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COMUNICACION CORTA

EFECTO DEL ESTRES DE ALTAS TEMPERATURAS
SOBRE LA GERMINACION /7 Vitro DEL POLEN
DE TOMATE (Lycgpersicon escufentum Miil.)

Marta Alvarez, M. Varela y Gladys Verde

ABSTRACT. The pollen of Campbell-28 cv. (Lycopersicon
esculensum Mill.) and wild Nagcarlan (Lycopersicon es-
culentum var. cerasiforme) was exposed to different heat
treatments: a) temperatures of 40, 45, 50, 55 and 60°C for
90 minutes previous to germination and b) temperatures
of 30°C and 35° C for 30, 60, 90, 120 and 180 minutes atin
vitro germination. As a result of beat treatments, in
general, in vitro pollen germination percentage was more
affected than pollen tube length in Campbell-28 cv. rather
than in Nagcarlan. Treatments of 45°C for 90 minutes
previous to gérmination and 35°C for 60 and 90 minutes at
germination stage provoked a greater differentiation in
pollen germination of Campbell-28 and Nagcarlan. These
results constitute the basis for some studies being aimed to
use the gametophytic selection of tomato breeding
programs for its tolerance to high temperatures, as well as
the establishment of screening methods against this stress-
ing agent.
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tion, pollen germination, tomato, Lycoper-
sicon esculentum

INTRODUCCION

En los ultimos afos se ha demostrado que la
seleccién gametofitica masculina puede jugar un rol
importante en el mejoramiento de !a tolerancia de las
plantas a los estrés bidticos y abibticos, para lo cual
deben emplearse esquemas de seleccién en la fase
haploide, que sean capaces de producir efectos positi-
vos sobre la fase diploide (Zamir, 1983).

En el cultivo del tomate, Tanksley, Zamir y Rick
(1981) demostraron que una gran proporcién de genes
(60 %) se expresan tanto en fase esporofitica como
gametofitica. Este gran solapamiento en la expresion
génica posibilitaria que en muchos casos se pueda
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RESUMEN. El polen de la variedad Campbell-28 (Lyco-
persicon esculentum Mill.) y del tipo silvestre Nagcarlén
(Lycopersicon esculentum var. cerasiforme) fue expuesto a
diferentes tratamientos de calor: a) temperaturas de 40,
45, 50, 55 y 60°C durante 90 minutos, previo a la germina-
cién y b) temperaturas de 30° y 35°C por 30, 60, 90, 120y
180 minutos, durante la germinacién in vitro. Como resul-
tado de los tratamientos de calor se observs, en forma
general, que se afecté mas el por ciento de germinacion
del polen in vitro que la longitud del tubo polinico en la
variedad Campbell-28 que en Nagcarlan. Los tratamientos
que provocaron una mayor diferenciacion en la germina-
cién del polen de Campbell-28 y Nagcarlan, fueron los
tratamientos de 45°C por 90 minutos, previo a la germina-
ci6ny de 35°C por 60y 90 minutos, durante la germinacion.
Estosresultadossirven de base a los estudios que se vienen
realizando, con vistas a utilizar la seleccién gametofitica
en los programas de mejoramiento genético del tomate
para la tolerancia a las altas temperaturas, asi como el
establecimiento de métodos de screening ante este agente
estresante.

Palabras claves: Estrés, altas temperaturas, germinacion
in vitro, germinacion del polen, tomate,
Lycopersicon esculentum

seleccionar a nivel de poien, caracteres que se desean
en la planta (Ottaviano y Mulcahy, 1989).

Una estrecha correspondencia entre caracteres
expresados en el polen y en la planta, ha sido probada
en el tomate para bajas temperaturas (Zamir y Gadish,
1987), salinidad (Sacher et al., 1982), toxinas de After-
naria alternata f.sp. lycopersicl (Bino et al., 1988) y
toxicidad al aluminio (Searcy y Mulcahy, 1990).

Enelcasodelas altas temperaturas, se hademos-
trado la existencia de una estrecha relacién entre la
germinacion del polen in vitro y ailgunos caracteres
indicadores de la tolerancia al calor en la planta (Marta
Alvarez, 1982, y Weaver y Timm, 1989), asi como el
predominio de accién génica aditiva y una elevada
correlacion positiva para el porcentaje de germinacion
del polen in vitro y el porcentaje de fructificacion de la
planta (Marta Alvarez et al., 1982), lo cual constituye una
condiciénindispensable para el posible uso de la selec-
cién gametofitica en los programas de mejora genética
paradicho estrés.



En nuestro pais, con el fin de elevar {a tolerancia
del tomate a las condiciones de altas temperaturas y
humedad, se lleva a cabo la hibridacién durante el
periodo de invierno y la sefeccién a nive! de plantas,
durante los periodos de primavera y verano. Resulta de
interés conocer si tratamientos dados al polen previo a
la polinizacién tendrian un efecto positivo en la compe-
titividad de estos para efectuar la fertilizacion, lo cual
posibilitariaincorporar la seleccion de polen durante el
procesc de hibridacion y estudiar su efecto sobre la
progenie.

Es por ello que el objetivo de este trabajo fue
determinar primeramente a nivel in vitro, el efecto de la
aplicacién de diferentes tratamientos de calor al polen
en estadio de polen maduro (postmeidtico) sobre la
germinacion de este y el crecimiento del tubo polinico,
asi como escoger el momento mas adecuado para la
aplicacion del estrés y la magnitud o presion de selec-
cién a emplear en posteriores experimentos in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Se sembroé la variedad Campbell-28 (Lycopersi-
con esculertum Mill) y el tipo silvestre Nagcarian
(Lycopersicon escuientum var. cerasiforme), a razén
de 20plantas porcadauna, en macetas al aire libre que
contenian una mezcla de suelo Ferralitico Rojo com-
pactado (Hernandez et al., 1975) y materla orgénica
(3:1), el 4 de diciembre de 1990 y el 24 de noviembre
. de 1991, en el Instituto Nacional de Ciencias Agricolas.
El riegofue diarioy lafertilizacion asi como las atencio-
nes fitosanitarias se efectuaron segun lo establecido
por el Instructivo técnico del cultivo (Cuba. Ministerio
delaAgricultura, 1984).

El procedimiento para la germinacién in vitro con-
sisti6 en extraer el polen de cada flor mediante un
vibrador eléctricoy esparcirio sobre portacbjetos exca-
vados conteniendo el medio de germinacion propuesto
por Weavery Timm (1989). Estos se colocaron en cajas
pléasticas hermetizadas con papel de filtro humedecido
en su interior y se dejaron transcurrir airededor de 18
horas antes de realizar la tincién con cotton blue en
lactofenol.

Se efectuaron seis muestreos de cincofloresen el
momento de la antesis para cada tratamiento. Los tra-
tamientos de calor se aplicaron en una incubadora con
temperatura controlada (+ 2°C): a) las ramas florales
se sumergieron en beaker con agua a temperaturas de
40, 45, 50, 55 y 80°C por 80 minutos; posteriormente se
extrajo el polen y se coloc a germinar a 23°Cy b) se
extrajo el polen y se colocé a germinar a 35°C por 30,
60,90, 120y 180 minutos, colocAndose posteriormente
a23°C.

En todos los casos se utilizd como control el polen
germinado a 23°C el dia que fue colectado.

Paraevaluar el porcentaje de germinacién se con-
taron 200 granos de polen en diferentes campos de
cadapreparacion, siendo considerados como capaces
degerminaraquellos que emitieron el tubo polinicocon
una longitud al menos igual al dldmetro del mismo. Se
utilizé un microscopio Karl Zeiss con 40x aumentos,
adicionandose un micrometro ocular (15x) para medir
la longitud del tubo polinico a 30 granos de polen
escogidos al azar en cada preparacion.

Con el objetivo de conocer a qué temperatura se
produjeron las mayores diferencias entre la variedad
Campbell-28 y Nagcarlan, se determiné la prueba t de
Student paracadatratamiento de calor, previa transfor-
macién de los porcentajes a arcoseno % (Snedecor y
Cockran, 1967).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los tratamientos de calor durante 90 minutos pre-
vios a la germinacién (a), comenzaron a afectur e!
porcentajede germinacién del polen a partir de los 40+
(Figura 1), fundamentalmente en la variedad
Campbel!-28.

Es de destacar que no se detectaron diferencias
enel porcentaje de germinacion del polen de Nagcarlan
y Campbeli-28 en el control, lo cual era de esperar:s,
ya que estos se formaron y desarrollaron durante et
invierno en que las condiciones climaticas fueron pro-
picias; sin embargo, se observ6 una marcada difere-
ciacién varietal cuando se les aplicé el tratamiento de
45°C, previo a la germinacion, a partir del cua! esta
diferercia disminuy6, hasta que desaparecié con el
tratamiento de 60°C. que afecté a ambas varledades en
magnitudes estadisticamente similares.

Es notable que a pesar de ins bajos porcentajes
de germinacién obtenidos con ei tratamiento de 60°C,
se obtuvieron semillas viables cuando se polinizé con
polen tratado a esa temperatura (Marta Alvarez, 1993,
resultados no publicados). Resultados similares fueron
obtenidos por Rao, Jain y Shivanna (1992), quienes
aplicaron tratamientos mas drasticos a polen de Bras-
sica (60°C durante cuatro horas}, los cuales afectaron
la germinacion del poleny lalongitud del tubo polinico,
aunqueconservaron su capacidad para germinar sobre
el estigma y producir frutos con semillas. El hecho de
que determinados tratamientos afecten la germinacién
ylalongitud del tubo polinicoin vitroy no asi su fertilidad
in vivo, fue planteado por Janssen y Hermsen, 1876,
citados por Fernandez (1980), quienes argumentaron
que la germinacion in vitro es una medida cuantitativa
que, enocasiones, subestima la fertilidad real del polen,
yaque notodos los granos capaces de germinar sobre
el estigma, tendrian Ja facultad de hacerlo en el medio
de cultivo in vitro, aunque esto no constituye de por si
un obstaculo para su utilizacidon como indicador de la
calidad del polen.

En cambio, los tratamientos de calor dados al
polen no afectaron de igual forma la longitud del tubo
polinico (Fig. 2), afectAndose este caracter a partir de
los 45°C y, en el resto de los tratamientos, las diferen-
cias varietales se mantuvieron o disminuyeron, aunque
debetenerse en cuentaque la fongitud del tuba polinico
deestas variedades difirid en aproximadamente 100um
en el control,

Una de las recomendaciones de Zamir (1983},
trabajando a bajas temperaturas, fue aplicar la presién
de seleccién al polen durante lagerminaciony el desa-
rrollo del tubo polinico, lo cual se corrobor6 con los
resuitados de este trabajo, en que se encontraron dife-
rencias muy notables cuando el calor se aplicé durante
el proceso de germinacion in vitro, con el tratamiento
de35°C apartirde los 80 minutos (Figura 3), ocurriendo
la mayor diferenclacion a los 80 y 90 minutos, siendo
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Figura 2. Efecto de diferentes tratamientos de calor sobre la longitud del tubo polinico



esta de una mayor magnitud que cuando el caior se
aplicé previo a la germinacién, por lo que esta fase
parece ser mas susceptibie al estrés provocado por las
altas temperaturas. De igual forma que con los trata-
mientos previos a la germinacién (a), el calor aplicado
durante la germinacion afecté en mayor medida el
porcentaje de germinacién en la variedad Campbell-28
que en el tipo silvestre Nagcarlan.

En cuanto al crecimiento del tubo polinico, se
observo primeramente un incremento en la longitud de
este en ambas variedades, fundamentaimente en el
tratamiento de 30 minutos, a partir del cual disminuyé
gradualmente con el tiempo, aunque en menor magni-
tud que el porcentaje de germinacién (Fig. 4).

Entrabajos anteriores (Marta Alvarez et al., 1993),
se comprobd que el polen de Nagcarlan tuvo mayores
germinacién y crecimiento del tubo polinico que el de
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Figura 3. Efecto de tratamientos de calor durante la germinacion /n vitro sobre
el porcentaje de germinacion del polen

Longitud del tubo polinico wm)

1000‘1
800
600 |
400

200

AMHMHHITHIITDGDGSS
A T T

c 30 &0

ndl

90 1200 150 180

Tiempos de tratamiento de calor a 35°C
B CAMPBELL-28 /4 NAGCARLAN
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lavariedad Campbell-28, cuando su formacién y desa-
rrollo tuvieron lugar en condiciones de altas temperatu-
ras y humedad propias de los meses de verano; asimis-
mo, con los resultados de este trabajo se ha probado
que aunque estos se hayan desarrollado en condicio-
nesfavorables, con porcentajes de germinacién simila-
res In vitro, los tratamientos de calor aplicados en
estadio de polen maduro (posmelético) afectaron en
mayor magnitud el polen de la variedad Campbell-28
que el del tipo silvestre Nagcarian, lograndose con
determinados tratamientos una alta diferenciacién va-
rietal, sobre todo durante el proceso de germinacion.

Se puso de manifiesto, asimismo, que el porcen-
taje de germinacién del polen fue mas afectado por el
calor que la longitud del tubo poiinico. Con relacién a
esto, Du Bey (1981) y Chancy y Strickland (1984),
citados por Walters y Martens (1987), consideraron el
porcentaje de germinacion del polen como una medida
importante, paravalorar el efecto de la toxicidad causa-
da por agentes contaminantes y la longitud del tubo
polinico como una medida adicional.

A partir de los resultados obtenidos, se estainves-
tigando el efecto de algunos de estos tratamientos
previo ala polinizacion y su posterior repercusiéon en la
progenie, lo cual permitira conocer si 2s efectivo este
tipo de tratamiento como forma de seleccion a nivel de
polen, asi como el establecimiento de métodos de
screening de variedades por su tolerancia al calor,
utilizando los tratamientos que ocasionan una mayor
diferenciacion varietal, lo cual reviste una gran impor-
tancia para el estudio del germoplasma y los trabajos
de mejoramiento genético que se vienen desarrollando
en nuestro pais.
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En el Institino Nacional de Ciencias Agricolas (INCA) se

ha probado, en condiciones experimentales, que el cultivo del
tomate es capaz de desarrollarse y producir satisfactoriamente,
con sdlo aplicarle el riego hasta los 15 o 20 dias despues de
trasplantadas las posturas. Una vez que las plantas se estable-
cen en el campo y se le suspende el riego, éstas logran adaptar-
se bien y alcanzar rendimiertos buenos, manteniendo una bue-
na calidad de la cosecha.

La aplicacion correcta de este logro cientffico permite
ademas, mejorar la calidad externa e interna de los frutos. dismi-
nuye la incidencia de plagas, enfermedades y de la vegetacion
espontanea; asi como un considerable ahorro de agua. combus-
tible y fuerza de trabajo cque pueden ser utilizadas con otros fi-
nes en la agricultura

Sin embargo. es oportuno senalar que para obtener resul-
tados optimos es necesario garantizar una buena preparacion
del suelo, posturas de alta calidad y sobre todo, desarrollar una
correcta labor de trasplante.
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