorn, 1981).

2.7.3. Dicogamia

La dicogamia consiste en la disparidad cronolégica existente entre la
liberacion del polen de las anteras y la receptividad del estigma. Cuando hay
protandria la liberacion del polen ocurre antes de que el estigma sea receptivo,
y protoginia consiste en que la dehisencia de las anteras ocurre después de la
receptividad del estigma (Percival, 1969). Por lo que este comportamiento
conduce a la fecundacion cruzada en diferentes especies fruticolas como

aguacatero y nogales, entre otros (Pimienta, 1987).

El aguacatero muestra una dicogamia protoginica. Stout en 1932 (citado
por Pimienta, 1987) clasifico a los aguacateros en dos grupos (A y B). Los del
grupo ‘A’ se caracterizan porque las flores abren por primera vez en la mafiana
como femeninas; cerrando al medio dia y abren de nuevo al dia siguiente como
masculinas. En los cultivares del grupo ‘B’ las flores abren por primera vez
después de medio dia como femeninas, cierran al terminar el dia y al dia

siguiente abren por la mafana como masculinas.
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2.7.4. Dioecismo

El dioecismo consiste en la ubicacién de 6rganos sexuales en distintas
flores y en diferentes plantas. Dentro de las especies diocicas se encuentran el

pistacho y el papayo, entre otros (Pimienta, 1987).

2. 8. Amarre de Fruto

En términos generales el cuajado o amarre de fruto se define como el
proceso que marca la transicion del ovario de la flor a un fruto que se
desarrollara hasta su maduraciéon. Una falla en este proceso provoca la

detencién del crecimiento y normalmente la abscisién del ovario (Guardiola,

1997).

La proporcion de flores que inician y maduran fruto varian entre especies.
En algunas especies como en Ceiba pentandra se producen 1,000 flores por
cada fruto maduro (Stephenson, 1981); en Citrus sinensis el porcentaje oscila
entre 0.2 y 3%, a excepcién de cultivares que forman un nimero muy bajo de
flores o en los cultivares alternantes, donde el porcentaje es notablemente
mayor, hasta del 90% (Guardiola, 1997). En una especie la relaciéon de flores a
frutos puede variar entre poblaciones, entre individuos de una poblacion y de un

afo a otro dentro de los mismos individuos (Stephenson, 1981).
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Ante tal situacion la cuantia de la produccion en la mayoria de las
especies esta determinada por el nimero de frutos cuajados y no por el numero

de flores formadas (Stephenson, 1981; Agusti y Almela, 1991; Guardiola, 1997).

El amarre de fruto depende del nimero de flores polinizadas, del numero
de 6vulos fecundados, de la relacion de semillas por fruto, de las condiciones
hidricas y de la capacidad de la planta para proporcionar los recursos

necesarios para su desarrollo (Stephenson, 1981).

El amarre del fruto precisa de un estimulo inicial que provoque el
crecimiento del ovario y su capacidad de acumular metabolitos. Dicho estimulo
puede tener su origen en la formacién de semillas o ser independiente de éstas
(Guardiola, 1997). En el primer caso, seguido de la fusion de los nucleos que
dan origen al endospermo, el desarrollo de la semilla produce un estimulo a
través de las hormonas, que son el punto de partida para el control del
crecimiento y diferenciacion de los frutos jovenes. Las hormonas producidas por
la semilla también tienen una importante intervenciéon en la movilizacion de
recursos para el desarrollo de los frutos (Biali; citado por Stephenson, 1981). En
el segundo caso, donde no se da la formacién de semilla, se postula que son
las paredes del ovario las que asumen el papel de estimulador del crecimiento,

como sintetizadores o receptores de los factores reguladores de éste (Agusti y

Almela, 1991).
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Como se sefialo anteriormente, el amarre de fruto y no la floracién es el
factor que determina la cosecha. Sin embargo, en condiciones extremas,
cuando el numero de flores es muy bajo o muy elevado, la floracion tiene una

influencia en el cuajado final y, por lo tanto, en la cosecha (Guardiola, 1997).

En Citrus sinensis, la comparacion entre arboles con distintos niveles de
floracién ha demostrado que para floraciones escasas la mayor parte de los
érganos reproductores se desprenden en forma de frutos en desarrollo (caida
de junio), pero a medida que aumenta la floracién la caida de drganos se
anticipa y es mas intensa, llegando a ser la caida de botones la mas importante
porcentualmente (Agusti et al., 1982); ante tal situacion, el porcentaje de flores

que amarran fruto disminuye con el aumento de la floracion (Agusti et al., 1982;

Garcia-Luis et al., 1988).

La floracién en citricos se distribuye en diferentes tipos de brotes, con
hojas (brotes mixtos) o sin ellas (brotes reproductores), siendo éste un factor
importante para el amarre (Agusti y Almela, 1991); en todos los cultivares
estudiados el amarre es mayor para flores ubicadas en inflorescencias con
hojas; la mayor calidad de las flores ubicadas en este tipo de inflorescencias se
refleja en el amarre y el fruto que proviene de estas flores es de mayor tamano,

comparado con el formado en inflorescencias sin hojas (Moss et al., 1972).

48



La brotacion, asi como el amarre y desarrollo del fruto consumen
metabolitos organicos y elementos minerales, y es bien conocido que una

limitacion en el suministro afecta el amarre de modo adverso (Guardiola, 1997).

Los recursos necesarios para el desarrollo del fruto y la semilla vienen de
varias fuentes. Los nutrimentos y el agua son transportados al fruto via xilema;
mientras que los carbohidratos y nutrimentos reciclados desde oérganos.
vegetativos entran al fruto via floema (Bollard; citado por Stephenson, 1981).
Las hojas proporcionan carbohidratos y nutrimentos a los frutos, y si bien éstos
tienen la capacidad de atraer recursos de las hojas que se encuentran a una
distancia de un metro o méas (Haller y Magnnes, citados por Stephenson, 1981)
existe una fuerte tendencia a que los tomen de las hojas mas cercanas
(Hansen, 1969). La importancia de las hojas en este proceso se basa en su
capacidad para sintetizar y exportar metabolitos al fruto en desarrollo; cuando la
hojas son maduras se convierten en érganos de exportacion, representando
una clara ventaja de los frutos situados en inflorescencias con hojas, contra los
situados en inflorescencias sin hojas (Moss et al. 1972), lo cual explica la

persistencia en el arbol de los frutos situados en mejor posicion (Zucconi et al.,

1978).

En los citricos el papel de las hojas no sélo se centra en su capacidad
para proveer de carbohidratos a los frutos en desarrollo, sino que en las
inflorescencias con hojas se ha detectado un mayor contenido de giberelinas

endogenas, que en las que no poseen hojas (Goldschmidt y Monselise, citados
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por Agusti y Almela, 1991) y es mayor el contenido de citocininas en los frutos
procedentes de brotes mixtos (Saidha et al., 1983). Esta influencia de las hojas
sobre el amarre de frutos nos lleva a considerar a éstos como consumidores de
carbohidratos vy fitorreguladores, lo que nos hace relacionar aspectos nutritivos

y hormonales en el proceso de amarre y pone de manifiesto la importancia de

las hormonas (Agusti y Almela, 1991).

Existen numerosos estudios que demuestran la relacion entre fertilizacion
(por lo tanto la nutricién) y cosecha (Guardiola, 1997). La aplicacion de
macronutrimentos (N P K) inmediatamente después del periodo de floracion
disminuyen significativamente la caida de frutos en distintas especies. Se sabe
que el boro desempefia un papel esencial para la germinacién del polen y el
crecimiento del tubo polinico durante la fecundacion, y partiendo de ello se han
hecho aplicaciones a éarboles deficientes en éste elemento, obteniendo
incrementos importantes en el amarre de frutos de diversas especies

caducifolias (Thompson y Batjer, 1950).

En citricos la nutricibn mineral es critica y puede ser una limitante
durante la floracién; unas reservas suficientes en el arbol y una fertilizacion
adecuadamente programada son factores que inciden de modo acentuado en el
cuajado, situacion muy marcada en el caso de cultivares partenocarpicos, en

donde el cuajado del fruto es muy sensible a las deficiencias nutricionales

(Guardiola, 1997).
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No es sorpresa el papel que juegan las semillas de los frutos en la
produccion de hormonas, particularmente auxinas, giberelinas y citocininas.
Existen algunos estudios que indican el papel que juegan las hormonas en el
desarrollo del fruto y el control que ejercen sobre la abscisiéon del mismo
(Stephenson, 1981). En muchos frutos existen correlaciones entre el numero de
semillas y el tamafio final del fruto y de igual manera, entre la distribucién de las
semillas y la forma del fruto (Crane; citado por Agusti y Almela,1991). Aunque
en citricos no se puede concluir que el crecimiento del ovario este controlado
exclusivamente por las semillas (Agusti y Aimela, 1991), en algunos resultados
con naranjo ‘Valencia' si se encontré correlacién positiva entre el nimero de

semillas y el tamafio y la forma del fruto (Cameron et al., 1960).

En base a lo anterior, se ha planteado el uso de reguladores del
crecimiento para mejorar el amarre y desarrollo de los frutos. En citricos su
aplicacién constituye una practica comin en muchos cultivares y su respuesta
depende tanto del tipo de sustancia como del cultivar, siendo en general las
mandarinas las que mejor responden y el acido giberélico la sustancia mas
ampliamente difundida (Agusti y Almela, 1991).

Se ha encontrado una promocion significativa del amarre de fruto en
cultivares con semilla y en partenocarpicos; especialmente con mandarinas
cuando son tratadas con 20-25 mgL™" de acido giberélico (AG;) al tiempo de

plena floracion (Brosh y Monselise, 1977).

51

ALU. A CH

BIBLIOTECA CENTR



La proporcion de brotes jovenes y semillas que maduran son
dependientes de factores externos; como son condiciones ambientales, dafio a
las semillas por factores bibticos y abiéticos y la habilidad de la planta para
proporcionar los recursos necesarios para su crecimiento y desarrollo. Muchas
plantas presentan selectividad en la abscision de frutos e inician mas frutos de
los que pueden ser desarrollados hasta maduracion con su disponibilidad de
recursos. Algunas evidencias demuestran que el aborto de flores se debe a una

respuesta de limitacién de recursos (Stephenson, 1981) y a su capacidad

genética (Guardiola et al., 1984).

En citricos el anillado ha mejorado el amarre de frutos (Lewis y McCarty,
1973; Cohen, 1981), incrementando su tamarfio (Hochberg et al., 1977; Cohen,

1984a, b) y mejorado la floracion (Erner, 1988; Furr y Armstrong, 1956).
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion

El presente trabajo se llevd a cabo en una huerta comercial de citricos,
ubicada en el Ejido Agua Nacida, del municipio de Alamo, Veracruz; localizada

hacia el norte de la entidad.

3.2. Clima

De acuerdo con la clasificacién climatica de Kdppen, modificada por
Garcia (1973), la zona presenta un clima AW"(e), cuyo significado es el

siguiente:

A: Clima célido, donde la temperatura media anual esta entre

22°y 26 °C y la del mes mas frio es mayor de 18 °C.
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W": Subhtmedo con lluvias en verano, con una temporada corta menos
humeda en el mismo, con época seca en invierno y un cociente de

prcipitacion sobre temperatura entre 43.2 y 55.3.

(e): Oscilacién anual de las temperaturas medias mensuales entre 7°

y 14°C.

La temperatura media anual es de 24°C, con una precipitacion total anual

de 1,124 mm, de los cuales la mayor parte se distribuye de junio a octubre.

Durante el desarrollo del trabajo la temperatura prevaleciente fue
aproximadamente de 30°C (por la mafiana) aumentando gradualmente hasta

40°C de las 12:00 a la 15:00 horas; se tuvo una humedad relativa de

aproximadamente 75%.

3.3. Material Vegetal Utilizado

Tangerina ‘Ménica’. Los arboles del cv. Ménica son muy vigorosos y tienen un
habito de crecimiento vertical, follaje denso de color verde intenso; los frutos se
producen en los brotes terminales, en producciones altas puede ocasionar la
ruptura de ramas. Presenta dos floraciones, la primera a inicios de primavera y
la segunda dos meses después; en plantaciones solidas presenta un bajo

amarre de fruto. Los frutos son algo aplanados de los polos, con un diametro
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aproximado de 8 - 12 cm, con un color del flavedo al madurar naranja intenso y
algo rugosa; es grueso y poco adherido, lo que lo hace facilmente desprendible
con la mano. La pulpa es de color naranja intenso, con un sabor agradable y

aromatico. El fruto generalmente madura durante los meses de enero a marzo.

Tiene una excelente calidad como fruta fresca.

Mandarina ‘Dancy’. Arboles vigorosos y grandes, con un habito de crecimiento
erecto; aunque los arboles son resistentes al frio, su fruto es susceptible a las
heladas; su época de recoleccion es durante los meses de diciembre y enero;

su fruto es de forma aplanada, su flavedo tiene un color naranja rojizo y es facil

de remover (Saunt,1990).

Mandarina ‘Satsuma’. Arboles de porte mediano, hojas de color verde claro,
entrenudos cortos y follaje denso; fruto de color naranja, achatado, de buen

tamario y con pocas semillas; época de cosecha durante los meses de octubre

a noviembre.

Tangerina ‘Reyna’. Arboles de porte medio, hojas pequefias, de color verde
obscuro, sus ramas tienen un crecimiento abierto; fruto de tamafio grande
ligeramente aplanado, de flavedo grueso muy rugoso y su fruto al madurar es

verde con tonos ligeramente de color naranja; su época de cosecha es de enero

a marzo.
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Para realizar la polinizacibn controlada, la autopolinizacion y la
polinizacién libre (natural) se utilizaron 8 arboles de tangerina ‘Ménica’ de 12
anos de edad, injertados sobre naranjo agrio (C. aurantium L.), establecidos en
un sistema de plantacion a tresbolillo y a una distancia de 7x7 m. Como fuentes
de polen se usaron 4 arboles de cada uno de los citricos siguientes: mandarina

‘Dancy’, tangerina ‘Reyna’, mandarina ‘Satsuma’ y tangerina ‘Ménica’;

establecidos bajo el mismo sistema de plantacién (Figura 1).
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Figura 1. Distribucién de los tratamientos de polinizacion en la tangerina ‘Ménica’.

Dentro de cada arbol, los nombres de los cultivares en los cuadrantes

corresponden a las fuentes de polen (progenitores masculinos); P. L.

polinizacion libre; ®= autopolinizacion. Obsérvese la rotacion en la distribucion

de los tratamientos
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3.4. Polinizaciones

3.4.1. Polinizacion libre (PL)

Para los cultivares Dancy, Reyna y Satsuma se usaron 4 arboles en cada
caso; mientras que para ‘Ménica’ se usaron 8 (Figura 1). En todos los casos se
marcaron 40 botones florales por arbol en etapa de balén; de los cuales 20 se
conservaron para evaluar amarre de fruto y 20 se recolectaron para hacer las

observaciones de cargas de polen y desarrollo del tubo polinico.

3.4.2. Autopolinizacion

Para los cultivares Dancy, Reyna y Satsuma se usaron 4 arboles en cada
caso; se marcaron 40 botones por arbol. En tangerina ‘Monica’ el trabajo se

hizo en 8 arboles (Figura 1) y cada uno de ellos se consideré6 como una unidad

experimental.

El procedimiento se hizo igual que para la polinizacion libre, excepto que
al marcar los botones éstos se cubririeron con bolsas de tela (tul), las cuales se

retiraron a los 15 dias.
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3.4.3. Polinizacion cruzada (PC)

Se recolectaron botones en etapa de balén de los cultivares usados
como fuentes de polen (tangerina ‘Reyna’, mandarina ‘Dancy’ y mandarina
‘Satsuma’), se colocaron en una hielera portatil que contenia una capa de hielo
y sobre éste un material (oasis) que sirvié para su traslado del mismo al lugar
donde se realizaron las polinizaciones; la dehiscencia de las anteras se

presentd después de dos a tres horas de ser recolectadas.

Para este tratamiento se us6 Unicamente al cultivar ‘Moénica’ como
progenitor femenino (Figura 1). Una vez que se present6 la dehiscencia de las
anteras de las fuentes de polen, en el cultivar ‘Monica’ (progenitor femenino) se
hizo una seleccion de inflorescencias mixtas, dejando las flores mas
desarrolladas (méaximo cuatro por inflorescencia) y eliminando las que no
reunieron las caracteristicas deseadas (como flores poco desarrolladas y flores
abiertas), ademas, se procurd que las inflorescencias seleccionadas tuvieran
una cantidad suficiente de hojas y que se ubicaran sobre ramas del ano
anterior. Bajo este criterio se emascularon 240 botones florales por arbol (8
arboles) en estado de balén, que consistid en eliminar estambres y pétalos,
usando para ello las ufias de las manos. Las polinizaciones se iniciaron a las
9:00 A. M. y se terminaron a las 14: 00 horas (por un periodo de 22 dias); para
ello las flores de tangerina ‘Reyna’, mandarina ‘Dancy’ y mandarina ‘Satsuma’

fueron colocadas y frotadas sobre los estigmas receptivos de ‘Monica’ (80 con

cada una de las fuentes polinizadoras).
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De los 80 pistilos polinizados en cada arbol (8 arboles) con cada fuente
de polen 40 de ellos se conservaron para evaluar amarre de fruto y 40 se

recolectaron (a las 48, 96, 144 y 192 horas, 10 pistilos en cada caso) para

observar el desarrollo del tubo polinico.

3.5. Procesamiento de Pistilos y Observacion de los Tubos Polinicos

En todos los casos las flores recolectadas se fijaron y conservaron en
fijador 2:1 (2 partes de etanol al 100%, por una parte de acido acético glacial),

permaneciendo ahi por un periodo de 3 a 4 meses.

En los casos de polinizacién libre y autopolinizacion se recolectaron 5
pistilos por arbol, a las 48, 96, 144 y 192 horas a partir de la apertura floral o
polinizacion. Para el caso de las polinizaciones cruzadas se recolectaron 10

pistilos cada dos dias (48, 96, 144 y 192 horas), haciendo un total de 40 pistilos.

Para hacer las observaciones, a los pistilos se les eliminé el fijador (2:1),
se enjuagaron con etanol al 50% (dejandolos reposar por dos minutos), seguido
por otro enjuague en etanol al 70% (dos minutos) y finalmente se enjuagaron
con agua destilada y se ablandaron durante 72 horas en una solucion de
hidroxido de sodio (NaOH) al 8N. Posteriormente se enjuagaron Ilos
especimenes en agua corriente hasta eliminar los excesos de NaOH y se
dejaron reposar en agua destilada por 24 horas. Finalmente, se tomaron

muestras de pistilos y se disectaron en 4 partes (estigma, parte superior del
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estilo, parte inferior y ovario); el estigma se dividi6 en partes hasta llegar a
octavos y se tomoé uno de ellos el cual se colocdé sobre un portacbjetos para
cuantificar la carga de polen; a cada seccion del estilo (parte superir e inferior)
se le hizo un corte longitudinal y se abrid de tal manera que al colocarlo sobre
el portaobjetos permitiera cuantificar el nimero de tubos polinicos; el ovario

para su observacion se dividié longitudinalmente en 4 o 5 secciones.

Para la tinciéon se agregd una gota de lacmoide (Sigma) al 0.5% disuelto
en etanol al 30%; una gota de bicarbonato de sodio al 5% en etanol al 30% y
una gota de agua destilada sobre los pistilos, se les colocé el cubreobjetos, se
les presiond con el borrador de un lapiz y se procedi6é a su observacién en un
microscopio 6ptico de luz blanca. Se estimaron el total de granos de polen
depositados sobre el estigma y el nGmero de granos germinados para cada

pistilo. Con estos datos se calculd el porcentaje de germinacién para cada

tiempo de recoleccién.

3.6. Germinacion de Polen en Condiciones in vitro

Para hacer las pruebas de germinacion del polen, se recolectaron flores
en etapa de balon de los cultivares Monica, Reyna, Satsuma y Dancy; después
de que las anteras liberaron el polen, se tomé una muestra de cada uno de los
diferentes materiales, se colocoé en tubos de ensaye que contenian soluciones

de sacarosa a diferentes concentraciones (10, 20 y 40%) con dos repeticiones
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cada uno, incubandose durante 48 horas a una temperatura ambiente de 27 a
30°C; para realizar las observaciones al microscopio 6ptico se tom6é una
muestra con un gotero de la solucién que contenia el polen de cada cultivar y se
colocod sobre un portaobjetos (dos repeticiones), haciendo observaciones en
seis campos de cada uno de los portaobjetos y cuantificando de esta manera el

numero de granos de polen germinados y no germinados.

3.7. Pruebas de Tincion para Viabilidad de Polen

Para determinar la viabilidad del polen, se preparé una solucién de 2.5
diphenyl 3(a-naphthyl) tetrazolium al 0.1% y otra de sacarosa al 60%, haciendo
una mezcla con ambas soluciones (1:10 respectivamente); de ésta mezcla se
tomd una cantidad suficiente; de tal manera, que quedara una capa uniforme
distribuida en una tercera parte del portaobjetos, sobre la cual con un pincel se
depositd el polen y se colocd un cubreobjetos, para después almacenario
durante 3-4 horas a una temperatura de 40°C. La observacion para cuantificar
la viabilidad del polen se hizo en seis campos Opticos de 4 portaobjetos. Los

granos que se tornaron de color rosado se consideraron como viables.

3.8. Cuantificacion del Amarre de Fruto y Semillas

Se realizd una primera evaluacion a los dos o tres meses después de

antesis (junio 98). En frutos bien desarrollados aproximadamente a los 11

61



meses después de antesis (marzo 99) se hizo una segunda evaluacion; se

recolectaron los frutos de las polinizaciones cruzadas y se cuantificé el numero

de semillas por fruto.

3.9. Analisis Estadistico

Los tratamientos (cruzas, polinizacion libre y autopolinizacién) fueron
analizadas bajo un disefio experimental completamente al azar con 8
repeticiones para las cruzas, autopolinizaciones vy polinizgcién libre en el cv.
Monica. Para el caso de la autopolinizaciéon y polinizacion libre de los cvs.
Dancy, Reyna y Satsuma, se hizo con 4 repeticiones. Para todos los casos
cada arbol constituyé una repeticion, la unidad experimental para las cruzas fue

de grupos de 40 flores por arbol y para la polinizacion libre y autopolinizacion

grupos de 20 flores.

Los datos de las variables evaluadas se analizaron en el paquete
computacional: Statistics Analysis System, se realizaron analisis de varianza y

comparaciones de medias de Tukey de las variables obtenidas en campo Yy

laboratorio.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Germinacion del Polen y desarrollo del tubo polinico in vivo

La cantidad de granos de polen y de tubos polinicos sobre el estigma fue
tan abundante que imposibilité su cuantificacion; de ahi que fuera necesario
hacer un muestreo, tal y como se indicé en materiales y métodos. El
comportamiento y las tonalidades de los tejidos fueron similares en todos los

tratamientos, independientemente de la especie y la fuente de polen.

El tejido estigmatico aparecié de color café claro y no se distinguieron las
células debido a que se trata de un tejido macerado. En los granos de polen
so6lo se distinguié la pared, la cual se torné de un color anaranjado; mientras
que el citoplasma aparecidé incoloro o de color grisaceo claro. Los tubos
polinicos se traslaparon, convirtiéndose en una marafa, y dado que sélo se

tiferon los tapones de calosa se perdié la continuidad de cada tubo (Figura 2A).
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Al penetrar los tubos polinicos en el estilo, los tapones de calosa se
distinguieron como tiras largas de color azul brillante y la continuidad de cada
tubo fue haciéndose cada vez mas evidente, dado que la cantidad de tubos fue
menor a medida que se acercaban al ovario. El tejido estilar fue de color azul
mas claro y granuloso, mientras que los haces vasculares fueron incoloros 0

algo grisaceos (Figuras 2B y 3E).

Aunque los tubos polinicos corren a todo lo largo de los canales estilares,
al hacer el aplastado aparecen a lo largo de los haces vasculares principales de
cada uno de los carpelos (aproximadamente 10) y se notan como pequefas
tiras de color azul brillante (Figura 2C). En la figura 2D se puede observar un

tapon de calosa delimitando la pared del tubo.

Al llegar los tubos polinicos al ovario, algunos de ellos penetraron a los
léculos y otros se desviaron a través de la pared externa o del tejido central del
ovario. Los tubos que penetraron sufrieron algunas espiralizaciones,
traslapandose entre ellos, para finalmente llegar a los 6vulos y penetrar a traves
del micropilo. Los tegumentos de los dvulos aunque fueron distinguibles se

mantuvieron casi incoloros, mientras que la nucela aparecié de color café claro

(Figura 3F).
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Figura 2. A; granos y tubos polinicos sobre el estigma (po=grano de polen;
tp=tubo polinico; st=tejido estigmatico). B. tubos polinicos creciendo en el
estilo (ts=tejido estilar; tp=tubo polinico). C; tubos polinicos creciendo a lo
largo del haz vascular (hv=haz vascular; tp=tubo polinico; ts=tejido

estilar). D; tapon de calosa en un tubo polinico (ts=tejido estilar; tp=tubo
polinico).
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| estilo (tc=tapon de calosa). F; tubos
p=tubo polinico; mi=micropilo;
germinando in
polen

tubos polinicos creciendo en e
s ovulos (nu=nucela; t
=tegumento interno). G; grano de polen
=tubo polinico). H; tincion de granos de

Figura 3. E;
polinicos penetrando o
te=tegumento externo; ti
vitro (po=grano de polen; tp

(pv=grano de polen viable; pn=grano de polen no viable)
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4.1.1. Polinizacion libre

Al observar el nimero de granos de polen sobre el estigma a las 48
horas después de antesis (Cuadro 1), se puede inferir que la carga de polen no
es una limitante para el amarre de frutos; sin embargo, lo mas probable es que
la mayor parte de los granos sean de la misma flor (autofecundacion) y que ello
conduzca a un reducido nimero de semillas. También puede verse que no hay

diferencias estadisticas entre cultivares y que el numero de granos en todos los

casos es demasiado alto.

A pesar de que el numero de granos de polen sobre el estigma es
bastante alto, muy pocos de ellos germinan y penetran al estilo (1 a 4%),
probablemente debido a la competencia, como lo estipula Sedgley (1976). En la
mandarina ‘Satsuma’, a pesar de que en la parte superior del estilo se tuvieron
mas tubos polinicos, que en el resto de los cultivares, sélo un reducido numero

de tubos llegaron al ovario, en donde las diferencias desaparecieron (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Niumero de granos de polen y desarrollo de tubos polinicos en cuatro

cultivares de citricos, bajo condiciones de polinizacion libre, 48 horas después

de antesis.
No. granos de _No. de tubos polinicos en estilo No. tubos
Especiey  polen sobre polinicos en
cultivar estigma Parte superior Parte inferior ovario
Tangerina
‘Ménica’ 2328.6 a* 5431 b 28.81 a 15.90 a
Mandarina
‘Dancy’ 3506.7 a 2350 b 19.25 a 18.25 a
Tangerina
‘Reyna’ 3380.0 a 3754 b 2393 a 1160 a
Mandarina
‘Satsuma’ 2200.0 a 9242 a 3280 a 10.05 a
DMS 2572.4 36.91 15.00 17.04

*Valores dentro de columnas seguidas por la misma letra son estadisticamente iguales

de acuerdo con la prueba de medias de Tukey (P <0.05)

En todos los casos el niumero de tubos polinicos va disminuyendo del

estigma al ovario; de tal manera, que al ovario sélo llegan de 10 a 20 tubos.
A las 96 horas después de antesis (Cuadro 2) se observo un

comportamiento similar, pues sélo hubo diferencias en el nUmero de granos de

polen sobre el estigma, desapareciendo éstas en el estilo y en el ovario.
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Cuadro 2. Nimero de granos de polen y desarrollo de tubos polinicos en cuatro

cultivares de citricos, bajo condiciones de polinizacion libre, 96 horas después

de antesis.
No. granos de  No. de tubos polinicos en estilo No. tubos
Especiey polen sobre polinicos en
cultivar estigma Parte superior Parte inferior ovario

Tangerina
‘Ménica’ 2888.6 b* - 3712 a 2489 a 18.02 a
Mandarina
‘Dancy’ 26783 a 65.59 a 36.47 a 2093 a
Tangerina
‘Reyna’ 2960.0 a 4745 a 29.10 a 12.06 a
Mandarina
‘Satsuma’ 1889.0 a 69.51 a 20.86 a 14.80 a
DMS 1526.0 53.83 20.31 11.30

*Valores dentro de columnas seguidas por la misma letra son estadisticamente iguales

de acuerdo con la prueba de medias de Tukey (P < 0.05)

Al comparar el numero de tubos polinicos en el ovario, en los cuatro
cultivares a diferentes tiempos después de antesis, sélo se tuvieron diferencias
estadisticas a las 192 horas, encontrandose un mayor nimero de tubos en la
mandarina ‘Satsuma’ y en la tangerina ‘Reyna’, y un menor nimero €en
tangerina ‘Moénica’. La mandarina ‘Dancy’ resulté ser estadisticamente igual a

‘Ménica’. (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Numero de tubos polinicos en el ovario en cuatro cultivares de

citricos, bajo condiciones de polinizacién libre, en diferentes tiempos después

de antesis.
Horas después de antesis

Especie y

cultivar 48 96 144 192
Tangerina

‘Monica’ 1590 &? 18.02 a 19.80 a 1438 b
Mandarina

‘Dancy’ 18.25 a 20.93 a 2282 a 28.93 ab
Tangerina

‘Reyna’ 11.60 a 12.06 a 30.26 a 3633 a
Mandarina

‘Satsuma’ 10.05 a 1480 a 19.13 a 3442 a
DMS 17.04 11.30 19.49 16.27

*Valores dentro de columnas seguidas por la misma letra son estadisticamente iguales
de acuerdo con la prueba de medias de Tukey (P < 0.05)

4. 1. 2. Autofecundacion

Al comparar el nimero de granos de polen sobre el estigma de flores
autofecundadas (Cuadros 4 y 5) contra el de polinizacién libre (Cuadros 1y
2) pueden observarse las diferencias en las cargas polinicas sobre los
estigmas, lo cual era de esperarse, ya que en las flores autopolinizadas se
limité la entrada de agentes polinizantes (principalmente abejas). Las

cantidades de granos de polen fueron hasta diez veces menores en las

autofecundaciones.
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A las 48 horas después de antesis en la tangerina ‘Mdnica’ se observo la
mayor cantidad de granos de polen sobre el estigma, aunque estadisticamente
no se registraron diferencias con el resto de los cultivares. Al igual que para el
caso de las polinizaciones libres, aqui también el nimero de tubos polinicos fue

disminuyendo de la parte superior del estilo al ovario (Cuadro 4).

Cuadro 4. Numero de granos de polen y desarrollo de tubos polinicos en

autofecundacioén de cuatro cultivares de citricos, 48 horas después de antesis.

Especiey No. granos de No. de tubos polinicos en estilo No. tubos
cultivar polen sobre polinicos en
estigma Parte superior Parte inferior ovario

Tangerina

‘Ménica’ 2413 a* 2272 a 15.66 b 0.00 b

Mandarina ,

‘Dancy’ 747 a 20.16 a 16.91 ab 16.91 a

Tangerina

‘Reyna’ 622 a 26.95 a 19.65 ab 18.20 a

Mandarina

‘Satsuma’ 264 a 30.30 a 28.05 a 0.00 b

DMS 3 825 14.11 11.13 4.23

*Valores dentro de columnas seguidas por la misma letra son estadisticamente iguales

de acuerdo con la prueba de medias de Tukey (P < 0.05)

El numero de tubos polinicos manifesté diferencias estadisticas, tanto en
la parte inferior del estilo como en el ovario. Aunque la tangerina ‘Monica’
presentd el mayor nimero de granos de polen sobre el estigma no se encontrd

ningln tubo en el ovario, tal y como lo reportan Ton y Krezdorn (1966) para la
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tangerina ‘Clementina’ y el tangelo ‘Orlando’; quienes indican que pudo deberse
al desarrollo de una capa de abscision en la base del estilo antes de que los
tubos pasaran por dicha zona, o bien a una fuerte inhibicién en el ovario.
Aunque la calosa puede formar una barrera, impidiendo que los tubos polinicos
continien avanzando. Se supone que al pasar los tubos cambian la

permeabilidad de las células y se forma calosa en respuesta a las heridas

(Currier, 1957).

Sedgley (1976) indica que muchos tubos detienen su crecimiento debido
a la falta de reservas, pues en tubos creciendo en condiciones in vitro se ha
observado que conforme disminuyen los sustratos se detiene el crecimiento.
Una explicacion alternativa es que los tubos polinicos secretan un inhibidor que
actua para detener el crecimiento del resto de los tubos. En los citricos aunque
pueden depositarse y germinar miles de granos sobre el estigma solo llegan al
ovario de 0-40 tubos, mientras que en aguacatero pueden germinar sobre el
estigma hasta 60 granos y solo llegan al ovario uno o dos tubos. En la
mandarina ‘Satsuma’ aunque hubo un menor nimero de granos de polen sobre
el estigma (pero se considera suficiente) tampoco se encontraron tales en el
ovario. En ‘Dancy’ y ‘Reyna’ la mayor parte de los tubos polinicos observados

en la parte superior del estilo lograron llegar al ovario (Cuadro 4).

Con base en las anteriores condiciones, se puede suponer que tanto la
tangerina ‘Ménica’ como la mandarina ‘Satsuma’ tienen cierto grado de

autoincompatibilidad. Sin embargo, no se encontraron anormalidades como las
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reportadas por Khan y DeMason (1986); dentro de las que se encuentran: tubos
polinicos delgados, deposiciones de calosa en el apice del tubo, estallamiento

del apice del tubo, deposicion irregular de calosa en las paredes de los tubos y

espiralizacion de los tubos polinicos.

Segun Ton y Krezdorn (1966) el sistema de incompatibilidad en citricos
es del tipo gametofitico, correlacionado segin Brewbaker (1957) con la
produccion de granos de polen binucleados, facilidad de conservacién de los
granos de polen e inhibicién de los tubos polinicos en algin lugar entre el
estigma y el ovario. Aunque con respecto al tipo de grano de polen aL'J_n hay
controversias, pues segun Bangeri (citado por Soost, 1965) es trinucleado Yy

segun Brewbaker (citado por Soost, 1965) es binucleado.

La presencia de autoincompatibilidad esta bien documentada en varias
especies de Citrus (Soost, 1965), entre las que se encuentran la mandarina
‘Clementine’, y los tangelos (C. paradisi x C. reticulata) ‘Orlando’ y ‘Mineola’
(Ton y Krezdorn, 1966). Reece y Register (citados por Soost, 1965) también

reportaron autoincompatibilidad en la tangerina hibrida ‘Robinson’ [C. reticulata

x (C. paradisi x C. reticulata)].

En términos generales, a las 96 horas después de la polinizacién, se
encontrd un mayor numero de granos de polen sobre el estigma, lo cual se
debidé a un mayor tiempo de exposicion de las flores; sin embargo, en el estilo y

en el ovario se mantuvieron las tendencias (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Numero de granos de polen y desarrollo de tubos polinicos en

autofecundacién de cuatro cultivares de citricos, 96 horas después de antesis.

No. granos de

Especie y polen sobre No. de tubos polinicos en estilo pgjl?r,‘iguobso:n
cultivar estigma Parte superior Parte inferior ovario

Tangerina

‘Ménica’ 1786 a* 16.80 a 13.90 a 0.0 b
Mandarina

‘Dancy’ 1170 a 40.66 a 2562 a 2562 a
Tangerina

‘Reyna’ 973 a 2713 a 19.60 a 1493 a
Mandarina

‘Satsuma’ 398 a 2166 a 18.20 a 00 b
DMS 4210. 2 25.18 19.19 8.03

?Valores dentro de columnas seguidas por la misma letra son estadisticamente iguales

de acuerdo con la prueba de medias de Tukey (P < 0.05%)

Nuevamente en la tangerina ‘Monica’ y en la mandarina ‘Satsuma’ no se
observaron tubos polinicos en el ovario; mientras que en mandarina ‘Dancy’ y
tangerina ‘Reyna’ se encontraron 25.6 y 14.9 tubos polinicos, respectivamente

en el ovario, no manifestando diferencias estadisticas entre ambas.

Al analizar el nimero de tubos polinicos en el ovario, a las 48, 96, 144 y
192 horas después de antesis la situacion fue muy parecida; resultando por un
lado iguales la tangerina ‘Moénica y la mandarina ‘Satsuma’ y por el otro, la
mandarina ‘Dancy’ y la tangerina ‘Reyna’. En el primer caso no se encontraron

tubos polinicos en el ovario; mientras que en el segundo, se encontraron de 14
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a 28 tubos en el ovario, resultando ligeramente superior la mandarina ‘Dancy’

(Cuadro 6).

Cuadro 6. Numero de tubos polinicos en el ovario en cuatro cultivares de

citricos, en autofecundacion, a diferentes tiempos después de antesis.

Horas después de antesis

Especie y 48 96 144 192
cultivar

Tangerina

‘Monica’ 0.00 b? 0.00 b 0.00 b 000 b
Mandarina

‘Dancy’ 16.91 a 2562 a 28.71 a 25.80 a
Tangerina

‘Reyna’ 18.20 a 1493 a 22.70 a 23.33 a
Mandarina

‘Satsuma’ 0.00 b 0.00 b 0.00 b 0.00 b
DMS - 4.23 8.03 3.95 6.74

*Valores dentro de columnas seguidas por la misma letra son estadisticamente iguales

de acuerdo con la prueba de medias de Tukey (P < 0.05)

Cabe indicar que en ningin caso se manifiestan las anormalidades
reportadas por Kahn y DeMason (1986), excepto las deposiciones de calosa
sobre las paredes de los tubos. Esto probablemente se deba a que el sitio de
inhibicion de los tubos polinicos se encuentra en la base del estilo o en el
ovario, como lo indica Hensz (citado por Kahn y DeMason, 1986) o en los
ovulos, puesto que en muchos casos los tubos llegaron a la base del estilo y en

lugar de entrar al léculo se continuaron junto a los haces vasculares de las
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paredes del ovario hasta llegar al receptaculo (Figura 3F), indicando esto que

probablemente los 6vulos no ejercen alglin tipo de atraccién sobre las puntas

de los tubos.
1.1. 3. Polinizacidon cruzada.

Esta experimentalmente demostrado que la velocidad de crecimiento de
los tubos polinicos esta influenciada por las condiciones ambientales,
principalmente temperatura (Papademetriou, 1974-1975; Sedgley y Annells,
1981; Socias i Company et al., 1976; Vasilakakis y Porlingis, 1985). Sedgley
(1977) encontrd6 que en aguacatero la taza de crecimiento de los tubos
polinicos se incrementé con el aumento de la temperatura, aunque a la
temperatura de 33°C durante el dia, 28°C durante la noche 33/28°C se
observé crecimiento anormal de algunos tubos; por el contrario, a 17/12°C
los tubos fracasaron para alcanzér el 6vulo. En peral los tubos polinicos
crecen hasta la base del estilo dentro de 24 horas a 21°C, dentro de 72 horas
a 15.5°C y dentro de 120 horas a 10°C (Papademetriou, 1974-1975). En
palma datilera a temperaturas de 25 a 28°C la mayoria de los tubos
alcanzaron la base del estilo dentro de seis horas, y a 15 °C los tubos no
alcanzaron la base del estilo dentro de 8 horas de evaluacion (Reuveni et
al., 1986). Griggs e Iwakari (1975) observaron el desarrollo normal de los
tubos en almendro, cuando la temperatura del dia estaba entre 15.6 y
26.2°C; la germinacion ocurrié entre 4.4 y 10°C, pero no abajo de 4°C. En

nogal de castilla (Juglans regia) los tubos requirieron de 2.5 a 4 dias para
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crecer del estigma a la nucela a temperaturas de 32 a 33°C. En cerezo dulce
los tubos polinicos crecieron del estigma al évulo en 6 a 8 dias (Stosser y
Anvari, 1983). En marafnon algunos tubos polinicos alcanzaron el ovario en 3
horas después de la polinizacion y la penetracion de los évulos se observé a
las 24 horas (Wannachit et al., 1992). En aguacatero el tubo polinico alcanzé

al ovario en 18 horas a 25°C durante el dia y 20°C durante la noche

(Sedgley, 1977).

En el presente trabajo en tan solo 2 dias después de la polinizacién los
tubos polinicos alcanzaron el ovario, en condiciones de Alamo, Veracruz
(Cuadro 7). Esto resultd ser totalmente diferente a lo reportado por otros
investigadores, como Kahn y DeMason (1986) quienes indican que algunos
tubos polinicos de ‘Orlando’ penetraron los 6vulos de ‘Dancy’ en 9 a 12 dias
después de la polinizacion. En cruzas compatibles de citricos Ton y Krezdorn
(1966) encontraron penetracion de los 6vulos por los tubos polinicos dentro
de los 6 a 8 dias, e indican que aunque se pudieran haber fecundado los

6vulos en un tiempo mayor, esto no habria sido posible debido a que a los 8

dias comenzo la abscision de los estilos.
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Cuadro 7. Numero de granos de polen y desarrollo de tubos polinicos en

tangerina ‘Monica’ usando diversas fuentes de polen, 48 horas después de la

polinizacion.
Progenitor  No. granos de _No. de tubos polinicos en estilo No. tubos
masculino  polen sobre Polinicos en
estigma Parte superior Parte inferior ovario
‘Dancy’ 2165 b? 26.89 a 2252 a 2227 a
‘Reyna’ 3439 b 33.14 a 2797 a 27.88 a
‘Satsuma’ 7351 a 917 b 765 b 6.53 b
DMS 3 879 14.61 12.79 12.14

*Valores dentro de columnas seguidas por la misma letra son estadisticamente iguales

de acuerdo con la prueba de medias de Tukey (P < 0.05)

En general, las cargas polinicas a las 48 horas después de la
polinizacion no difiieron mucho con los tratamientos de polinizacién libre
(Cuadro 1y 2); excepto cuando se usd ‘Satsuma’, en donde se contaron mas
de 7 000 granos de polen sobre el estigma (Cuadro 7). A pesar de que en éste
caso el polen fue abundante, muy pocos granos germinaron y penetraron a la
parte superior del estilo, resultando superiores ‘Dancy’ y ‘Reyna’, y tal
superioridad se mantuvo en la parte superior del estilo y en el ovario, ya que
cuando se usd polen de ‘Dancy’ y ‘Reyna’ se observaron mas de 20 tubos
polinicos en el ovario, mientras que cuando se usé ‘Satsuma’ sélo se tuvieron
6.5 en promedio (Cuadro 7). Esto nos indica que ‘Dancy’ y ‘Reyna podrian ser

buenos polinizadores para ‘Moénica’, aunque para seleccionar el mejor sera
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necesario registrar los periodos de floracion para un lugar determinado. Con
respecto al numero de tubos polinicos en el ovario, en general se puede
considerar como bajo, ya que un gineceo contiene de 10 a 11 carpelos y
tomando en cuenta que cada carpelo contiene de 2 a 4 6vulos seria deseable
que entraran al ovario de 30 a 50 tubos. Comparando el numero de granos de
polen de éste trabajo (2 210 a 7 321) con los registrados por Kahn y DeMason
(1986), resultaron ser muy superiores los de nuestra investigacion, pero son
mas reales, al compararlos con lo que sucede bajo condiciones de polinizacion
libre. Dichas diferencias se deben a que los autores antes mencionados

mezclaron el polen con harina para su aplicacion.

A las 96 horas después de la polinizacion no hubo diferencias
estadisticas en el nimero de granos de polen sobre el estigma entre los
diversos cultivares donadores. En la parte superior del estilo resultd superior
‘Reyna’ con respecto a ‘Satsuma’; sin embargo, en la base del estilo y en el
ovario no hubo diferencias estadisticas entre los diversos donadores (Cuadro
8). A pesar de que el polen de ‘Satsuma’ presentd bajos porcentajes de
germinacion, la mayor cantidad de los tubos polinicos lograron llegar al ovario,

cosa que no sucedio con los otros dos cultivares.
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Cuadro 8. Numero de granos de polen y desarrollo de tubos polinicos en

tangerina ‘Monica’ usando diversas fuentes de polen, 96 horas después de la

polinizacién.
No. granos No. de tubos polinicos en estilo
Progenitor  de polen No. tubos
masculino  sobre polinicos en
estigma Parte superior  Parte inferior ovario
‘Dancy’ 3706 a* 4221 ab 32.02 a 19.81 a
‘Reyna’ 2210 a 5751 a 3851 a 28.42 a
‘Satsuma’ 2943 a 3548 b 28.75 a 2579 a
DMS 2 716 21.41 1217 11.63

*Valores dentro de columnas seguidas por la misma letra son estadisticamente iguales

de acuerdo con la prueba de medias de Tukey (P < 0.05).

Al observar el numero de tubos polinicos a diferentes tiempos (48, 96,
144 y 192 horas), no se manifestaron tendencias claras, ya que a los 2 dias
después de la polinizacién resultd ser inferior ‘Satsuma’; a los 4 dias no hubo
diferencias y a los 6 y 8 dias resulto superior ‘Reyna’, aunque a los 8 dias éste
cultivar resulté estadisticamente igual que ‘Satsuma’ (Cuadro 9). Bajo éstas
consideraciones parece ser que éste Ultimo cultivar también resultase ser un
buen polinizador para ‘Moénica’; sin embargo, hay que considerar sus bajos
porcentajes de germinacion del polen y que es un cultivar poco comun en las

zonas productoras, lo que ya representa ciertas limitaciones (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Numero de tubos polinicos en el ovario de tangerina ‘Ménica’ usando

diferentes fuentes de polen, a diversos tiempos después de polinizacion.

Horas después de polinizacon

Progenitor

masculino 48 96 144 192
‘Dancy’ 2227 a¢ 1981 a 23.38 b 2176 b
‘Reyna’ 2788 a 2842 a 4165 a 35.01 a
‘Satsuma’ 6.53 b 2579 a 2786 b 2458 ab
DMS 12.14 11.63 12.29 10.82

#Valores dentro de columnas seguidas por la misma letra son estadisticamente iguales

de acuerdo con la prueba de medias de Tukey (P < 0.05)

4. 1. 4. Germinacion de polen en condiciones in vitro

En condiciones in vitro los granos de polen empezaron a germinar a las
48 horas, tornandose el citoplasma de color café claro mientras que la pared fue

casi incolora (Figura 3G)

Los porcentajes de germinacién de polen variaron de acuerdo con el
cultivar y con la concentracion de sacarosa. La tangerina ‘Ménica’ presento los
mas altos porcentajes de germinacion (14 a 27), seguido por ‘Reyna’ (1.9 - 8.6)
y ‘Satsuma’ (1.4 — 9.7). Para ‘Modnica la concentracion de sacarosa mas

adecuada fue al 20% mientras que para ‘Reyna’ y ‘Satsuma’ fue la de 40%

(Figura 4).
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Figura 4. Efecto de la concentracién de sacarosa sobre la germinacion de polen de tres
cultivares de citricos.

4.1.5. Pruebas de tincion para viabilidad de polen

En las pruebas de tincién los granos viables se tornaron de un color rosa

intenso, mientras que los no viables aparecieron incoloros o ligeramente

rosados (Figura 3H).

Los porcentajes obtenidos a través de este medio (Cuadro 10) resultaron
un tanto diferentes, con respecto a la germinacién en condiciones in vitro. En
las pruebas con el colorante se obtuvieron valores mas altos, lo cual

probablemente se debe a una sobreestimacion, ya que el color rosado de los
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granos considerados como viables no fue muy claro y tal vez seria conveniente
haber probado otros colorantes. Los mayores porcentajes se obtuvieron en

éste caso para ‘Moénica’ y ‘Satsuma’ .

Cuadro 10. Numero y porcentaje de granos de polen viables (promedio de 16
campos de observacion) de cuatro cultivares de citricos, usando 2.5 diphenyl

3(a- naphthyl) tetrazolium, incubados a una temperatura de 40-45° C durante 4

horas.
No. total de Promedio del
Especie y cultivar granos No. de granos % de granos
observados viables viables
Tangerina ‘Monica’ 172.18 92.94 ab? 54
Mandarina ‘Dancy’ 231.25 113.75 ab 49
Mandarina ‘Reyna’ 213.81 88.25 b 41
Tangerina ‘Satsuma’ 264.94 13494 a 51
DMS 42.25

*Valores dentro de columnas seguidas por la misma letra son estadisticamente iguales

de acuerdo con la prueba de medias de Tukey (P < 0.05)

4. 1. 6. Influencia de la fuente de polen sobre amarre de fruto.

Es claro que la fuente de polen tuvo influencia sobre el porcentaje de

amarre de fruto. En el Cuadro 11 se puede observar que el mayor porcentaje se
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obtuvo cuando se usd ‘Reyna’ como polinizador, y aunque ‘Dancy’ y ‘Satsuma’
resultaron iguales estadisticamente, la primera fue mayor numéricamente. Esto
concuerda con el numero de tubos polinicos encontrados en los ovarios a los
diversos intervalos de tiempo después de polinizacién (Cuadros 7, 8 y 9). En el
caso de las autopolinizaciones de 'Moénica’ no hubo amarre de fruto,

demostrando nuevamente que es un cultivar autoincompatible (Cuadro 11).

Cuadro 11. Influencia de la fuente de polen sobre el amarre de frutos en

tangerina ‘Ménica’

Progenitor Frutos amarrados
masculino Promedio
(junio 98) junio 98 marzo99

(%) (%)
‘Dancy’ 16 b? 39 | 10
‘Reyna’ 24 a 61 16
‘Satsuma’ 1 b 28 14
‘Ménica’(Autopolinizacion) 0 c
DMS 7.64

*Valores dentro de columnas seguidas por la misma letra son estadisticamente iguales

de acuerdo con la prueba de medias de Tukey (P < 0.05).

Con respecto al efecto del polen sobre el tamafno del fruto, cuando se
us6 a ‘Satsuma’ como polinizador se obtuvieron los frutos de mayor tamario,
aunque en la primera fecha de evaluacion (junio del 98) los frutos de ‘Satsuma’
y ‘Dancy’ resultaron ser iguales estadisticamente y en la segunda fecha (marzo

99) resultaron ser iguales los frutos de ‘Dancy’ y ‘Reyna’ (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Influencia de la fuente de polen sobre el tamafio de fruto en

tangerina ‘Moénica'.

Diametro ecuatorial (cm)

Progenitor

masculino Junio 98 Marzo 99
‘Dancy’ 1.88 ab® 7.84 cb
‘Reyna’ 140 b 767 c
‘Satsuma’ 2.12 a 8.56 a
Polinizacioén libre 812 b
DMS 3.57 0.36

*Valores dentro de columnas seguidas por la misma letra son estadisticamente iguales

de acuerdo con la prueba de medias de Tukey (P < 0.05)

El tamafio del fruto no presentd correlacion con el nimero de semillas
(Figura 5), lo que indica que en etapas avanzadas del desarrollo éstas no tienen
ningun efecto sobre el fruto. Sin embargo, es claro que en las primeras etapas
por lo menos algunos oOvulos deberan ser fecundados para que los frutos

puedan iniciar su desarrollo, puesto que en condiciones de autofecundacion el

amarre fue nulo.
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ONo. de semillas Diametro ecuatorial (cm)

No. de semillas y diametro ecuatorial

'‘Ménica' ‘Dancy’ ‘Satsuma’ P.L.
Fuente de polen

Figura 5. Numero de semillas y diametro de los frutos en cruzas de citricos, usando
diferentes fuentes de polen.
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V. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede concluir

lo siguiente:

En condiciones de polinizacion libre, la cantidad de polen depositado sobre el

estigma no es una limitante para el amarre de frutos en tangerina ‘Ménica’.

La tengerina ‘Monica’ y la mandarina ‘Satsuma’ presentan autoincompatibilidad

del tipo gametofitico, ya que ningin tubo polinico logré penetrar al ovario en

condiciones de autopolinizacion.

La mandarina ‘Dancy’ y la tangerina ‘Reyna’ pueden ser buenos polinizadores

para la tangerina ‘Monica’, siempre y cuando coincidan en sus periodos de

floracion.

Los porcentajes de germinacién de polen in vitro variaron de acuerdo con el

cultivar y la concentracidén de sacarosa.
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Los porcentajes de viabilidad estimados con la prueba de tincion no
concordaron con la germinacion in vitro, lo cual probablemente se deba a que el

colorante no fue el adecuado.

No se encontrd correlacion del diametro ecuatorial de los frutos con el niumero

de semillas contenidas en ellos.
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