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RESUMEN GENERAL

La presente investigacion se llevo a cabo en la Universidad de Cordoba, Monteria;
El objetivo fue determinar la viabilidad del polen de frijol caupi colectado a
diferentes horas del dia en los semestres agricolas A y B de 2019, la receptividad
estigmatica, la conservacion de polen en bajo las condiciones de nevera y cuarto
frio y evaluar dos métodos de hibridacion en frijol caupi. La viabilidad del polen se
realiz6 mediante pruebas con acetocarmin y sal de tetrazolium, la receptividad del
estigma se determind con peréxido de hidrogeno. Se evalud el porcentaje de
granos de polen viable e inviable, el tiempo de reaccion del estigma al perdxido de
hidrogeno y el porcentaje de cruzamientos viables. El disefio utilizado fue
completamente al azar con arreglo factorial; para viabilidad del polen a diferentes
horas (2 test, 3 genotipos y 4 horas de colecta) con tres repeticiones (plantas);
para receptividad del estigma (3 genotipos y 4 horas en el dia) con tres
repeticiones (flores) para cada ambiente; para el almacenamiento de polen (2
ambientes, 3 tiempos de almacenado y 3 genotipos) con cuatro (4) repeticiones
por tratamiento. El polen colectado a diferentes horas del dia en los genotipos
evaluados en los semestres agricolas promedio A y B de 2019, el cultivar que
presentd mayor porcentaje de polen viable fue Caupicor 50 (93,89% y 94,61%).
De acuerdo con el tiempo de reaccion del estigma al peréxido de hidrogeno, las
polinizaciones controladas que se realicen entre las 7:00 y 9:00 am en campo y
entre las 3:00pm y 5:00pm en casa malla tendran mayor probabilidad de generar
vainas y semillas. EI método de hibridacién, emasculando y polinizando en la
mafana de 7:00 a 10:00 am, en los dos ambientes se registraron los mayores
porcentajes de cruzamientos viables. Las condiciones de temperatura en cuarto
frieron (T = 1,1 + 0,5°C) y nevera (T = 5,6 £ 1,0°C), permiten mantener por 12 dias
la viabilidad del polen de frijol caupi con promedios superiores al 70%,

considerados optimos para la polinizacion artificial.

Palabras clave: hibridacion, test de viabilidad, conservacion.
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GENERAL ABSTRACT

The present investigation was carried out at the University of Cordoba, Monteria;
The objective was to determine the viability of the cowpea pollen collected at
different times of the day in the agricultural semesters A and B of 2019, the
stigmatic receptivity, the conservation of pollen under the conditions of a
refrigerator and cold room and to evaluate two hybridization methods. in cowpea
beans. The viability of the pollen was performed by tests with acetocarmin and
tetrazolium salt, the receptivity of the stigma was determined with hydrogen
peroxide. The percentage of viable and non-viable pollen grains, the reaction time
of the stigma to hydrogen peroxide and the percentage of viable crosses were
evaluated. The design used was completely randomized with factorial
arrangement; For pollen viability at different times (2 tests, 3 genotypes and 4
hours of collection) with three repetitions (plants); for stigma receptivity (3
genotypes and 4 hours in the day) with three repetitions (flowers) for each
environment; for pollen storage (2 environments, 3 storage times and 3 genotypes)
with four (4) repetitions per treatment. The pollen collected at different times of the
day in the genotypes evaluated in the agricultural semesters A and B of 2019, the
cultivar that presented the highest percentage of average viable pollen was
Caupicor 50 (93.89% and 94.61%). According to the reaction time of the stigma to
hydrogen peroxide, controlled pollinations that take place between 7:00 and 9:00
am in the field and between 3:00 and 5:00 pm at each mesh will have a greater
probability of generating pods and seeds. The hybridization method, emasculating
and pollinating in the morning from 7:00 to 10:00 am, the highest percentages of
viable crosses were recorded in the two environments. The temperature conditions
in a cold room (T = 1.1 + 0.5°C) and refrigerator (T = 5.6 £ 1.0°C), allow the
viability of cowpea bean pollen to be maintained for 12 days with averages higher
than 70%, considered optimal for artificial pollination.

Keywords: hybridization, viability test, conservation.
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1. INTRODUCCION GENERAL

El género Vigna pertenece a la familia Fabacea, que comprende mas de 200
especies distribuidas en el mundo, de las cuales las de mayor importancia agricola
son V. radiata, V. mungo, V. angularis, V. subterranea, V. aconitifolia, V. umbellata
y V. unguiculata (Fery, 2002). Esta ultima especie, se conoce como frijol caupi, y
su centro de origen es Africa, aunque se desconoce la regién exacta (Xiong et al.,
2016; Carvalho et al., 2017). Se cultiva principalmente en regiones tropicales y
subtropicales del mundo (Boukar et al., 2013), por lo que es una de las cinco

leguminosas mas importantes para consumo humano (Smykal et al., 2015).

Es tolerante a la sequia, presenta buena capacidad de fijacién de nitr6geno y se
adapta a diferentes sistemas de cultivo (Goncalves et al.,, 2016), que la hace
importante en la seguridad alimentaria y nutricional y, proporciona la principal
fuente de proteinas a millones de personas en los paises en desarrollo (Singh,
2014), los granos de caupi contienen entre 20% y 30% de proteina en peso seco
(Boukar et al., 2011; Fall et al.,, 2003) y son ricos en carbohidratos (63%)
(Menssen et al., 2017), por lo que es un cultivo econdmicamente rentable para los
pequefos agricultores (Segura et al.,, 2013), ya que proporcionan nutrientes y
dietas equilibradas y brindan seguridad nutricional con un uso minimo de recursos
(Keatinge et al., 2012).

Las especies pertenecientes al género Vigna exhiben una serie de atributos que
las hacen particularmente valiosas para su inclusion en muchos tipos de sistemas
de cultivo en zonas tropicales y subtropicales. Se pueden cultivar con éxito en
entornos extremos (Ej., altas temperaturas, poca lluvia y suelos pobres) con pocos
insumos (Boukar et al., 2018). Muchas de estas especies producen multiples
productos comestibles, y estos productos proporcionan a los agricultores de
subsistencia un suministro de alimentos durante la temporada de crecimiento, asi

como semillas secas que son faciles de almacenar y transportar. Por ejemplo, las
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puntas tiernas de brotes y las hojas de caupi se pueden consumir tan pronto como
las plantas alcanzan la etapa de crecimiento vegetativo y las vainas y las semillas
inmaduras se pueden consumir durante la etapa de fructificacion. Las semillas
secas cosechadas de todos los cultivos de Vigna se pueden consumir
directamente, y las semillas de varios de los cultivos se usan comiunmente para
hacer harina. Los residuos vegetales pueden usarse como forraje para animales
de granja. Los productos alimenticios de Vigna exhiben muchos atributos
nutricionales excelentes y estos productos proporcionan un complemento
necesario en las dietas compuestas principalmente de raices, tubérculos o

cereales (Fery, 2002).

En todo el mundo se producen anualmente alrededor de 6.5 millones de toneladas
métricas de caupi en aproximadamente 14,5 millones de hectareas (Boukar et al.,
2016); con un rendimiento promedio de 567,6 kg ha?, ocupando un lugar
preponderante en la alimentacion de la poblacion de algunos paises en desarrollo,
especialmente en Africa, donde fueron sembradas en el 2016, 12.079.473 ha, con
un volumen de producciéon de 6.739.689 t y rendimiento promedio de 557,9 kg ha
1 lo cual hace al continente africano como el principal productor del mundo (FAO,
2017). En Colombia el area cultivada para 2015 fue de 14.000 hectareas con
rendimiento promedio de 600 kg ha, especialmente en el Caribe colombiano, en
parcelas que oscilan entre 1.000 y 10.000 m? (Araméndiz et al., 2016). Sin
embargo, se han reportado producciones en algunas variedades evaluadas por la
Universidad de Cérdoba y Agrosavia, que presentan rendimientos promedios de
1.200 a 1.465 kg ha' (Araméndiz et al., 2016; Aguirre, 2009).

Es un cultivo que en Colombia esta faciimente al alcance de la poblacién mas
necesitada, tanto en las zonas rurales donde se produce y consume y, en muchos
casos es fuente de ingresos econOmicos importante para los pequefos
agricultores, como en las zonas urbanas marginales donde las dietas son a

menudo deficientes (Heredia et al., 2007). Este cultivo es altamente consumido
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tanto en Colombia como a nivel mundial, ya que proporciona una fuente barata de
proteinas (Alghali, 1991) y fibra dietética, carbohidratos, vitaminas y fitoquimicos
(Devi et al., 2015; Rawal et al.,, 2019), para la subsistencia de millones de
personas relativamente pobres en paises menos desarrollados y que en casi todos
los paises productores, su produccién forma parte de los cultivos tradicionales, y

su explotacién es principalmente para autoconsumo (Murillo et al., 2000).

En los ambientes donde se cultiva el frijol caupi en el Caribe Hiumedo, diversos
factores contribuyen a la inestabilidad de la produccion, como manejo agronémico,
calidad de la semilla, plagas, enfermedades, irreguladidad de lluvias y condiciones
climaticas entre otros, que inciden en el sistema de produccién (Azevedo et al.,
2015). Por estas razones, la respuesta de las plantas al incremento en la
temperatura ambiental y al calentamiento global ha alcanzado las agendas
sociales y politicas del mundo, porque el suministro sostenible de alimentos es
crucial para la seguridad alimentaria de las sociedades, que para el 2050,
demanda un incremento del 70% de la produccion actual (Powell et al., 2012;
FAO, 2016).

Poco se conoce de la biologia reproductiva del frijol caupi en nuestro medio; estos
conocimientos son indispensables para ser utilizados en programas de
mejoramiento genético que contemplen la realizacion de polinizaciones o
cruzamientos dirigidos, y poder aumentar la posibilidad de éxito de la fecundacion.
Los resultados brindaran la posibilidad de utilizar métodos rapidos, sencillos y
confiables que hacen de estos indicadores herramientas Gtiles en los programas

de mejoramiento de frijol caupi.

Los procesos reproductivos, juegan un papel crucial en la adaptabilidad de las
plantas al ambiente multivariado. El conocimiento de estos procesos clave puede
resultar util para proporcionar insumos utiles para abordar los desafios actuales,

que afectan directa o indirectamente el funcionamiento de los ecosistemas
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(Shivanna, 2020). Al dilucidar las estrategias reproductivas de las especies
vegetales, es posible predecir su capacidad de supervivencia y tomar las medidas

adecuadas para su conservacion (Bernardello et al., 2001).
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2. DEFINICION DEL PROBLEMA

El aumento de la productividad agricola de una manera ambientalmente
sostenible, en un contexto de cambio climatico, es un gran desafio (Semedo et al.,
2018), aun mas porque la seguridad alimentaria mundial puede estar en peligro
(DaMatta et al., 2010; Reguera et al., 2012; Bita y Gerats, 2013). Mas aun, por la
creciente dependencia de los seres humanos de menos del 1% de las especies de
plantas comestibles, junto con los efectos adversos del cambio climatico y la
escasez de recursos (Massawe et al., 2016; Cheng, 2018). Se espera que la
poblacién mundial actual aumente de 7.6 a 9.800 millones de personas para 2050,
lo que aumentard la demanda de energia y alimentos (FAO, 2011). En este
contexto, la produccion mundial de alimentos deberia aumentar aproximadamente
un 60 a 70% (Powell et al., 2012; FAO, 2016), incluyendo los cultivos basicos en
aproximadamente un 43% (Powell et al., 2012). Nuestra capacidad para generar
suficiente rendimiento de cultivos para la seguridad alimentaria y nutricional, esta
cada vez mas comprometida por la expansion de la poblacion humana, la
competencia por el uso de la tierra, la pérdida de biodiversidad y el cambio
climatico global (Pachauri et al., 2014). Los cambios climaticos previstos presentan
desafios para la productividad agricola futura, ya que la mayoria de las especies
cultivadas exhibiran una reduccion severa del rendimiento bajo temperaturas mas
altas (Lohani et al., 2020). A nivel mundial la temperatura ambiental se ha
incrementado gradualmente en los ultimos 150 afios, como consecuencia de la
actividad humana y la emision de gases con efecto invernadero (Jones y Moberg,
2003; Wahid et al., 2007). La tasa de calentamiento global en los dltimos cien
afos, produjo un incremento de las temperaturas minimas y maximas de 1,86 y
0,88 °C, respectivamente (Easterling et al., 1997). Se ha informado que para 2100,
el aumento de la temperatura promedio global en el escenario de emisiones mas
bajas sera de 1,0 °C y en escenario de emisiones mas altas de 3,7 °C (Pachauri et
al., 2014). Se proyecta que los efectos del cambio climético incluiran

modificaciones de los ambitos ecoldgicos y geograficos donde se distribuyen las
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plantas, la zonificacion agricola y las épocas de siembra; irregularidades que
representan amenazas potenciales para la produccion agricola y que cambiaran
las prioridades actuales del mejoramiento genético (Long y Ort, 2010), en especial
en las regiones tropicales célidas, donde la temperatura es un factor determinante
en el rendimiento de los cultivos (Challinor et al., 2007) y la calidad de las semillas
en leguminosas (Ruelland y Zachowski, 2010). Todo lo anterior provocara una falla
en la satisfaccion de la demanda mundial de alimentos de la poblacion en rapido

crecimiento (Pachauri et al., 2014).

Las plantas cultivadas son sensibles a las variaciones del clima, las temperaturas
del aire cercanas al 6ptimo favorecen el crecimiento de las plantas, mientras que
las temperaturas bajas lo limitan de manera importante; temperaturas altas, de
manera constante durante varios dias, pueden ser muy perjudiciales, afectando la
floracion, el desarrollo reproductivo masculino en plantas superiores en todas las
etapas de crecimiento (Bita y Gerats, 2013; Sage et al., 2015) y la viabilidad del
polen (Hinojosa et al., 2019); ademas, producen un menor numero de semillas
debido a la esterilidad masculina, que impide la fertilizacién de los 6vulos en la
mayoria de los cultivos de leguminosas, incluyendo frijol comun (Gross y Kigel,
1994; Monterroso y Wien, 1990), el caupi (Ahmed et al., 1992), frijol chino (Warrag
y Hall,1984), guisante de campo (Jiang et al., 2015), frijol mungo (Bindumadhava
et al., 2017) y soja (Djanaguiraman et al., 2013).

La produccién de frijol se enfrenta a una serie de restricciones que son bidticas y
abidticas que resultan en un bajo rendimiento de grano y forraje. Se ha establecido
que el estrés por calor durante las etapas reproductivas conduce a una pérdida
considerable de rendimiento y calidad de la semilla. El estrés por calor durante la
pre-antesis y el desarrollo reproductivo da como resultado una reduccién en la
fertilidad de las flores, lo que se traduce en un menor numero de semillas
(Bheemanahalli et al., 2019; Kumar et al., 2017). El caupi es una especie valiosa

para el cultivo a medida que los efectos del cambio climatico global se vuelven
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mas pronunciados, por su tolerancia a suelos de baja fertilidad y a un amplio rango
de pH del suelo, asi como la adaptacién del caupi a las altas temperaturas y la
sequia (Hall, 2004). Las regiones donde el caupi es muy cultivado, como el Africa
subsahariana, se superponen con areas que se prevé que sufrirdn una mayor

inseguridad alimentaria debido al cambio climatico (Ahdoot y Pacheco, 2015).

Las condiciones cambiantes del clima influyen directamente en la biologia floral de
algunas especies; es por ello, que las altas temperaturas afectan negativamente la
iniciacion de la flor, la viabilidad del polen (la germinacion y el crecimiento del tubo
polinico), la receptividad del estigma, la viabilidad del 6vulo, el tamafio del 6vulo, la
fertilizacion, composicion de la semilla, el llenado del grano y calidad de la semilla
(Barnabds et al., 2008). En tanto que, el frijol caupi y otros cultivos importantes en
la regidn del Caribe himedo, a pesar de su importancia econémica y social, han
recibido relativamente poca atencién desde el punto de vista de la investigacion;
en especial lo relacionado con la viabilidad de polen, por lo que se plantea realizar

la siguiente investigacion.
La presente investigacion pretende resolver ¢Qué efecto tiene la temperatura y

humedad relativa en la viabilidad del polen de frijol caupi (Vigna unguiculata L.

Walp), bajo condiciones de Monteria?
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3. GENERALIDADES DE LA TEMATICA

3.1. ASPECTOS GENERALES DE FRIJOL CAUPI

3.1.1. Origen y Clasificacion. El frijol caupi (Vigna unguiculata L. Walp) es
originario de Africa (Litzenberger, 1991), los centros de diversidad genética estan
ubicados en Africa e India (Phansak et al., 2005). Africa es el continente donde
mas se cultiva, aunque también se realiza extensivamente en América Latina y sur
este de Asia (Boukar et al., 2018). Estudios realizados por Coulibaly et al. (2002),
concluyeron que la especie silvestre se origind en Africa oriental y por ende, la
domesticacion deberia haber ocurrido en el noreste de Africa y la planta
domesticada probablemente se disperso hacia el oeste de Africa. Segin Ng y
Padulosi (1988), Africa occidental parece ser el centro de la diversidad de formas
cultivadas; el caupi en estas regiones podria haber sido domesticado junto con el
sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) y el mijo perla (Pennisetum glaucum (L.) R.
Br.), en el tercer milenio antes de Cristo (Huynh et al., 2013).

La taxonomia del caupi ha sido establecida por Pasquet y Padulosi (2012) como
Dicotiledonea perteneciente al orden Fabales, familia Fabacea, subfamilia
Faboideae, tribu Phaseoleae, subtribu Phaseolinae, género Vigna y seccion
Catjang. Todo el caupi cultivado se agrupa bajo V. unguiculata subespecie
unguiculata. También hay cinco subespecies silvestres: ssp. dekindtiana, ssp.
protracta, ssp. pubescens, ssp. stenophylla y ssp. tenuis. V. unguiculata ssp.
dekindtiana var. spontanea se encuentra cominmente en todo el Africa
subsahariana y se cree que es el progenitor del frijol domesticado (Pasquet y
Padulosi, 2012). Fabacea es la tercera familia mas grande de plantas con flores y
la segunda en importancia econémica (Parvin et al., 2020), entre las especies
cultivadas se puede citar el frijol comun, caupi, mani y soya (Souza y Lorenzi,

2008). V. unguiculata presenta una tasa media de cruzamiento natural, que puede
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variar de acuerdo con el cultivar, las condiciones ambientales y, mas
particularmente con la poblacion de insectos visitantes, especialmente las abejas
(Teofdlio et al., 2001; Rizzardo, 2007).

El caupi cultivado se basa en cinco grupos llamados (Cultigroups), a saber;
unguiculata, que es la forma comuan; sesquipedalis, se encuentra principalmente
en Asia y se caracteriza por sus vainas muy largas que se consumen como un
frijol verde; textiles, que se encuentra en Africa occidental y que se utiliza para
fibras que se obtienen de sus largos pedunculos; melanophtalmus, con semilla de
testa fina y, a menudo arrugada; biflora, que se caracteriza por pequefias vainas
erectas y se encuentra principalmente en Asia. Debido a su importancia
economica, el caupi, Vigna unguiculata, puede considerarse como la principal
especie africana dentro del género Vigna. Incluye el caupi domesticado en sus
diferentes formas (llamados grupos de cultivares), su progenitor silvestre y pocos
taxones estrechamente relacionados (Westphall, 1974; Marechal et al., 1978; Ng y
Marechal, 1985).

3.1.2. Requerimientos de la planta. El frijol caupi es una planta rustica que se
adapta a una gran diversidad de suelos, puede tolerar la acidez (pH 5,5 a 6,6)
pero no la alcalinidad, salinidad, ni suelos con mal drenaje. Prospera bien en
suelos ligeros, bien drenados, profundos, de fertilidad media a alta. Es un cultivo
que puede prosperar en temperaturas entre los 18°C y los 40°C, presentando un
oOptimo crecimiento en temperaturas entre los 20°C y 35°C (Alban, 2012);
temperatura superior a 35 °C reduce el rendimiento (Alidu, 2018). La cantidad de
horas luz optimo oscila entre las 8 a 14 horas, la reduccion de estas horas induce
a poco desarrollo de la planta y crecimiento rastreo de la misma; a su vez es un
cultivo resistente a periodos de sequia, pero no tolera periodos largos de
humedad, excesos de esta ocasionan proliferacion de enfermedades a nivel de
planta, manchado de los granos, y algunas veces tanto la falta como exceso de

esta en época de floracion ocasiona caida de las flores (Alban, 2012).
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3.2. BIOLOGIA FLORAL DEL FRIJOL CAUPI

El caupi es una especie autdgama, y por lo general la polinizacién de flores ocurre
antes de que abran (Ige et al., 2011). El recinto del pistilo y estambre dentro de la
quilla mejora la autopolinizacion; la literatura ha reportado tasas de exogamia de
hasta 2% (Suso et al., 2015; Fatokun y Ng, 2007). Los granos de polen son
transferidos desde la antera al estigma y por lo tanto se produce la polinizacion
(lge et al., 2011). En las flores de caupi, las anteras liberan polen durante la
primera mitad de la noche cuando estas aun estan cerradas (Ladeinde y Bliss,
1977), el polen es pegajoso y pesado. La cuticula que protege la superficie
estigmatica se rompe y libera un exudado estigmatico durante la segunda mitad de
la noche, momento en el que puede comenzar la autofecundacion.
Posteriormente, la flor se abre temprano en la mafiana y luego se cierra a ultima
hora de la mafiana (OECD, 2016).

Estudios realizados por Rocha et al. (2001), indican que la inflorescencia del frijol
caupi se forma a partir de un eje central que consiste de un racimo modificado con
6 a 8 pares de yemas florales. Los pares de yemas florales estan dispuestas de
forma alterna, en una sucesion acropetala en un eje entumecido denominado
cojin. Las flores son perfectas, zigomorfas y se distribuyen en pares en el racimo,
en el extremo del pedunculo, el cual se desarrolla a partir de la axila de la hoja. El
caliz es pentdmero, persistente y gamosépalo, pudiendo variar de completamente
verde a completamente morado. La corola es pentdmera y dialipétala. EI mayor
pétalo se denomina estandarte y se encuentra en la parte posterior de la flor.
Durante la antesis, el estandarte es el Unico pétalo que se abre completamente.
Las otras cuatro permanecen en la misma posicion que ocupaban anteriormente
en la yema. Los dos pétalos laterales, denominados alas, cubren los pétalos
inferiores. El estandarte y las alas pueden variar el color, de completamente
blanco a completamente morado. Los dos pétalos inferiores se funden y forman la

quilla, que es recta y de coloracion blanca, independientemente del color de los
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otros pétalos. El androceo se compone de diez estambres, siendo uno libre y
nueve unidos (diadelfos). La antera es libre con dehiscencia longitudinal. El
gineceo presenta un ovario multilocular. El estilo es piloso del lado interno y el

estigma es oblicuo (Poonia et al., 2018).

De acuerdo con Rocha et al. (2001), en investigacion realizada sobre la biologia
floral del frijol caupi en Brasil (Teresina), la antesis se inicia con la dehiscencia de
las anteras y continla hasta la apertura completa del estandarte. La apertura de
las anteras se inicia alrededor de las 3:00 am y la de las flores se inicia alrededor
de las 5:30 am y se prolonga hasta las 9:30 am en estudios realizados en Brasil
(Cruz das Almas, Bahia) (Ribeiro et al., 2013). En dias nublados, las flores se
abren mas tarde, algunas incluso pueden permanecer cerradas. Segun Ige et al.
(2011), realizando estudios de biologia floral en el Estado de Ondo (Nigeria),
encontraron que la antesis se inicia el horario de 6:00 am - 6:30 am y se cierran
entre las 11:30 am a 12:00 m; cuando el clima es calido y seco, las flores se
cierran mas temprano en comparacion cuando el clima es frio y himedo. Después
de aproximadamente uno o dos dias de apertura y cierre, se marchita la flor y se
caen. Los estigmas son receptivos durante un periodo de tiempo corto y las flores

no fertilizadas se caen dentro de 24 horas después de la antesis.

Cada pedunculo desarrolla cominmente dos o tres vainas y las vainas difieren en
tamafo, forma, color y textura. Son cilindricas, aunque podrian ser rectas,
ligeramente curvas, curvas o enrolladas y, cuando maduran, el color puede variar
de amarillo a marrén o purpura oscuro (Timko et al.,, 2007). La subespecie 0
cultivar del grupo Sesquipedalis (mas comun en Asia) tienen vainas verdes muy
largas (40 - 100 cm) que son a menudo las que mas se usan como judias verdes;
los otros grupos tienen vainas estandar (10 - 25 cm). Las semillas difieren en
tamanfo y color, que van desde blanco, crema, verde, beige, rojo, marrén o negro y

puede ser en forma de rifion, ovoide, globosa o romboidal y son caracteristica por
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la presencia de un ojo, como resultado de las diferentes pigmentaciones que
rodean el hilum (IBPGR, 1983).

3.3. VIABILIDAD DE POLEN

La viabilidad del polen se refiere a la capacidad de los granos de polen para
realizar su funcion de transportar los gametos al saco embrionario después de una
polinizacion compatible (Marak y Wani, 2018). Los estudios relacionados con la
calidad del polen son de gran importancia en investigaciones relacionadas con la
reproduccién sexual, y especialmente en las condiciones del trépico calido y
hamedo. Son indispensables en la implementacion exitosa de programas de
mejoramiento genético y conservacion, al igual que permiten mejorar la eficiencia
de los cruzamientos en la reproduccion y asegurar una abundante produccién de

semillas (Dafni y Firmage, 2000; Pozzobon et al., 2015).

Las fallas en la formacion y desarrollo del polen son una causa primaria de
inviabilidad de especies o de cultivares. En este caso, la inviabilidad del polen
puede deberse a gametos no reducidos (de tamafio mas grande), o que no tienen
un namero cromosémico balanceado (de menor tamafio), que no permiten una
miosis regular. Las causas no genéticas que afectan negativamente al polen
incluyen la temperatura, la humedad, la fertilidad del suelo, las enfermedades, las

plagas y la edad (Delph et al., 1997; Razzaq et al., 2019).

La viabilidad de los granos de polen se puede determinar mediante métodos
directos como la induccién de in vitro (Dane y Ekici, 2011; Cuchiara et al., 2012;
Imani et al., 2011; Machado et al., 2014) e in vivo (Dane y Ekici, 2011; Rezaie et
al., 2011) germinacion o métodos indirectos basados en pardmetros citoldgicos
como la tincion (Cali¢ et al., 2013; Munhoz et al., 2008), como: el uso de diacetato
de fluoresceina (FDA) (Heslop-Harrison y Heslop-Harrison, 1970), colorante

fluorocromatico (FCR) (Van der Walt y Littlejohn, 1996), azul de algodon lactofenol
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(LPCB) (Bellusci et al., 2010), cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) (Mattson et
al., 1947; Sorkheh et al., 2011; Abdelgadir et al., 2012), o tincion con azul de
tiazolilo (MTT) (Khatun y Flowers, 1995) y la tincion de Alexander (Alexander,
1969).

Entre los métodos mas utilizados para evaluar la calidad del polen cabe destacar:
a) técnicas de tincion para observar el contenido citoplasmatico o integridad de la
membrana citoplasmatica como el carmin acético, orceina acética, etc., b) test
enzimaticos como la bencidina, sales de tetrazolio, etc., ¢) métodos combinados
gue permiten determinar la integridad de la membrana plasmatica y la presencia
de actividad enzimética para lo cual se usa la reaccion fluorocromatica mediante
diacetato de fluoresceina y d) test de germinabilidad (Rejon et al., 2010). Los tres
primeros son especificos para evaluar viabilidad y el dltimo indica la capacidad de
germinacion del polen (Rejon et al., 2010; Tuinstra y Wedel, 2000), por lo que la
eleccion de un método u otro dependera de la especie objeto de estudio, de la
correlacion entre viabilidad y germinabilidad y de los objetivos finales del trabajo

que se va a realizar.

La prueba de tinciébn con sales de tetrazolio, pertenece al grupo de las pruebas
citoldgicas, cuya caracteristica es entregar una indicacion colorimétrica de la
actividad metabdlica de los granos de polen luego de su rehidratacion. Esta
prueba permite indicar la presencia de enzimas funcionales como peroxidasa,
esterasa y deshidrogenasa (lborra et al., 1992; Neto et al., 2006; Munhoz et al.,
2008). Shivanna y Tandon (2014) y Vieitez (1952) acotan que en general las
soluciones neutras de tetrazolium incoloras son reducidas tomando color rojo
debido a la formacién de trifenil formazan reducido, en presencia de ciertos
sistemas enziméticos contenidos en las células vivas; el formazano se acumula en
el citoplasma del polen y le da un color rojizo al polen. La actividad enzimética
presente en el grano de polen esta asociada a la capacidad de germinacion del

polen. Varios autores han argumentado que la prueba con sal de tetrazolium es
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una estimacién confiable de la viabilidad del polen y proporciona resultados
cercanos a los obtenidos en las pruebas de germinacion in vitro (Huang et al.,
2004; Munhoz et al., 2008; Gowthami et al., 2019).

Como indicadores de la viabilidad del polen, a menudo se prefieren las pruebas de
tincidbn porque son mas rapidas y faciles en comparacion con la germinacion del
polen, pero tienden a sobreestimar la viabilidad y la germinacién real de los granos
de polen (Gaaliche et al., 2013). La idoneidad de la prueba de viabilidad depende
de la especie, ya que se han reportado diferencias para las técnicas de tincion
optimas (Riano y Dafni, 2000; Abdelgadir et al., 2012).

Segun Souza (2002), los indices de viabilidad del polen superiores al 70% se
consideran altos; entre el 31 y el 69% se consideran medios, mientras que los
indices inferiores al 30% se consideran bajos. La baja viabilidad del polen puede
indicar problemas reproductivos en las plantas, incluida la infertilidad, y posibles
problemas meidticos que dan como resultado diferentes grados de esterilidad
(Hister y Tedesco, 2016).

En resumen, la viabilidad del polen es importante en los programas de
mejoramiento porque la eficiencia de la autofertilizacion y la hibridacion depende
de un alto porcentaje de pélenes viables y, por lo tanto, aumentan las

posibilidades de éxito en los cruces (Techio et al., 2006).

3.4. RECEPTIVIDAD ESTIGMATICA

La receptividad floral juega un papel crucial en la dinamica de la polinizacion, el
éxito reproductivo y, en consecuencia, la produccion de frutos. El estigma es la
primera superficie del pistilo en entrar en contacto con el grano de polen, y su
adherencia a la superficie es seguida de hidratacion y germinacion. Luego, el

crecimiento del tubo polinico continta a través del estigma, estilo y finalmente
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ovario, donde ocurre la fecundacion del 6vulo (Hiscock y Allen, 2008; Losada y
Herrero, 2012).

La superficie receptiva del estigma puede contener proteinas extracelulares en
forma de pelicula (en caso de estigma seco) o una mezcla heterogénea de
biomoléculas en forma de exudados en caso de estigma humedo (Shakya y
Bhatla, 2018). En los estigmas de "tipo humedo", la superficie se caracteriza por
exudados que son una mezcla compleja de polisacaridos, proteinas y lipidos. En
los estigmas de "tipo seco", las papilas estdn cubiertas por una pelicula, una
cuticula y una pared celular proteinicas. El girasol tiene un tipo de estigma
semiseco en el que hay exudados en la base de las papilas (Shakya y Bhatla,
2010). La superficie en el tipo de estigma humedo, como en Nicotiana y Lilium, es
incapaz de discriminar entre granos de pélenes compatibles e incompatibles. Asi,
el polen de cualquier especie que caiga sobre la superficie del estigma se adhiere
a los exudados secretados durante la fase receptiva. Sin embargo, en plantas que
poseen un estigma de tipo seco, como Arabidopsis, la adhesion del polen es un
proceso muy especifico de la especie. Los componentes de exina median en la
adhesion del polen a las papilas estigmaticas. Esta adhesion es altamente
especifica de la especie ya que la fuerza de adhesién es mucho mas fuerte en la
polinizacidn intraespecifica en comparacion con la polinizacion interespecifica. Se
cree que los lipidos y las proteinas presentes en la interfase permiten cambios en
las propiedades de las papilas subyacentes que conducen al transporte de agua e
iones de las papilas estigmaticas, lo que da como resultado la hidratacién del
polen (Shakya y Bhatla, 2018).

La morfologia del estigma en las angiospermas es muy diversa, y varios estudios
han descrito caracteristicas estigmaticas anatomicas (Sigrist y Sazima, 2004;
Spinelli et al., 2005; Carmo-Oliveira y Morretes, 2009; Sage et al., 2009). Entre las
familias estudiadas en cuanto a la morfologia del estigma, cabe destacar las

leguminosas por su riqueza de especies (unas 19.000) y gran diversidad floral
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(Lewis et al., 2005). El estigma de sus representantes ha sido clasificado como
hamedo (Heslop-Harrison y Shivanna, 1977) o semiseco (Basso-Alves et al.,
2011), sin reportes de estigma de tipo seco. Recientemente Costa et al. (2014),
sostienen que el estigma debe clasificarse en seco, semiseco y humedo y
propusieron estandarizar la clasificacion del estigma de la siguiente manera:
estigma seco si no hay exudado en la anteséntesis o antesis; estigma humedo si
hay exudado que fluye libremente en la anteséntesis o antesis; y estigma
semiseco tienen caracteres intermedios entre el tipo de estigma himedo y seco.
Como el estigma seco, poseen una cuticula superficial que, sin embargo, no es
continua en la base de las papilas y, como el estigma humedo en la madurez,
poseen una pequefia cantidad de secreciones que contienen lipidos, carbohidratos
y proteinas (Hiscock et al., 2002; Sharma y Bhatla, 2013). Por lo tanto, para una
clasificacion precisa del estigma debemos tener en cuenta la morfologia, la fase
floral y los exudados. De acuerdo a esta clasificacion el género Vigna presentan

estigmas semisecos (Costa et al., 2014).

La interaccion polen-pistilo es un proceso fundamental en la biologia reproductiva
de las angiospermas. El contacto fisico entre el gametofito masculino (polen) y la
superficie receptiva del pistilo (estigma) y la guia posterior del tejido estilar y del
tubo polinico hacia el saco embrionario (gametofito femenino) implica una serie
compleja de interacciones celulares y moleculares (Shakya y Bhatla, 2018). La
superficie ornamentada del polen y el estigma, y las biomoléculas asociadas con
ellos, son cruciales para sus diversos caracteres y funciones (Edlund et al., 2004).
La ruptura de la capa de la cuticula se asocia con la producciéon de exudado de las
células epidérmicas que se acumula en los espacios intercelulares del tejido

estigmatico debajo de la cuticula de las células epidérmicas (Yi et al., 2006).
Las células del estigma encuentran diversas comunicaciones de célula a célula

entre el esporofito femenino y el esporofito masculino (polen). La receptividad se

define como la capacidad del estigma de capturar el polen por adhesion, dejarlo
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hidratar y en consecuencia germinar formando un tubo polinico (Sanchez et al.,
2004). Para permitir la germinacién exitosa del polen, se requieren una serie de
biomoléculas y minerales (Sharma y Bhatla, 2014) que participan en el
reconocimiento de especies, la adhesion del polen, la hidrataciéon del polen, la
autoincompatibilidad, el crecimiento del tubo polinico y la defensa de patégenos
(Allen et al., 2011). Hiscock et al. (2002), las esterasas no especificas tienen la
capacidad de hidrolizar los enlaces cruzados de los polisacaridos de la pared
celular y, por lo tanto, son importantes en el establecimiento y reorganizacion de
las paredes celulares. Desempefian un papel en la interaccion huésped-patdégeno
y en el metabolismo de los acidos grasos (Bikova et al., 1999). La perxoidasa de
clase Ill secretada hace que la descomposicion del peréxido de hidrogeno forme
un intermedio altamente oxidante que oxida una variedad de sustratos reductores
organicos e inorganicos en el estigma maduro (Mclnnis et al., 2006). Las
peroxidasas juegan un papel en la respuesta al estrés oxidativo, lignificaciones,
entrecruzamiento de componentes de la pared celular y defensa contra el ataque
de patégenos. Las peroxidasas de clase Il también pueden conducir a la
formacion de especies de oxigeno altamente reactivas (ROS), (Cosio y Dunand,
2009) que pueden desempefiar un papel en las vias de transduccion de sefales
gue conducen a la germinacion del polen/crecimiento del tubo polinico (Mclnnis et
al., 2006). Se ha detectado peroxidasa en el extracto de estigma de muchas
especies (Galen y Plowright, 1987). Muchos investigadores han evaluado la
receptividad del estigma sobre la base de la presencia de algunas enzimas,
particularmente esterasas y peroxidasas en la superficie del estigma (Dafni et al.,
2005).

3.5. CONSERVACION DE POLEN
La longevidad o viabilidad del polen se define como el polen almacenado que

conserva su viabilidad después de la conservacion a largo plazo (Vaknin y

Disikowitch, 2000). La facilidad de almacenamiento y envio de polen y el potencial
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para su uso inmediato brindan a los investigadores mayores opciones al disefiar
sus programas de reproduccion. Se han desarrollado métodos para la recoleccion
de polen, desecacion, pruebas de viabilidad y evaluacion de la longevidad para
muchas especies de interés, y han revelado la importancia critica para aumentar la
longevidad mediante el uso de polen de alta calidad desecandolo lo
suficientemente rapido y posteriormente almacenandolo a temperaturas muy bajas
(Volk, 2011). Varios informes han demostrado que el polen almacenado a bajas
temperaturas fue eficaz para la conservacion a largo plazo, como en Arabidopsis
(Daher et al., 2009), bromelias (Parton et al., 2002; De Souza et al.,, 2014),
pecanas (Peng et al., 2015), mango (Dutta et al., 2013) y lirio (Wang et al., 2004)

entre otras.

El almacenamiento a largo plazo de los granos de polen es un medio util para la
conservacion del acervo genético y para superar el aislamiento temporal y
espacial de las especies parentales en los programas de reproduccion. Hanna y
Towill (1995), informan que es posible almacenar el polen de muchas especies a
temperaturas entre 4 °C y -20 °C a corto plazo. Lo que puede ser adecuado para
Su uso en programas de mejoramiento. La viabilidad a largo plazo se puede
mantener almacenando el polen a temperaturas de -80 °C o con nitrégeno liquido
(-196 °C). La criopreservacion es un método eficaz de almacenamiento de polen a
largo plazo. En estas condiciones, todos los procesos metabdlicos de los sistemas
biologicos, incluido el polen, se detienen virtualmente, lo que permite el

mantenimiento de la viabilidad (Bhat et al., 2012).

Aunque el almacenamiento a baja temperatura es una forma eficaz de mantener la
viabilidad de muchas especies, la conservacién a largo plazo puede provocar una
disminucion de la viabilidad y la germinabilidad de algunas especies. Por ejemplo,
el polen almacenado en el congelador a -20°C y -30°C mostr6 una buena
germinacion, pero el tiempo de almacenamiento progresivo provoco la disminucion

gradual del porcentaje de germinacion en Pisum sativum L. (Perveen, 2007).
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Los principales factores que influyen en la vida util del polen incluyen
principalmente factores genéticos (variedad) (Mesnoua et al., 2018; Maryam et al.,
2017). Ademas, la edad del polen, el estado fisiologico de la flor y el contenido de
humedad del polen también afectan la viabilidad del polen durante el
almacenamiento (Rosell et al., 2006; Soares et al., 2008). Se ha informado que la
longevidad del polen aumenta cuando se almacena a bajas temperaturas y bajo
contenido de humedad (Akond et al., 2012; Dutta et al., 2013; Mortazavi et al.
2010). Para el polen tolerante a la desecacion, es fundamental que el polen se
seque a un contenido de humedad objetivo poco después de la cosecha (Volk,
2011). Las anteras o los granos de polen también se pueden secar sobre gel de
silice a temperatura ambiente (Parton et al., 2002). Martinez-Gémez et al. (2002)
desecaron con éxito el polen de almendras con gel de silice durante 48 horas a 22

°C para un almacenamiento a largo plazo.

El secado del polen debe ser realizado con cuidado, no permitiendo que la
temperatura exceda 28 °C (Argerich y Gaviola, 1995). El polen muy seco puede
reducir su capacidad germinativa por perder agua de constitucion; algunas
técnicas de eliminacién de la humedad de los granos de polen son: la liofilizacién
(Akihama et al., 1978) y la utilizacién de sustancias higroscépicas, como la silice
gel (Pereira et al., 2002), solucion de cloruro de sodio (Ferreira et al., 2010), u
otras, siempre que estén acondicionadas en recipientes que proporcionen la

condicién de vacio (desecador).

3.6. METODOS DE HIBRIDACION EN FRIJOL CAUPI

La hibridacion se define como la fusion entre gametos genéticamente diferentes, lo
gue da como resultado individuos hibridos heterocigotos para uno o mas loci. A
partir de la hibridacién, el objetivo de mejorar las especies autbgamas es obtener
individuos homocigotos para sucesivas generaciones de autofertilizacion. En la

poblacion segregante, se seleccionan individuos con las caracteristicas deseables
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de ambos padres. Las cepas provenientes de estos individuos son evaluadas en
pruebas comparativas de productividad, lanzandose como cultivares las

superiores comprobadas (Borém y Miranda, 2013).

Las flores del frijol caupi son perfectas y cleistbgamas; asi, cuando se abren a
primera hora de la mafiana, generalmente ya estan auto polinizadas (Kheradnam y
Niknejad, 1971). De este modo, la emasculacion antes de la apertura de las
anteras es imprescindible para la obtencién de cruces controlados. Sin embargo,
las flores del frijol caupi son relativamente grandes y tienen la quilla y el estigma
rectos, lo que facilita mucho el manejo de estos érganos en la hibridacion, mas

precisamente en la emasculacion (Freire Filho et al., 2014).

Hay al menos cuatro métodos usados en la hibridacion del frijol caupi, los cuales
han sido presentados por diferentes autores. Estos métodos difieren en cuanto a
la técnica y el momento de la emasculacion del boton floral, en cuanto a la
recoleccion y utilizacion del polen y en cuanto al momento de la polinizacion

(Freire Filho et al., 2014). Son los siguientes:

e En el método 1, segun Kheradnam y Niknejad (1971); Zary y Miller Junior
(1982), se utiliza polen de flores recogidas por la mafiana; los botones se

emasculan y polinizan la misma mafana.

e En el método 2, segun Rachie et al. (1975) y Zary y Miller Junior (1982), se
utiliza polen de flores recogidas por la mafana (flor abierta) y almacenadas en
refrigerador hasta su utilizacion en horas de la tarde. Al final de la tarde, los

botones florales se emasculan y se polinizan.
e En el método 3, segun Sen y Bhowal (1961), Ebong (1972), Rachie et al. (1975)

y Blackhurst y Miller Jr (1980), se utilizan botones florales emasculados al final

de la tarde del dia anterior a su antesis natural; el polen se recoge de flores en

39



antesis al inicio de la mafiana del dia siguiente y se realiza la polinizacion en los

botones emasculados.

e En el método 4, se utiliza polen de flores recogidas por la tarde (flores que
abrieron por la mafana y cerraron la tarde), los botones florales se emasculan y

se polinizan en la misma tarde.

Kumar et al. (1976) relatan que la emasculacion, para ser efectiva, debe ser hecha
20 horas antes de la apertura de la flor, sin embargo, emasculaciones realizadas
hasta 14 horas antes de la polinizacién han sido eficientes. Asi mismo, Blackhurst
y Miller Junior (1980) mencionan que el estigma, es receptivo un dia antes de la
antesis y hasta el mediodia del dia de la antesis, dependiendo de la temperatura y

la humedad relativa del aire.

Alburquerque et al. (2000), la falta de fecundacion de los 6vulos que se demoran
en alcanzar la madurez, probablemente tenga relacion con la degeneracion del
gametofito masculino (capaz de hacer crecer el tubo polinico) que tiene vida
limitada. También sugieren que este problema se produce debido a una falta de
sincronia entre el tiempo necesario para que el saco embrionario termine su

crecimiento y la vida util del tubo de polen, a las mismas temperaturas.

3.6.1. Emasculacién. En el frijol caupi ocurre protoginia y cleistogamia. De esta
manera, en la tarde que antecede a la apertura del boton floral, aunque el polen no
esté maduro, el estigma ya esta receptivo, y, a la mafiana siguiente, cuando las
flores abran, ya estaran polinizadas (Kheradnam y Ninejad, 1971). La edad de la
yema apropiada para la emasculacion esta indicada por la aparicion de la corola
justo encima del céliz. Las anteras inmaduras se pueden quitar facilmente en esta
etapa con un par de pinzas rectas o curvas con puntas bien finas (Poonia et al.,
2018). Es importante que se escojan botones florales bien formados y bien

desarrollados, que se manipulan sin que el estigma y el estilete sufran dafos y sin
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gue haya comprometimiento de la fijacion al racimo. Kheradnam y Niknejad (1971)
y Ebong (1972) presentaron una técnica que consistia en abrir el botdn floral por la
parte ventral, haciéndose luego una abertura en la quilla para la remocion de los
estambres y polinizacion. Rachie et al. (1975) presentaron una técnica que
consistia en un corte drastico del tercio final del boton floral, posibilitando la
exposicion completa del estigma y de los estambres, que eran removidos. Esta
misma técnica, en version revisada, fue presentada por Myers (1993) y por Tedfilo
et al., (2001). Con esta técnica, la polinizacion se facilita bastante, pero el botén
floral sufre un fuerte estrés, debido al corte de los pétalos y la total exposicion del

estigma, antes de la polinizacion y, principalmente, después de ella.

La técnica de emasculacion de Kheradnam y Niknejad (1971) y Ebong (1972) fue
perfeccionada en el centro experimental de Embrapa en Brasil (Freire Filho et al.,
2005), el cual también hizo la apertura del botén floral por la parte ventral con un
ligero corte longitudinal, pero sin la remocién de partes de los pétalos. Con esta
técnica, después de la emasculacion y la polinizacion, el estandarte y las alas
vuelven a la posicién original, recobrando el estigma y, consecuentemente,

evitando su exposicion (Freire Filho et al., 2014).

3.6.2. Preparacion de la flor masculina. En cualquiera de los métodos a ser
utilizados deben ser elegidos, para el suministro de polen, flores abiertas bien
formadas y bien turgidas, en las cuales las anteras ya liberaron el polen sobre el
estigma. Para obtener la exposicién del estigma de la flor dadora del polen, hay al
menos dos maneras: forzando el estandarte hacia atras y comprimir la quilla sobre
la base de la flor, lo que hara la exposicion del estigma a través de la abertura de
la parte superior de la quilla; en el caso de los pétalos de la flor, y en ese caso, es
necesario ser bastante cuidado para no desperdiciar el polen (Freire Filho et al.,
2014).
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3.6.3. Hibridacién artificial. Para que el proceso de la polinizacion ocurra, la
transferencia del polen al estigma debe suceder durante el periodo en que el
estigma se encuentre receptivo, en caso contrario, el polen no puede adherirse y

no puede germinar (Kearns e Inouye, 1993).

Dependiendo del método a utilizar, la polinizacion se puede hacer por la mafiana,
después de la recoleccion del polen (flor abierta), o el polen puede ser conservado
en refrigerador y la polinizacion hecha por la tarde, 8 a 10 horas después de la
recoleccion del polen (flor abierta). Para efectuar la polinizacion, se frota
ligeramente el estigma de la flor donadora, recubierto de polen, sobre el estigma
de la flor receptora, emasculada. Con esta operacion, el polen de la flor donante
se deposita sobre el estigma de la flor receptora, y esta hecha la polinizacién.
Segun Poonia et al. (2018), la polinizacion se realiza frotando suavemente las
anteras maduras contra el estigma de las flores femeninas o emasculadas. Ehlers
y Hall (1997), informa que se debe tener cuidado en el momento de la
emasculacion, cuidando que las anteras no se rompan, lo que podria resultar en
autopolinizaciéon ya que el estigma es receptivo en este momento. Las flores
emasculadas se dejan sin cubrir y se etiquetan para su facil identificaciéon a la
mafana siguiente. La polinizacién se logra tomando flores abiertas del progenitor
masculino deseado y cepillando el polen de las anteras y el estilo del progenitor
masculino sobre la flor emasculada. Se deben elegir las flores que estan
derramando abundante polen. Las polinizaciones realizadas después de las 10:00

am son menos exitosas que las polinizaciones realizadas entre las 7:00 -10:00 am.

La tasa de pegamento del cruce depende de muchos factores; Kheradnam y
Niknejad (1971) llamaron la atencion que, para el éxito de la hibridacion, deben
evaluarse el horario de la emasculacion, la viabilidad del polen y el método de
polinizacién. Ebong (1972) mencion6 la habilidad del operador, el horario de la
emasculacion y el horario de la polinizacion de los botones florales. Rachie et al.

(1975) citaron, como factores importantes, los genotipos, las condiciones
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ambientales y la técnica de manipulacion. Ebong (1972) también hizo las
siguientes sugerencias para mejorar la eficiencia de la hibridacion: a) el operador
debe ser bien entrenado; b) polinizar, como méaximo, dos flores por pedunculo en
los dos primeros pares de botones de la inflorescencia; ¢) emascular botones que
se abrirdn en las préximas 12 a 16 horas; d) el polen maduro debe colocarse en el

boton floral en un maximo de 12 a 16 horas después de la emasculacion.

3.6.4. Identificacion de los cruces. Después de la polinizacion, se coloca un
marbete, un hilo de lana o fino hilo de metal en el boton floral polinizado. En dicho
marbete, el cruce debe ser identificado, escribiendo, primero, el hombre o el
codigo del parental femenino y, a continuacién, el del parental masculino. Es
importante también que se coloque la fecha de la polinizacion, para que se pueda
hacer una previsién de la cosecha de la vaina y, si es necesario, una identificacion
del polinizador. Las vainas obtenidas de los cruces deben ser cosechadas con las
respectivas etiquetas y guardadas individualmente. Se resalta que las vainas de
los cruces reciprocos siempre se registran como cruces diferentes, para que se
pueda saber el origen del citoplasma transmitido a la descendencia. Si, después
de la realizacion de los cruces, se detecta alguna mezcla genética en algun
parental, las vainas obtenidas de los cruces con ese parental que puedan ser
identificadas, deben ser eliminadas; aquellas no identificadas de inmediato deben
ser trabajadas separadamente, para que sean eliminadas tan pronto como sean
identificadas (Freire Filho et al., 2014).

3.7. EFECTOS DEL AMBIENTE EN LA POLINIZACION

Desde las Ultimas décadas, el aumento de la temperatura (anual) en todo el
mundo ha sido muy claro y se prevé que la mayoria de los paises se veran
amenazados por un aumento anual de la temperatura de 1.8 - 4°C a fines de este
siglo (Hasanuzzaman et al., 2013). Varios investigadores han documentado que la

etapa reproductiva es mas sensible al estrés por calor, lo que lleva a una
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disminucion de la fertilizacién que da como resultado el aborto de las flores y la
reduccion de la formacion de granos (Wahid et al., 2007; Devasirvatham et al.,
2013; Bhandari et al., 2016; Bheemanahalli et al., 2019; Kumar et al., 2017). Otro
factor que influye de la germinacién del polen y el crecimiento de los tubos es la
humedad relativa. Se ha demostrado que la humedad es muy importante para la
etapa de germinacion del polen y el crecimiento del tubo polinico (Guclu vy
Koyuncu, 2017). Estudios anteriores han destacado que la viabilidad del polen se
reduce significativamente al aumentar la temperatura y la humedad del aire
(Aronne et al., 2014).

Para la formacién de semillas, los granos de polen deben interactuar con un
estigma receptivo, seguido del crecimiento del tubo polinico y llegar a los évulos
para la fertilizacion y el desarrollo del embrién y el endospermo (Barnabés et al.,
2008). Algunos de estos eventos pueden verse afectados por las condiciones
ambientales adversas que frecuentemente encuentran las plantas de cultivo
(Driedonks et al., 2016). La alta temperatura puede detener la fertilizacion al inhibir
el desarrollo de gametofitos machos (Jain et al., 2007) y femeninos (Snider et al.,
2009). Singh et al. (2010), advierte que un efecto combinado de la radiacion UVB y
la temperatura posiblemente planteard un problema grave para el caupi y, muy
probablemente, para muchos cultivos de verano en las condiciones climaticas

futuras.

Las condiciones ambientales adversas afectan todas las etapas del desarrollo del
gametofito masculino (Mesihovic et al., 2016). Los tejidos reproductivos y sus
funciones son muy sensibles al estrés por calor y unos pocos grados de elevacion
de la temperatura durante la floracion pueden ocasionar la pérdida de ciclos de
cultivo de granos (Wheeler et al., 2000; Hatfield et al., 2011; Asseng et al., 2011).
La etapa de desarrollo de las yemas florales mas sensible a las altas temperaturas
ocurre de siete a nueve dias antes de la antesis, es decir, después de la meiosis,

e implica la degeneracion prematura del tejido tapetal y la falta de desarrollo

44



endotelial (Ahmed et al., 1992). La fertilizacion reducida es un problema comun
asociado con el calor debido a la interrupcion de la meiosis y la fertilizacién en
diversas especies, como el garbanzo, el caupi y la cebada (Kaushal et al., 2013;
Jagadish et al., 2014; Bac-Molenaar et al., 2015; Driedonks et al., 2016). Estudios
realizados por Sato et al. (2006), Li et al. (2012), Kaushal et al. (2013), Annisa et
al. (2013), afirman que, durante la reproduccion, un corto periodo de estrés por
calor puede reducir significativamente el numero de brotes florales y aumentar el
aborto con flores, aunque existe una variacion en la sensibilidad dentro y entre las

especies de plantas y sus genotipos.

A nivel celular, el estrés por calor conduce a dafio de la membrana,
desnaturalizacion de proteinas, inactivacion de enzimas en mitocondrias y
cloroplastos, sintesis de carbohidratos y proteinas alterada, degradacion de
proteinas, metabolismo de carbono alterado y sintesis de nuevas proteinas
relacionadas con la defensa (Hasanuzzaman et al., 2013). La reduccién de la
eficiencia de fertilizacion debido al estrés por calor se ha atribuido al aumento del
estrés oxidativo, la reduccion de carbohidratos, la concentracion de ATP en el
gineceo y la disminucion de la fotosintesis de las hojas en el frijol mungo (Suzuki
et al., 2001) y garbanzo (Kumar et al., 2013). Durante el desarrollo del polen, las
altas temperaturas limitan la fertilizacion y el desarrollo de semillas (Porch y Jahn,
2001), al reducir el numero de granos de polen maduros disponibles para la
polinizacion (Erickson y Markhart, 2002; Sato et al., 2002), asi mismo reduce la
viabilidad y germinabilidad de los granos de polen disponibles (Sato et al., 2006;
Jain et al., 2007). De igual forma las concentraciones de hormonas como las
auxinas (Teale et al. 2006) y el &cido abscisico (Todaka et al., 2012), puede alterar

la funcion reproductiva.
Estudios realizados bajo condiciones de estrés revelan que el estrés térmico (> 30

°C) desde la meiosis temprana hasta la maduracion del polen, reducen la

viabilidad de los granos de polen en el garbanzo, lo que resulta en una falla de
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fertilizacion que reduce el conjunto de semillas (Saini y Aspinall, 1981; Kaushal et
al., 2016). Asi mismo altera la morfologia de la antera y limita la dehiscencia de las
mismas en la antesis (Dupuis y Dumas, 1990), también afecta la acumulacion de
carbohidratos, reduciendo el desarrollo de anteras y granos de polen, lo que
también explica una escasa viabilidad del polen en la antesis (Porch y Jahn, 2001;
Kaushal et al., 2013). Gross y Kigel (1994) informaron que altas temperaturas de
27/32 °C en la esporogénesis reducen la viabilidad del polen y el rendimiento en
genotipos de frijol sensibles al calor, debido a fallas en la dehiscencia de anteras,
esterilidad del polen, ocasionando bajo niumero de vainas y de semillas. Asi
mismo, temperaturas >30 °C reducen la receptividad estigmatica y la germinacion
del polen estigmatico (Gross y Kigel, 1994; Harsant et al., 2013), y el crecimiento
posterior del polen dentro del estigma y el estilo (Snider et al., 2011; Song et al.,
2015) y la penetracion de évulos (Saini et al., 1983). Mutters et al. (1989b), en
estudios sobre el fotoperiodo y altas temperaturas en el desarrollo floral,
encontraron que en ambiente controlado las altas temperaturas nocturnas pueden

ser mas dafiinas para el caupi en dias largos que en dias cortos.

La exposicion de la soja a altas temperaturas durante la etapa de polinizacion
tiene efectos negativos sobre el crecimiento y la viabilidad del polen, con
disminuciones en la produccion de polen (34%), la germinacion del polen (56%) y
el alargamiento del tubo polinico (33%), lo que lleva a un rendimiento reducido
(Hatfield et al., 2011). Altas temperaturas de 38/28 °C durante la floracion
redujeron la germinacion in vitro del polen, los granos de polen se deformaron, con
una exina mas gruesa y una capa de tapetum desintegrado (Djanaguiraman et al.,
2013). Investigaciones realizadas por Devasirvatham et al. (2012a), sefialan que
generalmente, el garbanzo se adapta a las altas temperaturas mediante un
mecanismo de escape. Sin embargo, el estrés por calor durante el desarrollo
reproductivo puede causar una pérdida significativa de rendimiento. Los efectos
mas importantes en la fase reproductiva que afectan la formacion de vainas,

semillas y rendimiento son: tiempo de floracion, deterioro y asincronia del
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desarrollo de los érganos florales masculinos y femeninos. De igual manera
Devasirvatham et al. (2013), concluye que el estrés térmico al final de la
temporada produjo mas anormalidades estructurales en anteras y granos de
polen, como cambios en el nimero de I6bulos de anteras, engrosamiento de la
pared de la epidermis de anteras y esterilidad del polen en genotipos sensibles.
Las temperaturas de 35/20 y 40/25 °C antes y después de la antesis redujeron la
viabilidad del polen, la produccion de polen por flor y el porcentaje de germinacion
del polen en garbanzo (Devasirvatham et al., 2012b), en caupi, la reduccion en la
formacion de vainas, se asocio con una baja viabilidad del polen y una menor
dehiscencia de anteras (Mutters et al.,1989a; Ahmed et al.,1992), particularmente
cuando se experimentaron altas temperaturas en la microsporogénesis (Warrag y
Hall, 1984). Estudios realizados por Singh et al. (2010), manifiestan que altas
temperaturas causaron efectos dafinos sobre los rasgos reproductivos,
particularmente la produccién viable de polen y el rendimiento de semillas en frijol
caupi. El calor reduce significativamente el rendimiento de grano de caupi cuando
ocurren altas temperaturas (> 20 °C) a altas horas de la noche. Esto se debe a
que la produccién de flores y la viabilidad del polen se ven afectadas por las altas
temperaturas (Hall, 2004). Este autor mostré que cada 1 °C por encima de un
umbral de 16 °C durante la noche conduce a una reduccion del 4-14% en el

rendimiento de grano.

La estructura y la composicién de la pared del polen regulan el reconocimiento del
polen, la hidratacion y la adhesion al estigma y se han observado modificaciones
inducidas por altas temperaturas en la morfologia de la pared del polen en frijol
comun (Porch y Jahn, 2001), en caupi (Ahmed et al., 1992) y trigo (Prasad y

Djanaguiraman, 2014).
En arroz, la fertilidad de las espiguillas a altas temperaturas del aire disminuyé adn

mas con el aumento de la humedad (Nishiyama y Satake, 1981; Matsui et al.,

1997), lo que sugiere que la humedad modifica el impacto de la temperatura en la
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fertilidad de las espiguillas. Abeysiriwardena et al. (2002) también informaron que
la esterilidad de grano casi completa en el arroz se podia inducir a una
temperatura del aire de 35 °C dia / 30°C noche cuando se combinaba con 85 a
90% de humedad relativa (HR). Por tanto, a mayor humedad relativa (HR) en la
etapa de floracion y al aumentar la temperatura afecta negativamente a la fertilidad
de las espiguillas (Yan et al., 2010). Pushpavalli (2015), investigando el estrés por
humedad relativa en garbanzo (Cicer arietinum); informa que la viabilidad del
polen no se vio afectada, los genotipos evaluados mostraron un 98-100% de polen
viable cuando se tifieron con la tincion de Alexander; de manera similar, la
receptividad del estigma y el crecimiento del tubo polinico no se vieron afectados,

incluso cuando la humedad relativa fue solo del 20%.

Las partes de plantas masculinas y femeninas se coordinan para asegurar la
deposicion de polen cuando el estigma se vuelve receptivo, y esto implica
posicionamiento apropiado de anteras cerca del estigma para capturar el polen
después de la dehiscencia (Sage et al., 2015). La germinacion exitosa del polen
sobre el estigma y el crecimiento del tubo polinico hacia el gametofito femenino
para liberar esperma depende de las interacciones de célula a célula entre el
grano/tubo polinico y los tejidos transmisores (estigma, estilo y ovario) (Sage et al.,
2009; Chae y Lord, 2011). El estrés térmico altera esta coordinacion al cambiar el
posicionamiento estructural de las anteras relacionadas con el estigma, el
momento de dehiscencia de las anteras y la maduracién y receptividad del
estigma/estilo debido a la alteracion en la divisién y elongacién celular (Giorno et
al., 2013; Sage et al.,, 2015). Estos cambios en dultima instancia evitan la

deposicion de polen sobre el estigma y alteran el proceso de fertilizacion.

Se ha observado que la germinacion del polen comienza a disminuir a 30 °C
(tomate: (Vasil, 1987), cucurbita (Cucurbita pepo): (Johannsson y Stephenson,
1998), algodon: (Kakani et al., 2005). La germinacion del polen se alteré en tomate

bajo estrés por calor (Sato et al., 2000). Por tanto, la viabilidad del grano de polen
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tiende a disminuir con el tiempo en respuesta a diversos factores ambientales
(Figueredo, 2013).
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

» Evaluar el efecto de la temperatura y humedad relativa sobre la viabilidad

del polen de frijol caupi (Vigha unguiculata L. Walp.) en Monteria-Cordoba.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Evaluar la viabilidad del polen colectado a diferentes horas del dia en dos
semestres.

2 Evaluar la receptividad estigmética en dos ambientes en diferentes horas
del dia.

3 Evaluar dos métodos de hibridacion en dos ambientes a diferentes horas
del dia.

4 Determinar el efecto de la conservacion sobre la viabilidad de polen.
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5. HIPOTESIS
El incremento de la temperatura ambiental y humedad relativa, afectan la

viabilidad del polen en frijol caupi y con ello, reducen el potencial de rendimiento
de las plantas.
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6. PERFIL Y ALCANCE

La presente investigacion consta de 5 capitulos, en los cuales se consigna la

siguiente informacién:

El primer capitulo, se presenta informacién pertinente a la tematica principal

relacionada con la investigacion desarrollada.

El segundo capitulo, hace relacion a la viabilidad del polen de frijol caupi en
diferentes horas del dia. Se presentan los resultados y discusion, referentes a
porcentaje de polen viable e inviable utilizando dos pruebas o tés para su

deteccion.

El tercer capitulo consta de la evaluacién de la receptividad del estigma en
botones florales en preantesis, mediante la deteccidn de la enzima peroxidasa con

el peréxido de hidrogeno.

En el cuarto capitulo, contiene los resultados concernientes a la evaluacién de dos
métodos de hibridacion en dos ambientes, basandose en el porcentaje de

cruzamientos efectivos.

El quito capitulo, hace referencia al efecto del tiempo de almacenamiento de polen

sobre la viabilidad, determinada esta con dos test.

Con la presente investigacion se generan conocimientos mas acertados de
aspectos sobre la biologia floral del frijol caupi; determinando asi el porcentaje de
polen viable en diferentes horas del dia, permitiendo con esto que el fitomejorador
tome decisiones acertadas en la colecta de polen; asi mismo, se determina la hora

de mayor receptividad del estigma, que es fundamental para ser usado en
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programas de mejoramiento genético de la especie a partir de cruzamientos

controlados.
Los resultados de este estudio contribuyen con informacién preliminar sobre

estrategias para apoyar la conservacion y mejoramiento genético de frijol caupi,

con ganancias sustanciales en ambas areas.
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CAPITULO II: VIABILIDAD DEL POLEN DE CULTIVARES DE FRIJOL CAUPI
(Vigna unguiculata L. (Walp.)) COLECTADO EN DOS EPOCAS A
DIFERENTES HORAS DEL DIA EN MONTERIA-CORDOBA

CHAPTER II: VIABILITY OF THE POLLEN FROM CAUPI BEAN CULTIVARS

(Vigna unguiculata L. (Walp.)) COLLECTED IN TWO TIMES AT DIFFERENT
HOURS OF THE DAY IN MONTERIA-CORDOBA
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RESUMEN

El caupi (Vigna unguiculata L. Walp.), sigue siendo uno de los principales
alimentos béasicos y fuente econémica de proteinas para millones de habitantes en
muchas regiones del mundo con altos indices de pobreza. La presente
investigacion se realizé en la Universidad de Cordoba, el objeto de estudio fue
evaluar la viabilidad de los granos de polen de tres cultivares de frijol caupi
colectado a diferentes horas del dia, durante los semestres Ay B de 2019, para
esto se sembraron 8 surcos de 10m de largo con espaciamientos de 1,2m entre
surco y 0,6m entre plantas para cada cultivar. Se colectaron flores en antesis en
tres y cuatro momentos diferentes (6:00am - 10:00am semestre A y 6:00am -
12:00m semestre B), cada dos horas; tomando registros de temperatura y
humedad relativa al momento de cada muestreo, por 5 dias con un dia de por
medio. Las evaluaciones de porcentaje de polen viable e inviable se realizaron
usando test con acetocarmin al 1% y sal de tetrazolio al 3,0% mas 20% de
sacarosa. Se utilizo un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2x3x4
(2 test, 3 genotipos y 4 horas de colecta de polen). El polen colectado en
diferentes horas del dia en los genotipos evaluados acus6 respuesta diferencial en
los semestres A 'y B de 2019, el cultivar que presentd mayor porcentaje de polen
viable promedio fue Caupicor 50 (93,89% y 94,61%), seguido por cultivares BRS
Milenium con 91,04% y 88,36% respectivamente, L-019 con 91,86% y Missouri
con 85,42%.

Palabras clave: genotipos, antesis, biologia floral.
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ABSTRACT

Cowpea (Vigna unguiculata L. Walp.) Continues to be one of the main staple foods
and an economic source of protein for millions of inhabitants in many regions of the
world with high rates of poverty. The present research was carried out at the
University of Cérdoba, the object of study was to evaluate the viability of the pollen
grains of three cowpea bean cultivars collected at different times of the day, during
semesters A and B of 2019, for this, 8 were planted 10m long rows with 1.2m
spacing between rows and 0.6m between plants for each cultivar. Flowers were
collected in anthesis at three and four different times (6:00 - 10:00 am semester A
and 6:00 am - 12:00m semester B), every two hours; taking records of temperature
and relative humidity at the time of each sampling, for 5 days. The evaluations of
the percentage of viable and non-viable pollen were carried out using tests with
acetocarmine at 1% and tetrazolium salt at 3.0% plus 20% sucrose. A completely
randomized design with a 2x3x4 factorial arrangement (2 tests, 3 genotypes and 4
hours of pollen collection) was used. The pollen collected at different times of the
day in the genotypes evaluated showed a differential response in semesters A and
B of 2019, the cultivar that presented the highest percentage of average viable
pollen was Caupicor 50 (93.89% and 94.61%), followed by BRS Milenium cultivars
with 91.04% and 88.36% respectively, L-019 with 91.86% and Missouri with
85.42%.

Keywords: genotypes, anthesis, flower biology.
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1. INTRODUCCION

La viabilidad del polen y la receptividad del estigma en el momento de la
polinizacion son requisitos criticos para el inicio eficaz de la interaccion polen-
pistilo (Shivanna, 2020). El polen es principalmente el vehiculo de transporte del
gameto masculino, ademas de ser la fuente mas importante de proteinas para
visitantes florales y polinizadores (Agostini et al.,, 2014). Sin embargo, también
contiene azlcares, lipidos y fésforo, entre otras sustancias importantes para la
supervivencia de los visitantes florales (Willmer, 2011). La calidad del polen
expresada por la viabilidad es extremadamente importante para el éxito
reproductivo sexual de las especies de plantas, ya que no pueden elegir
directamente a sus parejas reproductoras (Oliveira y Maruyama, 2014), y cuanto
mayor es la viabilidad, la longevidad y la germinaciéon del polen, mayor es la

variabilidad genética de una especie (Akoroda, 1983).

El estudio de viabilidad del polen se usa en el mejoramiento de plantas de varias
especies debido a la facilidad, rapidez, bajo costo y confiabilidad de la técnica. El
genotipo de un individuo proviene de un gameto masculino y uno femenino; por
tanto, entre mas viable el polen, la probabilidad de obtener diferentes
combinaciones de alelos y variabilidad genética es mayor (Souza et al., 2002). El
conocimiento de la tasa de germinacion y la viabilidad del polen son importantes
para planificar programas de mejoramiento genético dirigidos a producir hibridos
(Souza et al., 2017). Estudios han demostrado que la tolerancia de una planta a
altas temperaturas se pueden registrar diferentes parametros (Wahid et al., 2007),
como la termoestabilidad de la membrana celular, la actividad fotosintética, la
viabilidad del polen y el cuajado. Los genotipos tolerantes a altas temperaturas
mantienen un mayor nivel de viabilidad del polen mayor que los genotipos

sensibles (Dane et al., 1991).
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La viabilidad del polen es la capacidad del polen para realizar su funcion de
entregar gametos masculinos funcionales en el estigma receptivo compatible
(Shivanna, 2020), para completar los eventos posteriores a la polinizacion y
efectuar la fertilizacion (Shivanna y Rangaswamy, 1992). La viabilidad del polen se
puede determinar mediante diversas técnicas. Estos pueden agruparse en
métodos directos como la germinacién in vitro (Parton et al., 2002; Kumatri et al.,
2015; Souza et al., 2015) y la germinacion in vivo (Souza et al., 2015), o métodos
indirectos basados en parametros como como tincién citolégica (Kumari et al.,
2015; Souza et al., 2015).

Segun Techio et al. (2006), no hay una descripcion de una prueba universal de la
viabilidad del polen que use una tintura especifica. Dada la conexion directa con la
eficiencia de la fecundacion y su contribucion a los estudios taxondmicos,
ecoldgicos y palinolégicos es importante verificar la viabilidad del polen. Estos
estudios también proveen informaciébn para su aplicacion practica en la

conservacion y mejoramiento de plantas (Auler, 2004).
La presente investigacion tiene como objetivo de evaluar la viabilidad de los

granos de polen de tres cultivares de frijol caupi colectado a diferentes horas del

dia, durante los dos semestres de 2019 en Monteria, Cordoba.
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2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1. LOCALIZACION

La investigacion se llevd a cabo en la granja experimental de la Facultad de
Ciencias Agricolas, de la Universidad de Coérdoba, en Monteria - Cérdoba, cuyas
coordenadas geograficas son 8° 45 Ny 75° 53° W, una altitud de 15 m.s.n.m. Su
clasificacion climatoldgica corresponde a bosque seco tropical, con temperatura
media de 27,4 °C, precipitacion por afio de 1346 mm, humedad relativa de 85% y

brillo solar de 2108 horas solar anual (Palencia et al., 2006).

2.2. VARIABLES E INDICADORES

2.2.1. Variables dependientes. Corresponden a las variables que han sido

definidas para llevar a cabo la investigacion:

e Porcentaje de polen viable (PPV) (%)

e Porcentaje de polen inviable (PPI) (%)

2.2.2. Variables independientes. Corresponden a los cultivares evaluados:

e Semestre A: Caupicor 50, L-019 y BRS Milenium

e Semestre B: Caupicor 50, Missouri y BRS Milenium
2.3. PROCEDIMIENTO
La presente investigacion se desarrollé en dos épocas: primer semestre (abril y

mayo) y segundo semestre (noviembre y diciembre) de 2019; se sembraron

parcelas de ocho (8) surcos de 10,0m de largo, con 1,2m entre surco y 0,6m entre
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plantas para cada uno de los cultivares a evaluar; en cada genotipo se sembraron

dos surcos con intervalos de 3 dias hasta completar los 8 surcos.

Una vez en floracion los genotipos considerados, se colectaron flores en antesis
para la extraccion del polen de 6:00 — 10:00am en el semestre A y de 6:00am —
12:00m en el semestre B, cada dos horas y se evalud la viabilidad utilizando los
siguientes métodos: test con acetocarmin y sal de tetrazolium, se colectaron
muestras durante 5 dias con un dia de por medio; se tomaron registros de
temperatura y humedad relativa para cada hora de colecta, utilizando un termo

higrometro.

2.3.1. Viabilidad con acetocarmin. Se llevo a cabo utilizando acetocarmin al
1,0% (p/v) (preparado con indigocarmin) (Lyra et al.,, 2011), y consistio en
recolectar tres (3) flores en recién antesis en tes (3) plantas por cada genotipo
para los tres y cuatro momentos considerados en cada semestre. Las flores en
recién antesis se transportaron al laboratorio de Fitomejoramiento de la Facultad
de Ciencias Agricolas, en bolsas de papel. Para la extraccion del polen
inicialmente se eliminaron los pétalos de cada flor y se depositaron en cajas de
petri estérilizadas y previamente identificadas; seguidamente se extrajo el polen
realizando vibraciones en las anteras con una aguja de diseccion y posteriormente
se procedié a realizar el montaje en portaobjetos previamente identificados,
colocando una a dos gotas de acetocarmin y seguidamente se coloco la muestra
de granos de polen y el cubre objeto; se esperdé un minuto, después se contaron
mas de 80 granos al azar por portaobjetos usando un microscopio 6ptico marca
Leica (Modelo D500) utilizando el objetivo de 4X y una técnica de exploracion de
portaobjetos. Los granos de polen que se tornaron de color azul se consideraron

viables y los granos no coloreados como no viables.

2.3.2. Viabilidad con sal de tetrazolium. Este método nos permite determinar

la viabilidad del polen y la longevidad del polen a lo largo del desarrollo de la flor.
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Se recolectaron tres (3) flores en recién antesis en tres (3) plantas por cada
genotipo para los tres y cuatro momentos considerados en cada semestre. Para la
extraccion de los granos de polen se siguidé el mismo procedimiento que se uso
con el método de acetocarmin. El montaje en se hizo en portaobjetos previamente
identificados, colocando una a dos gotas de 2,3,5-trifenil tetrazolio cloruro a una
concentracion 3,0% (p/v) mas sacarosa al 20% (p/v) (Singh et al., 2010),
seguidamente se coloco la muestra de granos de polen y se procedié a colocar el
cubreobjeto; las muestras se pusieron a incubar a 30°C por 60 minutos en
ausencia de luz, posteriormente se contaron minimo de 80 granos al azar por
portaobjetos usando un microscopio Optico marca Leica (Modelo DM500),
utilizando el objetivo de 4X y una técnica de exploracion de portaobjetos. Los
granos de polen que se tornaron de color rojo o violeta se consideraron viables y
los que no se colorearon son no viables (Shivanna y Rangaswamy, 1992).

Para el test con acetocarmin y tetrazolium en los genotipos evaluados, se utilizd
un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2x3x4 (2 test, 3 genotipos y
4 horas de colecta de polen) para cada dia de evaluacién (5 dias), con tres
repeticiones (3 plantas); tomando como variable de respuesta el porcentaje de

polen viable y no viables.

2.4. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron analisis de varianza y pruebas de separacion de medias segun
Tukey para las variables en estudio. Ademas, se realizaron analisis de correlacion
de Spearman para las variables respuesta con la temperatura y humedad relativa,

utilizando el paquete estadistico de SAS, version 9.4.

Para los andlisis de las variables porcentaje polen viables (PPV) y porcentaje

polen inviables (PPIl); se hicieron transformaciones estadisticas para cada
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muestreo, dado que no se cumplieron los supuestos estadisticos, como se

describe a continuacion:

» Para la variable PPV, se utiliz6 estadistica no paramétrica segun el método de
Kruskal-Wallis (1952): transformacién por rangos en los dos semestres, excepto
para la segunda y tercera evaluacion en el segundo semestre de 2019 (Datos

Originales).

» PPI, se usé transformacion logaritmica Log (Y+ 0,5), para los dos semestres de
20109.

» Las tablas de pruebas de media contienen los datos originales, y la significancia

corresponde al andlisis tenido en cuenta, de acuerdo a lo descrito

anteriormente.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

El alto rendimiento de los cultivos también depende de la viabilidad del polen y
tiene una importancia primordial en el programa de hibridacion (Patel y Mankad,
2014). Conocer la viabilidad del polen en frijol caupi, es un aspecto importante en
la biologia reproductiva de dicha especie, los cuales son indispensables para ser
utilizados en las polinizaciones, y poder aumentar la posibilidad de éxito de la

fecundacion.

Los resultados del analisis de varianza del estudio sobre la viabilidad de polen de
V. unguiculata a diferentes horas del dia, usando acetocarmin y sal de tetrazolio
en los tres genotipos se muestran en la tabla 1 y 2. En las diferentes evaluaciones
acusaron diferencias estadisticas para los test utilizados en la variable porcentaje
de polen viable (PPV) y para porcentaje de polen inviable (PPI), excepto en la
evaluacion cuatro para PPl en el semestre 2019A y para PPV y PPI en la
evaluacion uno en el semestre 2019B; lo anterior denota que cada test presenta
diferentes modos de accion para determinar la viabilidad de polen, Coelho et al.
(2012) plantea que las diferencias entre los test de evaluacion obedecen al modo

de accion de cada método en la estructura citolégica de los granos de polen.

El andlisis de varianza en los dos semestres de 2019 muestra que los coeficientes
de variacién para las variables de respuesta PPV y PPI oscilaron entre 43,14% a
57,90% y 45,46% a 53,36% para el primer semestre y entre 4,84% a 44,89% y
53,63% a 68,41% en el segundo semestre (Tabla 1y 2). Estos resultados divergen
con respecto a lo reportado por Arenas de Souza et al. (2014), utilizando tres
métodos (Orceina acética, lugol y acetocarmin) para viabilidad del polen entre
individuos de Tabebuia impetiginosa y Tabebuia chrysotricha, el coeficiente de
variacion para acetocarmin oscilo entre 5,03% y 11,66% y puede ello, estar

sustentado en los efectos ambientales, como el tamafio de muestra usada.
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Tabla 1. Cuadrados medios del andlisis de varianza para porcentaje de polen viable (PPV) y polen inviable (PPI),
colectado a diferentes horas del dia en tres cultivares de frijol caupi. Monteria, 2019A

EVALUACION1 EVALUACION?2 EVALUACION3 EVALUACION 4 EVALUACION 5
FUENTE DE VARIACION G.L

PPV PPI PPV PP PPV PPI PPV PP PPV PPI
2507,85% 15,93* 1722,68* 8,19 2440,16** 8,52* 1350,00* 2,39ns 2041,18%  7,42%

TEST

HORA 128,76ns 0,53ns 217,68ns 0,88ns 683,18* 1,40ns 353,29ns 1,80ns 88,29ns 0,13ns

1
2
GENOTIPO 2 154,68ns 0,62ns 1022,88* 3,22* 1105,18* 2,89** 111,5ns 0,75ns 14,76ns  6,4x103ns
TEST*HORA 2 1205,69** 6,01** 179,6ins 0,90ns 145,54ns 0,26ns 89,34ns 0,69ns 172,67ns 0,83ns
2
4
4

TEST*GENOTIPO 310,31ns 1,39ns 15,57ns 0,46ns 20,84ns 0,02ns 17,34ns 0,12ns 118,17ns 0,17ns
HORA*GENOTIPO 215,92ns 1,76* 261,84ns 1,04ns 293,48ns 1,02ns 731,72* 2,72* 88,61ns 0,21ns

TEST*HORA*GENOTIPO 263,51ns 2,30* 283,16ns 2,11* 104,22ns 0,54ns 151,3ns 0,50ns 198,30ns 0,32ns

ERROR 36 140,75 0,65 175,83 0,68 143,31 0,51 196,59 0,75 253,57 0,88
TOTAL 53

X 27,50 1,76 27,50 1,82 27,50 1,37 27,50 1,51 27,50 1,82
C.V. (%) 43,14 45,91 48,21 45,46 43,50 52,23 50,98 53,36 57,90 51,48
R? 0,61 0,67 0,51 0,56 0,60 0,56 0,459 0,44 0,30 0,27

*: significativo con p< 0,05; **: altamente significativo con p< 0,001; ns: no significativo con p< 0,05; G.L: Grados de libertad; CV:
coeficiente de variacion.
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Tabla 2. Cuadrados medios del andlisis de varianza para porcentaje polen viable (PPV) e inviable (PPI) en tres
cultivares de frijol caupi. Monteria, 2019B

FUENTE DE VARIACION G.L

EVALUACION 1

EVALUACION 2

EVALUACION 3

EVALUACION 4

EVALUACION 5

PPV PPI PPV PPI PPV PPI PPV PPI PPV PPI

TEST 1 280,05ns 3,00ns 329,38** 12,13* 235,80** 4,29* 7140,12** 26,34** 5635,68** 25,19**
HORA 3 246,16ns 1,86ns 32,82ns 0,55ns 129,17* 1,20ns 1210,39** 5,24* 2448,80* 13,43
GENOTIPO 2 6575,01* 29,03** 223,81* 7,83** 1245,70* 27,25** 851,44ns 3,71* 1450,69* 3,81*
TEST*HORA 3 1256,03** 7,01* 29,14ns 0,99ns 86,29**  2,71* 21550ns 1,52ns 478,13ns 4,06**
TEST*GENOTIPO 2 201,92ns 1,74ns 12,29ns 0,50ns 100,54** 1,30ns 539,26ns 1,2lns 8,19ns  0,02ns
HORA*GENOTIPO 6 369,30ns 1,78ns 60,70ns 0,88ns 106,60** 2,03* 180,17ns 1,28ns 223,96ns 0,91ns
TEST*HORA*GENOTIPO 6  426,60* 2,74* 39,57ns 1,15ns 17,04ns 0,46ns 468,66ns 2,0lns 192,46ns 0,62ns
ERROR 48 162,36 0,96 44,09 1,07 19,77 0,67 268,50 0,93 23364 0,85

TOTAL 71

X 36.50 1,61 92,86 1,51 91,85 1,52 36,50 1,47 36,50 1,72

C.V. (%) 34.91 60,59 7,15 68,41 4,84 54,09 44,89 65,58 41,87 53,63
R? 0.74 0,71 0,42 0,47 0,81 0,73 0,58 0,63 0,63 0,69

*. significativo con p< 0,05; **: altamente significativo con p< 0,001; ns: no significativo con p=< 0,05; G.L: Grados de libertad; CV: coeficiente

de variacion.
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Schimitt et al. (2015), evaluaron la viabilidad del polen en tres poblaciones de B.
orellana con los colorantes acetocarmin, lugol y reactivo de Alexander, reportando
coeficientes de variacion de 6,87% para porcentaje de polen viable. De igual
manera contrastan con Damasio et al. (2016), quienes evaluaron la viabilidad
polinica del tulipan africano, con las pruebas de germinacion, tetrazolium (0.30 y
0.075%) y rosa de bengala, registrando un coeficiente de variacion de 4,54% para

porcentaje de viabilidad.

De acuerdo con los promedios consignados en la tabla 3 y 4, en la tincion con
acetocarmin se registr6 un alto indice de granos de polen coloreados,
presentandose los mayores promedios para porcentaje de polen viable, oscilando
entre 94,08% y 96,73% para 2019A y entre 93,10% y 96,35% para 2019B; estos
resultados concuerdan con los reportados por Nameirakpam y Khanna (2018), en
estudios de cruzamientos de V. unguiculata, reportando valores entre 90,35% y
96,79% de viabilidad con la prueba de acetocarmin. Asi mismo son similares a los
reportados por Crespo et al. (2018), en frijol tepari (Phaseolus acutifolius A. Gray.)
donde los valores obtenidos de viabilidad de polen con acetocarmin fueron
superiores al 90,0%; Marak y Wani (2018), encontraron porcentaje maximo de
viabilidad de polen de 87,50%, en Gliricidia sepium (fabaceae). Asi mismo,
Tondonba et al. (2018), con la misma prueba reporta valores en caupi de 84,03%

y 94,06% de polen viable.

La prueba con la sal de tetrazolio indicé la presencia de 85,20% a 93,26% de
polen viable en las evaluaciones para el primer semestre y 76,78% al 90,72% en
el segundo semestre a través de la tincion roja de los granos de polen (Tabla 3 'y
4). Los resultados anteriores concuerdan con los reportados por Munhoz et al.
(2008) en estudio de la viabilidad del polen de papaya donde utilizaron varios test
y los porcentajes mas bajos los obtuvieron con la sal de tetrazolio. Varios autores
sostienen que la prueba con tetrazolio es una estimacion confiable de la viabilidad

del polen, que se acerca a la proporcionada por las pruebas de germinacion in
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vitro (Bolat y Pirlak, 1999; Huang et al., 2004). Shekari et al. (2016), encontraron
que el coeficiente de correlacién de Pearson mostro que la viabilidad del polen con
tetrazolio tuvo una correlacion positiva significativa con la germinacion del polen.
La prueba con acetocarmin, aunque es una técnica muy atractiva debido a su
simplicidad y velocidad, sobrestima fuertemente la viabilidad del polen en
comparacion con los resultados obtenidos con la prueba de tetrazolio (Rodriguez y
Dafni, 2000). Esto podria atribuirse al hecho de que estos ensayos con
acetocarmin prueban principalmente la integridad del plasmalema de la célula del
polen (De Jesus et al., 2018a), mientras que la sal de tetrazolium determina la
actividad enzimatica de las deshidrogenasas (un grupo importante de enzimas en
el ciclo respiratorio) en el citoplasma del polen (Shivanna y Tandon, 2014). Asi
mismo Capitani et al. (2018), en estudio de diferentes colorantes para viabilidad de
polen en Bauhinia forficata (Fabaceae), que, debido a la capacidad de detectar la
actividad enzimatica involucrada en el proceso de respiracion, se recomienda el de
la sal de tetrazolium para determinar la viabilidad del polen en dicha especie. De
acuerdo con Shekari et al. (2016), en trabajos realizados en Leonurus cardiaca

observaron diferencias significativas entre la sal de tetrazolium y el acetocarmin.

Tabla 3. Promedios para porcentaje de polen viable (PPV) y porcentaje de polen
inviable (PPI) de frijol caupi, mediante el uso de acetocarmin y sal de tetrazolio.
2019A

EVAL 1 EVAL 2 EVAL 3 EVAL 4 EVAL 5
TEST

PPV PPl PPV PPl PPV PPl PPV PPl PPV PP

AC 94,08a 592b 949l1a 5,09 96,73a 3,27b 95,49a 4,5la 94,36a 5,64b

TZ 87,21b 12,79a 85,20b 14,81a 93,26b 6,75a 92,16b 7,84a 89,25b 10,75a

Literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica entre medias (P < 0,05) segin Tukey.
AC: Acetocarmin; TZ: tetrazolium; EVAL: Evaluacion.

Aunqgue los métodos de tincién ofrecen la posibilidad de distinguir el polen fresco
abortado y no abortado, a menudo no logran discriminar diferentes niveles de
viabilidad (Ge et al., 2011).
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Tabla 4. Promedios para porcentaje de polen viable (PPV) y porcentaje de polen
inviable (PPI) de frijol caupi, mediante el uso de acetocarmin y sal de tetrazolio.
20198

EVAL 1 EVAL 2 EVAL 3 EVAL 4 EVAL 5

TEST
PPl PPV PPl PPV PPl PPV PPl PPV PPl

AC 93,10a 6,90a 9500a 4,99b 93,66a 6,33b 96,35a 3,64b 9547a 4,52b

Tz 79,28a 20,71a 90,72b 9,27a 90,05b 9,95a 84,20b 15,80a 76,78b 23,21a

Literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica entre medias (P < 0,05) segun Tukey.
AC: Acetocarmin; TZ: tetrazolium; EVAL: Evaluacion.

Estudios realizados por Kumary et al. (2017), utilizando varias pruebas para
viabilidad de polen en Humboldtia Vahliana Wight. (Fabaceae), reportan 84,66% y
85,76% de viabilidad con acetocarmin y tetrazolio respectivamente; asi mismo De
Jesus et al. (2018b), al evaluar la viabilidad de polen de nueve genotipos de P.
lunatus con cuatro tipos diferentes de colorantes, encontraron una viabilidad
superior al 80% utilizando acetocarmin, orceina, lugol y fucsina; Mohammed et al.
(2020), utilizando acetorceina al 1%, reporta un 97,7% de viabilidad en tres
variedades de Vigna unguiculata. Sin embargo, muchos autores citan la tendencia
de las pruebas colorimétricas a sobreestimar la viabilidad del polen de algunas
especies, sugiriendo que se combinen con otros métodos de determinacién, como
las pruebas de germinaciéon in vitro y estabilidad meidtica, entre otros, con el
objetivo de eliminar lo intrinseco (Munhoz et al., 2008; Arenas et al., 2014;
Nascimento et al., 2015; Davide et al., 2009). Hister y Tedesco (2016), manifiestan
gue es importante probar varios tipos de tintes, con el fin de encontrar el mas
apropiado para cada especie estudiada, ya que no existe en la literatura una
prueba de viabilidad general que utilice solo un determinado tinte. Se ha
demostrado que tinciones como Alexander's, acetocarmin, aniline blue y X-gal son
identificadores exitosos de viabilidad para relativamente pocas especies o bajo

condiciones especializadas (Rodriguez-Riano y Dafni, 2000).
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Para las diferentes horas del dia de colecta de las estructuras florales en antesis,
el porcentaje de viabilidad no se vio afectado significativamente por los tiempos de
recoleccion, solo se observaron diferencias estadisticas en la evaluacion tres para
PPV en el primer semestre de 2019, indicando con esto que bajo las condiciones
variantes de temperatura promedio (27,3°C- 34,7°C) y humedad relativa (91,6% -
60%) entre las 6:00am y 10:00am (Anexo 1), para ese periodo, las horas
evaluadas no afectaron la viabilidad del polen; caso contrario se registré en las
evaluaciones de 2019B, donde se precisan diferencias estadisticas en las
evaluaciones tres, cuatro y cinco para PPV y PPI, excepto para PPl en la
evaluacion tres (Tabla 2); donde hubo registros de temperatura de 42,0°C (eval 3),
44,0 °C (eval 4) y 32,8 °C (eval 5) (Anexo 2), por tanto bajo las condiciones de
evaluacion para dicho semestre, en donde se registraron variaciones promedios
de temperatura (27,3°C — 39,3°C) y humedad relativa (85,2 — 45,4%) entre las
6:00am y 12:00m (Anexo 2), la hora de colecta del polen afecta diferencialmente la
viabilidad del polen. Segun Ribeiro et al. (2013), el polen de frijol caupi puede
permanecer viable durante aproximadamente 42 horas después de la antesis,
dependiendo de la temperatura del aire y la humedad relativa; lo cual es un factor
clave para el éxito de las hibridaciones que incluye la capacidad de la planta
donante para producir polen viable y la duracion de la viabilidad (Ting et al., 2014).
La temperatura superior a optima disminuye la viabilidad del polen, afectando la
miscrosporogenesis, la retencion de polen en las anteras y la germinacién del
polen, cuando la temperatura fue mayor o igual a 32 °C en varias especies de
cultivos (Razzaq et al., 2019).

Los promedios para las diferentes evaluaciones, en general se registran los
mayores valores para PPV en la colecta realizada a las 6:00am, a excepcion de la
evaluacion cuatro para 2019A (Tabla 5) durante esta hora la temperatura media no
supera los 28°C (Anexo 1) y las respuestas reproductivas de las plantas no se ven
afectadas significativamente; para las evaluaciones realizadas en 2019B, los

promedios superiores para PPV se registran a las 6:00am en la evaluacion uno y
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tres, asi mismo en la evaluacion dos y cuatro se presentd a las 10:00am; en tanto
que la evaluacion quinta el mayor promedio para PPV se registrd a las 8:00am
(Tabla 6), la variacion en los promedios puede obedecer a muestras de flores con
polen inmaduro o por causa de los efectos fluctuantes de temperatura y humedad
relativa durante la evolucién para este semestre, registrandose temperaturas que
oscilaron entre 25,0°C a 44,0°C (Anexo 2), que inciden en la viabilidad del polen.
Temperaturas superiores a 30°C disminuyen la concentracion de azUcares
solubles en las paredes de las anteras de los granos de polen en desarrollo y
maduros de caupi y soja (Suzuki et al., 2001), en tomate revelan que el contacto
continuo de la planta a alta temperatura (32/26 °C) redujo la concentracion de
almidon y también disminuyo los azlcares solubles en los granos de polen y las
paredes de las anteras (Pressman et al., 2002). Estudios realizados en Vigna
radiata por Kaur et al. (2015), revelan que los granos de polen se volvieron menos
viables y menos vigorosos en las plantas con estrés por calor, lo que comprometio
su capacidad para fertilizar los 6vulos y resulté en el aborto de las flores; asi
mismo Firon et al. (2012), reportan que el polen es especificamente susceptible a
baja humedad relativa.

Tabla 5. Promedios para porcentaje de polen viable (PPV) y porcentaje de polen
inviable (PPI) de frijol caupi, colectado a diferentes horas de dia. 2019A

HORA EVAL 1 EVAL 2 EVAL 3 EVAL 4 EVAL 5

COL. ppv PPl PPV  PPI PPV PPl PPV PPL PPV  PPI

6am 91,68a 8,32a 94,63a 5,37a 96,73a 3,27a 94,34a 5,66a 91,67a 8,33a
8am 89,13a 10,87a 89,75a 10,26a 95,02ab 4,98a 92,28a 7,72a 92,07a 7,93a

10am 91,14a 8,86a 85,78a 14,22a 93,23b 6,77a 94,84a 5,16a 91,67a 8,33a

Literales diferentes entre fila indican diferencia estadistica entre medias (P < 0,05) segun Tukey.

Los resultados de la presente investigacion concuerdan con estudios realizados en

Vigna unguiculata sub sp. sesquipedalis por Merin et al. (2019), encontrando que
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la viabilidad del polen mas alta se observé durante las 7:30am; coincidiendo con el

inicio de la antesis en las condiciones de estudio, segun observaciones en campo.

Es importante resaltar que durante las cinco evaluaciones que fueron equivalentes
a nueve dias en total (iniciando con el 50% de floracion en todos los genotipos), el
porcentaje de polen viable con la prueba de acetocarmin fue superior al 93,0%;
entre tanto con la prueba de tetrazolio fue superior a 76,0% en las dos épocas
evaluadas (Tabla 3 y 4); por lo que ambos registros resultan interesantes para

realizar hibridacién artificial.

Tabla 6. Promedios para porcentaje de polen viable (PPV) y porcentaje de polen
inviable (PPI) de frijol caupi, colectado a diferentes horas de dia. 2019B

HORA EVAL 1 EVAL 2 EVAL 3 EVAL 4 EVAL 5

COL. ppv PPl PPV PPl PPV  PPI PPV  PP1L PPV  PPI

6am 93,87a 6,12a 92,50a 7,50a 95,19a 4,81a 9541ab 4,58ab 61,77b 38,22a
8am 84,06a 15,93a 93,89a 6,10a 92,17ab 7,82a 93,37ab 6,62ab 95,04a 4,95b
10am 90,52a 9,47a 93,96a 6,03a 91,38ab 8,6la 97,07a 2,92b 94,78a 5,21b

12m 76,30a 23,69a 91,11a 8,88a 88,68b 11,31a 75,23b 24,76a 92,91a 7,08b

Literales diferentes entre fila indican diferencia estadistica entre medias (P < 0,05) segin Tukey.

Los estudios que evaliuan el porcentaje de viabilidad del polen en diferentes
momentos durante el desarrollo de la flor son importantes en los procesos de
hibridacion artificial (Costa et al., 2009), ya que revelan el mejor momento para
recolectar los granos de polen. Sin embargo, en este estudio se observo que para
Vigna unguiculata, los granos de polen se pueden recolectar en cualquier
momento, ya que la viabilidad del polen fue superior al 70% en todo momento,

durante las evaluaciones.

Para el factor genotipo, solo las evaluaciones dos y tres, manifiestan diferencias
estadisticas para PPV y PPI en el experimento evaluado en 2019A (Tabla 1). En
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las evaluaciones para 2019B, se registran diferencias estadisticas, excepto para
PPV en la evaluacion cuatro (Tabla 2); el efecto diferencial puede obedecer a las
caracteristicas propias del polen de cada genotipo ante las condiciones que
prevalecieron en temperatura y humedad relativa en las diferentes horas del dia,
que pudieron incidir en la viabilidad del polen (Anexo 1y 2). Segun Zanotto et al.
(2009), la viabilidad del grano de polen puede variar ampliamente dentro de la
misma especie con diferentes genotipos y ser indicativa de diferencias genotipicas
e igualmente dentro de un mismo genotipo, dependiendo del estado de desarrollo
de la flor, pequefia, mediana o grande. Estudios realizados por Singh et al. (2010),
en frijol caupi encontraron que altas temperaturas causaron una disminucion
significativa en la produccion de polen en un 31%, lo que compromete la

produccion de semillas.

De acuerdo con los promedios de las evaluaciones realizadas en 2019A, se
observd poca variacion para PPV entre los genotipos, lo que concuerda con lo
reportado por Rangkham y Khanna (2018), en evaluaciones de diferentes
accesiones de caupi. Sin embargo, se destacan los promedios superiores para
PPV en la evaluacion dos para el genotipo Caupicor 50 y en la evaluacion tres
para L-019; lo anterior contrasta con el resto de las evaluaciones donde existe

igualdad estadistica en los promedios para PPV (Tabla 7).

Tabla 7. Promedios para porcentaje de polen viable (PPV) y porcentaje de polen
inviable (PPI) en tres genotipos de frijol caupi. 2019A

GENO- EVAL 1 EVAL 2 EVAL 3 EVAL 4 EVAL 5

TIPO PPV PPl PPV PPI PPV PPI PPV PPl PPV  PPI

CAUP.50 90,77a 9,23a 95,61a 4,39b 95,13b 4,88ab 9537a 4,63a 92,57a 7,43a
BRS M. 90,42a 9,58a 89,37b 10,63a 92,81b 7,19a 92,02a 7,98a 90,60a 9,40a
L-019 90,76a 9,24a 85,18b 14,83a 97,05a 2,95b 94,07a 5,93a 92,23a 7,77a

Literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica entre medias (P < 0,05) seglin Tukey.
Caup.50: Caupicor 50; BRS M.: BRS Milenium
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Es importante resaltar que los genotipos Caupicor 50 y L-019, provienen de una
poblacion criolla de la region, y por ende es posible que fuertes variaciones de
temperatura y humedad relativa no generen efectos adversos a la viabilidad de

polen, por su adaptacion a las condiciones del estudio.

Las evaluaciones realizadas en el segundo semestre de 2019, se destaca el
genotipo Caupicor 50 con los mayores promedios para PPV, en comparacion con
los genotipos BRS Milenium y Missouri (Tabla 8), lo cual puede obedecer a que
este cultivar proviene de la poblacion que se siembra en la regién y no es afectado
por la variacién de la temperatura y la humedad relativa registradas durante la
investigacion (Anexo 2). Sin embargo, Shivanna y Rangaswamy (1992), informa
que, en el periodo de floracién, los cambios ambientales y las diferencias
genotipicas pueden contribuir a la variacién en la tasa de viabilidad del polen.
Willmer (2011), sustenta que muchos factores afectan la viabilidad del polen en
condiciones naturales; el grano de polen en su formacién tiende a almacenar
carbohidratos como granos de almidén, cuando el almidon se hidroliza y los
niveles de azucar aumentan, los granos de polen se vuelven mas resistentes a la
ganancia y pérdida de agua. Estudios realizados por Jiang et al. (2019), donde
sometieron a dos cultivares de Pisum sativum (Fabaceae) a estrés por altas
temperatura y encontraron que después de 4 dias a 35 °C, la viabilidad del polen
en los botones florales disminuy6 en el cultivar "CDC Golden", pero no en "CDC

Sage".

La esterilidad del polen por estrés por sequia se ha investigado a nivel molecular,
mostrando que los genotipos susceptibles tenian una alta expresion de genes de
anteras carentes de carbono, mientras que los genotipos tolerantes mostraron una
alta expresion de genes de transportador de azlcar y de invertasa de la pared
celular (Li et al., 2015); es posible que genotipo Caupicor 50 este provisto
mayormente de genes transportadores de azlcar en comparacion con los demas

cultivares en estudio.
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Tabla 8. Promedio de cinco evaluaciones para porcentaje de polen viable (PPV) y
porcentaje de polen inviable (PPI) en tres genotipos de frijol caupi. 2019B

GENO- EVAL 1 EVAL 2 EVAL 3 EVAL 4 EVAL 5

TPO  ppv PPl PPV PPI PPV PPl PPV PPl PPV PPI

CAUP.50 98,52a 1,47b 94,55a 5,45b 97,65a 2,35¢c 95,03a 4,96b 87,30a 12,69b
BRS M 77,37b 22,62a 94,70a 5,29b 94,13b 5,86b 91,51ab 8,48ab 84,07ab 15,92ab
MISSO 82,68b 17,32a 89,34b 10,65a 83,79c 16,20a 84,27b 15,72a 87,00b 12,99a

Literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica entre medias (P < 0,05) segun Tukey.
CAUP. 50: Caupicor 50; BRS M: BRS Milenium; MISSO: Missouri

En las plantas que se autopolinizan como el frijol caupi, el polen no tiene que
transportarse muy lejos para polinizar y, por lo tanto, no necesita sufrir una
deshidratacion severa en la madurez. Estas plantas producen granos de polen
recalcitrantes que se dispersan con un alto contenido relativo de agua (30 - 70%)
(Pacini y Dolferus, 2016). Los granos de polen recalcitrantes son sensibles a la
deshidratacién y, por lo general, tienen una vida muy corta y son muy sensibles a
la variacion de la humedad relativa del aire (Franchi et al., 2011). Sin embargo,
investigaciones demuestran que la prolina desempefia un papel en la proteccion
del polen del dafio inducido por el calor en la germinacion. En el caupi, el polen
sano tiene grandes cantidades de prolina y justo antes de la antesis, la prolina
constituye el 55% de aminoacidos en las anteras y los granos de polen (Razzaq et
al., 2019).

Es importante resaltar que existen varios factores tanto ambientales como las
caracteristicas propias de cada genotipo, que hacen que se reflejen en la calidad
del polen; por tanto, como se menciono anteriormente la viabilidad del polen de los
diferentes genotipos en semestre A de 2019, tan solo experimento variacion
estadistica en dos evaluaciones, lo cual obedece, que para esta evaluacion se
consideraron dos genotipos (Caupicor 50 y L-019) originados producto de la
seleccion de una poblacion que se cultiva en la region por muchos afios y el

porcentaje de polen viable es poco afectado por las condiciones predominantes;
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en tanto que, para el semestre B, se incluydé el genotipo Missouri (recién
introducido de EE.UU), en reemplazo de L-019, por lo que junto al BRS Milenium,
gue también es introducido, los cambios o variaciones de temperatura y humedad

relativa afectan negativamente la viabilidad del polen.

El andlisis de varianza para la interaccion de los test evaluados con las diferentes
horas de colecta, muestra diferencias significativas en la evaluacion uno para las
dos variables en consideracion (PPV y PPI) en 2019A (Tabla 1), en tanto que las
evaluaciones realizadas para el segundo semestre de 2019, las evaluaciones uno
y tres muestran diferencias estadisticas para PPV y PPI, asi mismo en la
evaluacion cinco para PPI (Tabla 2); indicando con ello que la clasificacion de los
test, cambio en funcién de la hora de colecta del polen en dichas evaluaciones,
por tanto, para PPV en el semestre A el acetocarmin fue superior a las 6:00 y
10:00 am (Tabla 9) y para el semestre B fue superior la prueba con tetrazolio a las
6:00 am en la evaluaciéon uno; la prueba con acetocarmin presento el promedio
mas alto a las 12:00 m en la evaluacion uno y a las 8:00 am, 10:00 am y 12:00 m
en la evaluacion tres, asimismo en la evaluacion cinco fue superior a las 6:00, 8:00
y 10:00 am (Tabla 10).

De acuerdo con los resultados obtenidos de la interaccion test con la hora de
colecta, en las evaluaciones uno, tres y cinco para el segundo semestre, se
observan promedios para PPV que oscilaron entre a 91,25% a 98,02% con la
prueba de acetocarmin (Tabla 10), resultados que concuerdan con los obtenidos
por Bispo et al. (2020) en Erythrina fusca (Fabaceae), donde la la viabilidad media
del polen encontrada con el reactivo carmin acético fue del 98,54%. Resultados
diferentes se registra con la prueba de tetrazolium, donde el PPV se obtuvieron
valores mas bajos a través de las horas con respecto al acetocarmin; asimismo, se
observa que con el test de tetrazolio para PPI, se observa una tendencia a

aumentar con el transcurrir de las horas, exceptuando el promedio de la 6:00 am
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en la evaluacion cinco (Tablas 10), lo anterior podria atribuirse a los efectos de las
altas temperatura registradas en dichas evaluaciones (Anexo 2). Estudios han
reportado que el estrés por calor degenera la capa tapetal en las anteras, lo que
da como resultado la indehiscencia de las anteras, el fracaso de las anteras para
abrirse (dehiscencia) y liberar polen maduro (Warrag y Hall, 1984; Ahmed et al.,
1992). Segun Arenas et al. (2016), los granos de polen recién formados tienen

mayor viabilidad que el polen maduro.

Tabla 9. Promedios de la interaccion test por hora de colecta de polen para su
viabilidad en tres genotipos de frijol caupi. 2019A

EVALUACION 1
PPV PPI
TEST  6:00 8:00 10:00 6:00 8:00 10:00

AC 96,04a 96,21a 89,98a 3,95b 3,78b 10,01a

TZ 87,31b 82,04b 92,28a 12,68a 17,95a 7,71a

Literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica entre medias (P < 0,05) segun Tukey.
AC: Acetocarmin; TZ: Tetrazolium
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Tabla 10. Promedios de la interaccion test por hora de colecta de polen para su viabilidad en tres genotipos de frijol
caupi. 2019B

EVALUACION 1 EVALUACION 3 EVALUACION 5
PPV PPV PPV

TEST 6:00 8:00 10:00 12:00 6:00 8:00 10:00 12:00 6:00 8:00 10:00  12:00

AC 91,25b 93,65a 91,68a 95,80a 93,73a 94,87a 94,21a 91,85a 92,91a 98,02a 96,48a 94,47a

TZ 9648a 74,47a 89,36a 56,81b 96,65a 89,46b 88,56b 85,51b 30,63b 92,06b 93,07b 91,34a
PPI PPI PPI
AC 874a 634a 832a 420b 627a 512b 578 814b 7,08 197a 35lb 552a

TZ 3,51b 25,52a 10,63a 43,18a 3,34a 10,53a 11,43a 14,48a 69,36a 7,93b 6,92a  8,65a

Literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica entre medias (P < 0,05) segun Tukey. AC: Acetocarmin; TZ: Tetrazolium
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En la interaccidén hora de colecta por genotipo hubo diferencias estadisticas en la
evaluacion uno para porcentaje de polen inviable (PPI) y en la evaluacion cuatro
para PPV y PPI, correspondientes al primer semestre de 2019 (Tabla 1); en el
segundo semestre se registré iteracion significativa en la evaluacién tres (Tabla 2),
lo anterior indica que en dichas evaluaciones el promedio para PPV y PPI en las
diferentes horas de colecta esta en funcién de los genotipos. En el semestre A, se
registro promedios superiores a las 6:00am con el genotipo L-019 para PPV (Tabla
11); para el segundo semestre de 2019, el genotipo Missouri, registrd6 promedios
superiores a las 6:00am para PPV (Tabla 12).

Los resultados para el primer semestre muestran que los genotipos registraron
porcentajes de polen viable superior al 80% en todas las horas de colecta (Tabla
11). Por consiguiente, Gaaliche et al. (2013), informan que, si la viabilidad del
polen de los genotipos es alta, pueden considerarse buenos polinizadores; ya que,
para asegurar el éxito en las hibridaciones controladas, el polen debe mostrar

esencialmente una alta tasa de viabilidad y germinacion (Brito et al., 2010).

Tabla 11. Promedio de la interaccion hora por genotipo para su viabilidad en tres
genotipos de frijol caupi. 2019A

EVALUACION 4

PPV PPI
HORA  CAUP.50 L-019 BRSM CAUP.50 L-019 BRSM
6:00am  93,95a  98,6la 90,45a  6,05a 1,38b  9,55a

8:00am 96,05a 88,00b 92,78a 3,95a 12,00a 7.21a
10:00am 96,10a 95,60b 92,83a 3,90a 4,40a 7,16a

Literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica entre medias (P < 0,05) segun Tukey.

Para las evaluaciones de 2919B, al analizar los promedios se observa que el
Caupicor 50 obtuvo los promedios més altos en la evaluacion tres (Tabla 12). En

contraste el genotipo Missouri presenta los valores mas bajos en todas las horas
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de evaluacién para PPV, en comparacion con demas genotipos (Tabla 12), lo que
podria explicarse por su origen de Norte América y es posible que las condiciones
de temperatura y humedad relativa ejerzan un efecto negativo en la viabilidad de
polen, lo que repercute en el rendimiento de semilla. Varios autores han informado
gue, durante la etapa de reproduccion, un breve periodo de estrés por calor puede
reducir significativamente el nUumero de yemas florales y aumentar el aborto de las
flores, aunque existen variaciones en la sensibilidad dentro y entre las especies de
plantas y sus genotipos (Sato et al., 2006; Li et al., 2012; Kaushal et al., 2013;
Annisa et al, 2013). Estudios han demostrado que el calor reduce
significativamente el rendimiento de grano de caupi cuando ocurren altas
temperaturas (> 20 °C) a altas horas de la noche. Esto se debe a que la
produccion de flores y la viabilidad del polen se ven afectadas por las altas
temperaturas (Hall, 2004). Este autor mostré que cada 1 °C por encima de un
umbral de 16 °C durante la noche conduce a una reduccion del 4 al 14% en el

rendimiento de grano.

Tabla 12. Promedio de la interaccion hora por genotipo para su viabilidad en tres
genotipos de frijol caupi. 2019B

EVALUACION 3

PPV PPI
HORA BRSM  CAUP.50 MISSOURI BRSM  CAUP.50 MISSOURI
6:00am 94,01a 98,08a 93,48a 6,00a 191a 6,51b
8:00am 96,23a 96,03a 84,25b 3,76a 3,96a 15,75ab
10:00am 93,40a 99,63a 81,13b 6,60a 0,36b 18,86a
12:00m 92,90a 96,85a 76,30c 7,10a 3,15a 23,70a

Literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica entre medias (P < 0,05) segin Tukey.

Cuando interactiuan los tres factores (test, hora y genotipo) solo se presentaron
diferencias estadisticas en la evaluacion uno y dos para la variable PPI,
correspondiente al primer semestre de 2019 (Tabla 1). En los resultados del

analisis de varianza para el segundo semestre del 2019, se registro interaccion
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significativa en la evaluacion uno para PPV y PPI (Tabla 2). Por tanto, los
promedios para las dos pruebas o test cambian su clasificacion en funcion de la
hora de colecta y de los genotipos. De acuerdo con la prueba de medias, el test
con acetocarmin es superior a las 12:00 m para el genotipo BRS Milenium y el
tetrazolio a las 6:00 am para el genotipo Missouri, para PPV (Tabla 13).

Tabla 13. Promedio de la interaccién test por hora y genotipo para la viabilidad de
polen en tres genotipos de frijol caupi. 2019B

EVALUACION 1 EVALUACION 1
TEST PPV PPI
HORA BRS MIL CAUP.50 MISSOURI BRS MIL CAUP.50 MISSOURI
AC 6:00am 83,40a 98,20a 92,16b 16,60a 1,80a 7.83a
TZ ' 92,80a 99,03a 97,63a 7,20a 0,96a 2,36b
AC 92,50a 99,33a 89,13a 7,50a 0,66a 10,86a
8:00am
TZ 54,16a 98,73a 70,53a 45,83a 1,26a 29,46a
AC 93,73a 99,43a 81,90a 6,26a 0,56a 18,13a
10:00am
TZ 95,80a 98,50a 73,80a 4,20a 1,50a 26,20a
AC 99,20a 98,20a 90,00a 0,80a 1,80b 10,00a
12:00m
TZ 7,40b 96,73a 66,30a 92,60a 3,26a 33,70a

Literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica entre medias (P < 0.05) segun Tukey.
AC: Acetocarmin; TZ: Tetrazolium

Los resultados muestran que para PPV en dicha evaluacion, en los dos test y las
diferentes horas de colecta, el genotipo Caupicor 50 presenta los valores mas
altos que variaron entre 96,73% a 99,43%; los genotipos BRS Milenium y Missouri
obtuvieron los promedios mas altos para PPl con 92,6% y 33,7% a las 12:00 m
respectivamente (Tabla 13). Por lo anterior, es posible que los genotipos con
promedios mas bajos para PPV sean mas sensibles a los cambios de los factores
de temperatura y humedad relativa. Rieu et al. (2017), acotan que, bajo estrés por
calor leve, el contenido de sucrosa se reduce en las microesporas jévenes y la
acumulacion de almidén en el polen binucleado es menor. En consecuencia, el
contenido de azUcar soluble también es menor en la antesis (Firon et al., 2006;

Sato et al., 2006; Jain et al., 2007). Por tanto, la relacion entre el contenido de
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carbohidratos y la viabilidad del polen esta respaldada por los hallazgos de que los
genotipos mas tolerantes eran mas capaces de mantener los niveles de almidén y
azucar de polen que los genotipos sensibles (Pressman et al., 2002; Firon et al.,
2006).

Para los tres genotipos de V. unguiculata considerados para cada semestre en
esta investigacion los coeficientes estimados de correlacion para porcentaje de
polen viable (PPV) y porcentaje de polen inviable (PPI) estan registrados en la
tabla 14. Asi mismo, los valores medios, minimo (MIN), maximo (MAX) y
desviacion estandar (S) de las variables de estudio estan consignados en la tabla
15. En el andlisis de correlacion, se consider6 una muestra de 270 datos para el
semestre A y 360 datos para el semestre B, alusivos a las variables dependientes

e independientes, como se aprecia en la tabla 15.

Tabla 14. Coeficientes de correlacion Spearman para porcentaje de polen viable e
inviable con respecto a la temperatura y la humedad relativa.

SEMESTRE A 2019 SEMESTRE B 2019
FACTORES
PPV PP PPV PPI
TEMPERATURA (°C) -0,15* 0,15 -0,03ns 0,03ns
HUMEDAD R. (%) 0,16% -0,16** 0,02ns -0,02ns

PPV: porcentaje de polen viable; PPI; porcentaje de polen inviable

Se observa que los valores promedios de temperatura y humedad relativa durante
el desarrollo de esta investigacion, para el semestre A y B, registran diferencias
importantes (Tabla 15); en el primer semestre la temperatura (T) y la humedad
relativa (HR) oscilo entre 26,8°C - 38,6°C y 47% — 94%, en tanto que para el
segundo semestre oscilaron en 25°C — 44°C y 29% — 90%; estas variaciones
pudieron incidir en los valores promedios obtenidos con los test de acetocarmin y
tetrazolium para porcentaje de polen viable (PPV) en inviable (PPI) de lo cultivares
estudiados. De Jesus et al. (2018b), resalta que los cambios moderados de
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temperatura pueden reducir la cantidad de polen y su viabilidad, o que puede
causar problemas durante la fertilizacion. En casos mas graves, puede resultar en
una esterilidad completa del grano de polen o la inhibicion de la dehiscencia de las

anteras y, en consecuencia, la ausencia de fructificacion (Hedhly, 2011).

En el analisis de correlacion de Spearman, la temperatura presentd correlacion
significativa y negativa para PPV (r=-0.14*) e igualmente positiva para PPI
(r=0.14%), para el semestre A, mas no para el semestre B, pero la misma tendencia
(Tabla 14), indicando que para PPV, un aumento de la temperatura influye
directamente en la reduccién de la viabilidad de los granos de polen, por lo tanto;
el porcentaje de polen inviable tiende a aumentar y ello, es coherente, con lo
manifestado por Prasad et al. (2006), por la degeneracion del tapetum, que
representa la capa de células de las anteras que rodean a las células madre de la
microspora (Porch y Jahn, 2001) y/o disminucién del metabolismo de los
carbohidratos (Datta et al., 2001) y en las paredes de las anteras y los granos de
polen (Echer et al., 2014). Asi mismo Baltazar y Schoper (2002) sefialaron que a
medida que aumentaba la temperatura, la humedad relativa disminuia, resultaba

en una disminucion de la viabilidad del polen.

Tabla 15. Promedios, valores minimos y maximos para las variables de estudio, en
los semestres Ay B de 20109.

SEMESTRE A 2019 SEMESTRE B 2019

VARIABLE N MEDIA S MIN  MAX N  MEDIA S MIN MAX

TEMP (°C) 270 31,09 358 268 386 |360 32,79 543 250 44,0
HR (%) 270 75,60 1499 47,0 940 |360 6895 19,53 29,0 90,0
PPV (%) 270 92,26 9,00 250 1000 | 360 89,46 17,76 0,0 100,0
PPI (%) 270 7,73 9,00 0,0 75,0 | 360 10,53 17,76 0,0 100,0

TEMP: temperatura; HR: humedad relativa; PPV: porcentaje de polen viable; PPI; porcentaje de
polen inviable; N: nimero total de datos; S: desviacién estandar; MIN: valor minimo; MAX: valor
méximo.
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Estudios relacionados en Phaseolus vulgaris (Prasad et al., 2002), mani (Arachis
hypogaea) (Prasad et al., 2003) y tomate (Lycopersicon esculentum Mill) (Sato et
al., 2000) mostraron deterioro del polen a altas temperaturas; los resultados de la
presente investigacion, contrastan con los reportados por Patriyawaty et al. (2018),
Khattak et al. (2009), Kaur et al. (2015) y Sharma et al. (2016), en Vigna radiata,
quienes encontraron una reduccion hasta del 74% del polen viable e incremento
del aborto de botones florales y vainas. Asi mismo Ernest et al. (2017), afirman
que la reduccion en la productividad del frijol se debe en parte a la reduccién de la
cantidad de granos de polen liberados durante la fertilizacién, debido al estrés por

altas temperaturas.

Es importante resaltar que la respuesta de las plantas al estrés por temperatura,
depende en gran medida del genotipo (Koubouris et al., 2009); como se
mencionaba anteriormente los valores obtenidos en las pruebas de viabilidad de
los genotipos demuestran que estos poseen cierta resistencia a las condiciones
adversas que se presentan en la region de estudio, esta respuesta genotipica
diferencial a la temperatura durante la fase reproductiva podria ser importante en
términos del tiempo necesario para que una especie y/o cultivar, se adapte a los
rapidos cambios de temperatura (Hedhly et al., 2004). Investigaciones realizadas
sobre la induccién a estrés por calor (42 °C) durante 2 - 4 horas resulté en la

reduccion de la viabilidad del polen de habas (Vicia faba) (Kumar et al., 2016).

Se ha demostrado que la temperatura elevada afecta negativamente la
germinacion del polen (Flores-Renteria et al., 2018). El desarrollo de polen
después de la exposicion al estrés por calor incluye el aborto de las microesporas,
asi como el fracaso en etapas posteriores, lo que lleva a una reduccion en el
namero de granos de polen en antesis y la proporcién de granos polen maduro
viables y capaces de germinar (Mesihovic et al., 2016). Asi mismo, la estructura
del reticulo endoplasmico de la capa de tapete se ve afectada por las altas

temperaturas diurnas y nocturnas de (33/25°C), lo que provoca la degeneracion
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temprana del polen en el frijol comun (Omae et al., 2012). En investigaciones de
genotipos de Phaseolus vulgaris sensible al calor y uno tolerante al calor se
sometid a un estrés térmico leve durante el desarrollo, la viabilidad del polen del
genotipo sensible disminuy6 del 80% a menos del 10% después de 10 dias de
tratamiento térmico. Sin embargo, el genotipo tolerante al calor todavia producia
un 60% de polen viable incluso después de 24 dias de estrés (Porch y Jahn,
2001). Dafni y Firmage (2000), afirman que, el polen una vez liberado de la antera
esta inevitablemente sujeto a tensiones ambientales, y su viabilidad se ve afectada
negativamente. Estudios han demostrado que el estrés por alta temperatura
durante los periodos de esporogénesis causa anormalidades en la pared de la
exina del polen, dafio de la membrana y degradacion de las células tapetales que
conducen a la esterilidad del polen en Sorghum bicolor L. (Djanaguiraman et al.,
2014), Triticum aestivum L. (Prasad y Djanaguiraman, 2014) y Glycine max L.

(Djanaguiraman et al., 2013).

Las investigaciones revelan que las variaciones de temperatura y la humedad
relativa por debajo o supra optimas afectan negativamente la calidad del polen y
por ende el proceso de fecundacioén, lo que se veria reflejado en la formacién de
un bajo numero de semillas por vainas, como sustentan (Thakur et al., 2010), las
bajas temperaturas a menudo provocan el aborto de las flores, el polen y la
infertilidad de los évulos, la degradacién de la fertilizacion, el llenado deficiente de
las semillas, la disminucion de la formacion de las semillas, lo que finalmente
reduce el rendimiento de grano. Estudios realizados en tomate, encontraron que
una reduccién moderada de 1,0°C a 1,5°C en la temperatura media diaria junto
con el aumento de la HR (humedad relativa) del 50% al 70% durante el dia mejoré
la viabilidad del grano de polen (Harel et al. 2014). Investigaciones realizadas en
arroz, resaltan que el rendimiento de granos de los cultivares hibridos se redujo
drasticamente probablemente debido a la menor cantidad de formacion de

espiguillas en la panicula, causado por estrés por baja temperatura y humedad
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relativa durante las fases vegetativa y reproductiva, produciendo un mayor

porcentaje de granos de polen no viables (Sarwar et al., 2017).

109



4. CONCLUSIONES

El porcentaje promedio de polen viable colectado a diferentes horas del dia en
Vigna unguiculata, en los dos semestres de estudio, la prueba de acetocarmin fue

siempre superior a la prueba de tetrazolium, con registros de 95,11% y 94,72%.

El polen colectado a diferentes horas del dia en los genotipos evaluados, acuso
respuesta diferencial en los semestres A y B de 2019; el cultivar que presento
mayor porcentaje de polen viable promedio fue Caupicor 50 (93,89% y 94,61%).
En tanto que el menor promedio lo registré Missouri con 85,42%.

Todos los genotipos mostraron altos porcentajes de viabilidad de polen y se
pueden usar en programas de mejoramiento que contemplen hibridaciones

controladas.

En el primer semestre de 2019, la temperatura acuso correlacion significativa
negativa para PPV y positiva para PPI; mientras que para la humedad relativa, se
encontré correlacion significativa positiva para PPV y negativa para PPI; esto
indica que, a mayor temperatura y menor humedad relativa, la viabilidad del polen

disminuye; en tanto que para el segundo semestre no existié correlacion.

El mayor porcentaje de polen inviable se presenté de manera general durante los
dias de evaluacion, en los muestreos de las 10:00am para el primer semestre y a
las 12:00m en el segundo semestre de 2019; puesto que la temperatura tiende a

ser mas alta a medida que transcurre el dia.
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CAPITULO Il RECEPTIVIDAD ESTIGMATICA EN FRIJOL CAUPI (Vigna
unguiculata L. (Walp.)) EN DIFERENTES HORAS DEL DIA EN MONTERIA -
CORDOBA.

CHAPTER llI: STIGMATIC RECEPTIVITY IN CAUPI BEANS (Vigna unguiculata
L. (Walp.)) AT DIFFERENT HOURS OF THE DAY IN MONTERIA - CORDOBA.
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RESUMEN

La utilizacién del mejoramiento clésico, basado en la seleccién de individuos
superiores y cruzamientos dirigidos, llevo a la necesidad de conocer aspectos de
la biologia floral. Uno de estos aspectos es el estudio de la receptividad de
estigma, que refleja la capacidad del estigma para recibir el polen, permitiendo que
se adhiera, se hidrate y finalmente germine. La presente investigacion se llevé a
cabo en la Universidad de Coérdoba, el objeto de estudio fue evaluar la
receptividad estigmatica en frijol caupi (Vigna unguiculata I. (Walp.)) en diferentes
horas del dia en condiciones de campo y casa malla; para esto se sembraron 3
surcos de 10m de largo con espaciamientos de 1,2m entre surco y 0,6m entre
plantas para cada cultivar, en casa malla las plantas se establecieron en bolsas de
8 Kg de capacidad de suelo, para cada genotipo se sembraron 10 plantas. Se
colectaron 3 botones florales en preantesis en cada genotipo, en la mafana
(7:00am y 9:00am) y en la tarde (3:00pm y 5:00pm), se transportaron al laboratorio
en el menor tiempo posible y se colocaron dos gotas de perdxido de hidrégeno
(3% v/v) en las papilas estigmaticas para verificar la actividad de la peroxidasa, la
actividad de la efervescencia se determiné con un cronometro. Se evalué bajo un
disefio completamente al azar con arreglo factorial de 3x4 (3 genotipos y 4 horas
en el dia) con tres repeticiones (flores) para cada ambiente. EI ambiente afecta
considerablemente el tiempo de reaccion del perdxido de hidrogeno con el estigma
de frijol caupi en botones florales en preantesis aptos para emascular en procesos
de hibridacion, siendo superior en casa malla y este aumenta con el transcurrir de
las horas. Los resultados de esta investigacion indican que las polinizaciones
controladas que se realicen entre las 7:00am y 9:00am en campo y entre las
3:00pm y 5:00pm en casa malla tendran mayor probabilidad de generar vainas y
semillas, ya que es cuando la mayoria de las flores en preantesis presentan mayor

tiempo de reaccion en los genotipos evaluados de frijol caupi.

Palabras clave: Estigma floral, peroxidasa, perdxido de hidrogeno.
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ABSTRACT

The use of classical improvement, based on the selection of superior individuals
and directed crosses, led to the need to know aspects of floral biology. One of
these aspects is the study of stigma receptivity, which reflects the ability of the
stigma to receive pollen, allowing it to adhere, hydrate and finally germinate. The
research was carried out at the University of Cordoba, the object of study was to
evaluate the stigmatic receptivity in cowpea beans (Vigna unguiculata |. (Walp.)) At
different times of the day under field conditions and mesh house; For this, 8 rows
of 10m long were sown with spacings of 1.2m between rows and 0.6m between
plants for each cultivar, at home the plants were established in bags of 8 Kg of soil
capacity, for each genotype they were sown 30 floors. 3 flower buds were collected
in pre-synthesis in each genotype, in the morning (7:00 am and 9:00 am) and in
the afternoon (3:00 pm and 5:00 pm), they were transported to the laboratory in the
shortest possible time and two were placed drops of hydrogen peroxide (3% v / v)
on the stigmatic papillae to verify the peroxidase activity, the effervescence activity
was determined with a stopwatch. It was evaluated under a completely randomized
design with a factorial arrangement of 3x4 (3 genotypes and 4 hours in the day)
with three repetitions (flowers) for each environment. The environment
considerably affects the reaction time of hydrogen peroxide with the cowpea
stigma in pre-synthesized flower buds suitable for emaculating in hybridization
processes, being higher in each mesh and this increases with the passing of the
hours. The results of this research indicate that controlled pollinations carried out
between 7:00am and 9:00 am in the field and between 3:00pm and 5:00 pm at
home mesh will have a greater probability of generating pods and seeds, since that
is when Most of the flowers in pre-synthesis show a longer reaction time in the

evaluated cowpea genotypes.

Keywords: Floral stigma, peroxidase, hydrogen peroxide.
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1. INTRODUCCION

El frijol caupi es una especie estrictamente autdgama, principalmente debido a la
cleistogamia y la simultaneidad entre la receptividad del estigma y la eclosién de
las anteras. El estigma es receptivo desde unas 12 horas antes de la dehiscencia
de las anteras, caracteristica que facilita los cruzamientos dirigidos. Es
relativamente facil de hibridar y las semillas de los cruces son de alta viabilidad
(FAO, 2018).

Las caracteristicas florales y las caracteristicas de desarrollo tienen un impacto
significativo en la reproduccién exitosa de plantas (Zhang y Zhang, 2007). La
receptividad del estigma es uno de los factores mas importantes en la
reproduccién sexual, conocer el periodo de receptividad del estigma y la
receptividad del estigma en diferentes etapas de desarrollo es propicia para
mejorar de manera efectiva la tasa de éxito del cruzamiento (Li et al., 2014). El
estigma es una regidn especializada, generalmente ubicada en el &pice del
carpelo, de forma variable, tamafio y composicion celular (Raghavan, 1997);
desempefa un papel clave en la adhesion, el reconocimiento y la germinacion del
grano de polen (Cocucci y Mariath, 2004; Beck, 2010).

La receptividad del estigma y la viabilidad del polen son fundamentales para el
inicio eficaz de la interaccién polen-pistilo (Shivanna, 2003). Un estigma es
receptivo cuando tiene la capacidad de apoyar la germinacion del polen, y el inicio
de la receptividad estigmatica se acompafa de una serie de cambios que se
producen al madurar el estigma (Sanzol y Herrero, 2001). La duracion de la
receptividad puede variar desde unas pocas horas hasta 10 dias (Shivanna, 2003;
Losada et al., 2014). Segun Dafni (1992), la receptividad del estigma puede
investigarse para identificar la edad optima de la flor para los procedimientos de
polinizacion artificial y para aumentar la eficiencia de la polinizacion; por lo que

juega un papel importante en las hibridaciones exitosas. Para que ocurra la
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fertilizacion, no solo los granos de polen deben estar en un estado viable, sino que
también el estigma debe estar en una condicidn receptiva, para la germinacion del

grano de polen, crecimiento y desarrollo del tubo polinico.

Una secrecién pegajosa que indica receptividad del estigma suele acompafar a la
etapa femenina de la flor (Heslop-Harrison y Shivanna, 1977). Un gran nimero de
estudios han demostrado que la receptividad al estigma de las plantas esta
estrechamente relacionada con el desarrollo de las flores y los cambios
morfologicos (Li et al., 2014). El periodo 6ptimo de polinizacion se puede
determinar en funcién del grado de apertura de las flores (Li et al., 2010; Guan et
al., (2009), color del estigma (Qi et al., 2011), morfologia del estigma (Liu et al.,
2011) y secreciones del estigma (Li et al., 2010). Otros métodos para determinar la
receptividad se centran en la indicacion de la actividad de enzimas como
esterasas, peroxidasas y fosfatasas acidas, en la superficie del estigma
(Dresselhaus y Franklin, 2013; Chen et al., 2013). La receptividad del estigma
debe analizarse en particular con el fin de: (i) conocer con precision la etapa de
antesis de la inflorescencia / flor / pistilo para la polinizacion cruzada manual; (ii)
indicar la etapa pre o post-receptiva de los estigmas para mejorar la eficiencia de
la polinizacién; (iii) estudiar la incompatibilidad polen / estigma; (iv) proponer un
sistema de produccién nuevo (De las Heras et al., 2001; Chen et al., 2013). Silva
et al. (2010), anotan que los analisis de receptividad estigmatica son esenciales,
ya que la fertilizacion tendra éxito solo cuando el polen desarrolle su tubo de polen

debajo de la superficie estigmatica receptiva.

Esta investigacion tuvo como objetivo estudiar la receptividad del estigma en
diferentes cultivares de frijol caupi sembrados en dos ambientes. Lo que nos
permite comprender aspectos importantes para garantizar que el estigma esté listo

para ser fertilizado cuando sea necesario.
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2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1. LOCALIZACION

La investigacion se llevd a cabo en la granja experimental de la Facultad de
Ciencias Agricolas, de la Universidad de Coérdoba, en Monteria - Cérdoba, cuyas
coordenadas geograficas son 8° 45 Ny 75° 53° W, una altitud de 15 m.s.n.m. Su
clasificacion climatoldgica corresponde a bosque seco tropical, con temperatura
media de 27,4 °C, precipitacion por afio de 1346 mm, humedad relativa de 85% y

brillo solar de 2108 horas solar anual (Palencia et al., 2006).

2.2. VARIABLES E INDICADORES

2.2.1. Variables dependientes. Corresponden a las variables que han sido

definidas para llevar a cabo la investigacion:

e Tiempo de reaccion del estigma con el peréxido de hidrogeno.

2.2.2. Variables independientes. Corresponden a los cultivares evaluados:

e Casa malla: Caupicor 50, BRS Milenium, IT86.

e Campo: Caupicor 50, BRS Milenium, Missouri.
2.3. PROCEDIMIENTO
Para este estudio se evalu6 en dos ambientes (campo y casa malla); en casa
malla las plantas se establecieron en bolsas de 8 Kg de capacidad de suelo, para

cada genotipo se sembraron 10 plantas, en campo se establecieron parcelas de 3

surcos de 10 metros de largo, con distancia entre surco de 1,2m y entre plantas de
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0,6m; se sembraron primero los genotipos mas tardios (BRS Milenium e IT86) con

intervalo de 5 dias para los genotipos mas precoces (Caupicor 50 y Missouri).

Se utilizo la técnica descrita por Crispim et al. (2017), modificada, que consiste en
identificar y colectar 3 botones florales en cada genotipo (Caupicor 50, BRS
Milenium, Missouri e 1T86), en la mafiana (7:00am y 9:00am) y en la tarde (3:00pm
y 5:00pm) en pre antesis, se transportaron al laboratorio en el menor tiempo
posible, se expone el estigma eliminado los pétalos y las anteras y se colocaron
dos gotas de peroxido de hidrégeno (3% v/v) en las papilas estigméticas para
verificar la actividad de la peroxidasa, que indica si el estigma es receptivo a los
granos de polen; se observd inmediatamente la formacion de burbujas como lo
indica Galen y Plowright (1987) y Osborn et al. (1988); una vez aplicado el
peroxido se cronometro el tiempo de la duracion de la efervescencia, utilizando un

cronometro marca Weston (modelo JS-510).

Este experimento se evaluo bajo un diseiio completamente al azar con arreglo

factorial de 3x4 (3 genotipos y 4 horas en el dia) con tres repeticiones (flores).

2.4. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizo analisis de varianza, pruebas de medias segin Tukey y correlacion de
Spearman, a las variables consideradas con el paquete estadistico SAS version
9.4.

Para el experimento en campo se transformaron los datos con raiz cuadrada
(Y+0.5) dado que no se cumplieron los supuestos estadisticos (las tablas
contienen los datos originales y la significancia fue leida en los analisis

transformados).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

La receptividad del estigma juega un papel importante en las hibridaciones
exitosas. La adhesion e hidratacion del polen son los primeros eventos de las
interacciones polen-estigma, que permiten que el polen compatible fertilice los
ovulos (Yu et al., 2019). Para que ocurra la fertilizacion, no solo los granos de
polen deben estar en un estado viable, sino que también el estigma debe estar en
una condicién receptiva para que se desarrolle su tubo polinico. Por lo que los
analisis de receptividad estigmatica se consideran esenciales (Silva et al., 2010).

Los resultados del analisis de varianza para el tiempo de reaccion del peréxido de
hidrogeno con el estigma de diferentes genotipos de frijol caupi cultivados en dos
ambientes se muestran en la tabla 1. Las condiciones prevalecientes en las
diferentes horas del dia en someter el estigma de flores en pre antesis influye en
el tiempo de reacciéon con el peroxido de hidrogeno en los dos ambientes (Tabla
1).

Tabla 1. Cuadrados medios del andlisis de varianza para el tiempo de reaccion del
estigma al peroxido de hidrogeno (TREPH) en campo y casa malla, en tres
genotipos en frijol caupi. Monteria, 2020

CAMPO CASA MALLA
FUENTE DE VARIACION G.L

TREPH TREPH
HORA 3 0,089** 9,846**
GENOTIPO 2 0,139** 0,478*
HORA*GENOTIPO 6 0,143** 4,342**
ERROR 24 0,018 0,110
TOTAL 35
X 1,46 2,87
CV% 9,26 11,55
R? 0,76 0,95

*: significativo con p< 0,05; **; altamente significativo con p< 0,001; ns: no significativo con p< 0,05;
G.L: Grados de libertad; CV: coeficiente de variacion.
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Los resultados en campo, muestra que los mayores promedios se registraron a las
7:00am y 9:00am con 1,96 minutos y 1,90 minutos respectivamente (Tabla 2),
caso contrario se presento en los estigmas de las plantas que se desarrollaron en
casa malla, donde la reaccion fue mas prolongada a las 3:00pm y 5:00pm con
promedios de 3,90 minutos y 3,63 minutos. En la madurez floral, cuando los
estigmas estan listos para la polinizacion, estos se caracterizan por tener gran
actividad peroxidasa (Mclnnis et al. 2006); estudios reportados por Nogueira et al.
(2018) en Chamaecrista desvauxii (Fabaceae), indican que el estigma era
receptivo antes de la antesis. Rodriguez et al. (2015), evaluaron la receptividad del
estigma en diferentes especies de Echeveria en diferentes horas del dia y reportan
que el horario en que hubo mayor porcentaje de estigmas receptivos fue de
12:00m a 14:00pm; ademas, en estos horarios se observé que el burbujeo fue de
mayor duracién y las burbujas fueron mas grandes. De igual forma Kumary et al.
(2017), observaron en Humboldtia Vahliana Wight (Fabaceae) la mayor
receptividad a las 13:00horas a 18:00horas. Sin embargo, en estudios reportados
por Montoya et al. (2016), en Boehmeria caudata, indican que los estigmas se
registraron como receptivos (prueba de perdxido de hidrogeno) en cualquier
momento del dia. Resultados similares obtuvieron Ribeiro et al. (2013), en Vigna

unguiculata, observando en todo momento la accién de la peroxidasa.

La hora en campo y casa malla donde se registr6 menor tiempo de reaccion del
estigma al perdxido de hidrogeno ocurri6 a las 3:00pm y a las 7:00am
respetivamente. Por tanto, en dichas horas del dia la actividad de la peroxidasa

presente en el estigma es menor.

Los resultados obtenidos en la presente investigacidn muestran claramente que la
actividad de la peroxidasa en el estigma del frijol caupi esta influenciada por el
ambiente. Por tanto, es importante tener en cuenta dichos resultados en
programas que incluyan la realizacion de polinizacion artificial y obtener mejores

porcentajes de fecundacién. Arathi et al. (2002) sugirieron que la receptividad del
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estigma es un determinante importante del éxito reproductivo en las plantas.
Investigaciones realizadas por Ribeiro et al. (2013) en frijol caupi, sefialan que la
prueba de receptividad del estigma, observaron que el estigma es receptivo por un

periodo de un dia antes de la antesis hasta el mediodia del dia de la antesis.

Tabla 2. Promedios para el tiempo de reaccion del estigma al peréxido de
hidrogeno (TREPH) en frijol caupi, evaluado en diferentes horas del dia.

HORA CAMPO CASA MALLA
TREPH TREPH
7:00am 1,96a 1,81b
9:00am 1,90a 2,16b
3:00pm 1,28b 3,90a
5:00pm 1,68ab 3,63a

Literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica entre medias (P < 0.05) segun Tukey.

Los resultados para el factor genotipo, muestran que en campo y casa malla el
tiempo de reaccion al peréxido de hidrogeno presento un efecto diferencial en los
diferentes genotipos (Tabla 1); cabe anotar que existe un genotipo diferente para
cada ambiente. De los genotipos evaluados en campo y casa malla, el BRS
Milenium presenté un promedio del tiempo de reaccidén superior a los demas con

2.12 minutos y 3.10 minutos, respectivamente (Tabla 3).

Tabla 3. Promedios para el tiempo de reaccion del estigma al perdxido de hidrogeno
(TREPH) en tres genotipos de frijol caupi, cultivados en campo y casa malla.

CAMPO CASA MALLA
GENOTIPO TREPH GENOTIPO TREPH
CAUPICOR 50 1,54b CAUPICOR 50 2,78ab
MISSOURI 1,46b IT86 2,74b
BRS MILENIUM 2,12a BRS MILENIUM 3,10a

Literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica entre medias (P < 0.05) segun Tukey.
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La interaccibn de la hora de evaluacibn con genotipo, mostro un efecto
significativo del tiempo de reaccion de la peroxidasa presente en el estigma con el
peroxido de hidroégeno en los dos ambientes (Tabla 1), y con ello se establece que
los valores promedios en las diferentes horas de evaluaciébn cambian en funcién
de los genotipos. En campo, en los genotipos Missouri y BRS Milenium, se detectd
el mayor tiempo de reacciéon del peréxido de hidrogeno con la enzima peroxidasa
a las 9:00am y 7:00am respectivamente, en tanto que en casa malla, se
registraron los mayores promedios a las 3:00pm para Caupicor 50 y Missouri, y a
las 5:00pm para BRS Milenium (Tabla 4).

Tabla 4. Promedios de la interaccién hora por genotipo para tiempo de reaccion
del estigma al peréxido de hidrogeno (TREPH) en frijol caupi, evaluado en
diferentes horas del dia.

CAMPO CASA MALLA
HORA CAUP.50 MISSOURI BRS MILEN CAUP. 50 IT86 BRS MILEN
7:00am 1,22a 1,39ab 3,28a 1,116¢c 2,37b 1,90d
9:00am 1,37a 2,00a 2,33b 2,98b 2,21b 1,28c
3:00pm 1,80a 1,15b 0,91c 3,78a 4,31a 3,62b
5:00pm 1,79a 1,30b 1,96b 3,19b 2,09b 5,63a

Literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica entre medias (P < 0.05) segun Tukey.

Claramente se observa que, independientemente del genotipo (Tabla 4), el
ambiente a través de los efectos de temperatura y humedad relativa, ejercen un
efecto diferencial en el tiempo de reaccion del peréxido de hidrogeno con el estado

de receptividad de flores en preantesis para frijol caupi.

Las correlaciones de temperatura y humedad relativa con el tiempo de reaccion
del estigma al perdéxido de hidrogeno en campo presentan valores bajos y no
registra significancia (Tabla 5); entre tanto, cuando se evalué en casa malla las
correlaciones presentan valores importantes altamente significativos de r=0,75

para temperatura y r=-0,75 para humedad relativa. Por tanto, en casa malla la
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temperatura y la humedad relativa presentan un efecto de asociacion importante
con respecto al tiempo de reaccion del peroxido de hidrogeno, mostrando que a
mayor temperatura el tiempo de reaccién es mayor y caso contrario se presenta
con la humedad relativa donde valores altos de esta afectan negativamente el

tiempo de reaccion (Tabla 5).

Tabla 5. Correlacion de Spearman del tiempo de reaccion del estigma al peroxido
de hidrogeno (TREPH) con la temperatura (°C) y la humedad relativa (%), de
muestras que provienen de campo y casa malla.

FACTORES CAMPO CASA MALLA
AMBIENTALES TREPH TREPH
TEMPERATURA -0,26 ns 0,75*
HUMEDAD RELATIVA 0,39 ns -0,75**

Estudios realizados por Kaur et al. (2015), en Vigna radiata resaltan que la
receptividad del estigma disminuye notablemente en plantas estresadas por el
calor (temperaturas por encima de > 40/25 °C dia/noche), ocasionando dafios en
la superficie del estigma y posiblemente inhibiendo la actividad de las esterasas y
las peroxidasas, dificultando la germinacion del polen y los eventos posteriores
relacionados con la fertilizaciéon. Igualmente, Fatokun (1991), corrobora que, en
condiciones muy secas, el estigma pierde receptividad rapidamente. En el
garbanzo, altas temperaturas superiores a 35/25°C dia/noche, reduce la
receptividad del estigma, lo que resulta en una falla en la fertilizacion (Sita et al.,
2017). Por tanto, es posible las temperaturas elevadas reduzcan la reaccion de la
peroxidasa con el peréxido de hidrogeno al ocasionar modificaciones en la division
y elongacion celular, alterando la maduracion del estigma y estilo (Giorno et al.,
2013; Sage et al., 2015).

En la presente investigacion, se evidencio que, durante las horas evaluadas en el

dia en los dos ambientes, el estigma de los botones florales en preantesis de los

diferentes genotipos, presentan actividad de la peroxidasa en reaccién con el
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peréxido de hidrogeno. Lo anterior se corrobora con lo expresado por Poonia et al.
(2018), el estigma en Vigna unguiculata se vuelve receptivo un dia antes de la

apertura de la flor y permanece receptivo hasta el mediodia del dia de antesis.
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4. CONCLUSIONES

El ambiente afecta considerablemente el tiempo de reaccion del peréxido de
hidrogeno con el estigma de frijol caupi en botones florales en preantesis aptos
para emascular en procesos de hibridacién, siendo superior en casa malla y este

aumenta con el transcurrir de las horas.

Los resultados de esta investigacion indican que las polinizaciones controladas
gue se realicen entre las 7:00am y 9:00am en campo y entre las 3:00pm y 5:00pm
en casa malla tendran mayor probabilidad de generar vainas y semillas, ya que es
cuando la mayoria de las flores en preantesis presentan mayor tiempo de reaccion

en los genotipos evaluados de frijol caupi.
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CAPITULO IV: EVALUACION DE DOS METODOS DE HIBRIDACION EN
FRIJOL CAUPI (Vigna unguiculata L. (Walp.)) EN CONDICIONES DE CAMPO
Y CASA MALLA EN MONTERIA — CORDOBA.

CHAPTER IV: EVALUATION OF TWO HYBRIDIZATION METHODS IN CAUPI

BEANS (Vigna unguiculata L. (Walp.)) IN FIELD AND MALLA HOUSE
CONDITIONS IN MONTERIA - CORDOBA.
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RESUMEN

La busqueda de nuevos cultivares es de suma importancia para el mantenimiento
de la produccioén, y las mejoras principalmente genéticas vienen a ayudar en este
proceso en forma de cruces, que puede resultar en un nuevo cultivar con
caracteristicas deseables para el productor y consumidor. La investigacion se llevo
a cabo en la Universidad de Cordoba, con el fin de evaluar dos métodos de
hibridacién en frijol caupi (Vigna unguiculata I. (Walp.)) en condiciones de campo y
casa malla en Monteria; para esto se sembraron 8 surcos de 10m de largo con
espaciamientos de 1,2m entre surco y 0,6m entre plantas para cada cultivar, en
casa malla las plantas se establecieron en bolsas de 8Kg de capacidad de suelo,
para cada genotipo se sembraron 30 plantas. Los cruzamientos se realizaron
utilizando dos métodos, 1: emasculacion y polinizacion en la mafiana (7:00am y
9:00am), 2: colecta de polen en la mafiana (6:30am — 7:00am) y emasculacion y
polinizacién en la tarde (3:00pm y 5:00pm); se realizaron 7 cruces para cada hora.
El método uno, en el horario de 7:00am a 10:00am, en los dos ambientes se
registraron los mayores porcentajes de cruzamientos viables. Siendo en casa
malla de 29,15% y en campo fue de 57,15%, a pesar que bajo estas condiciones
los registros de temperatura fueron mas altos oscilando entre 29,9°C - 39,4°C y
humedad relativa entre 45,5% y 78,5%.

Palabras clave: Emasculacion, antesis, polinizacién, fecundacion.
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ABSTRACT

The search for new cultivars is extremely important for the maintenance of
production, and mainly genetic improvements come to help in this process in the
form of crosses, which can result in a new cultivar with desirable characteristics for
the producer and consumer. The research was carried out at the University of
Cordoba, in order to evaluate two hybridization methods in cowpea beans (Vignha
unguiculata |. (Walp.)) Under field conditions and casserole in Monteria; For this, 8
rows of 10m long were sown with spacings of 1.2m between rows and 0.6m
between plants for each cultivar, at home the plants were established in bags of 8
Kg of soil capacity, for each genotype they were sown 30 floors. The crosses were
carried out using two methods, 1: emasculation and pollination in the morning (7:00
and 9:00 a.m.), 2: pollen collection in the morning (6:30 - 7:00 a.m.) and
emasculation and pollination in the afternoon. (3:00 and 5:00 pm); 7 crosses were
made for each hour. Method one, from 7:00 to 10:00 am, in the two environments
the highest percentages of viable crosses were recorded. Being a mesh of 29.15%
at home and in the field it was 57.15%, despite the fact that under these conditions
the temperature records were higher, ranging between 29.9 - 39.4 ° C and relative
humidity between 78.5 - 45.5%.

Keywords: Emasculation, anthesis, pollination, fertilization.
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1. INTRODUCCION

El caupi es una especie autdgama en razon a la cleistogamia, las flores se abren
solo un dia, son grandes y llamativas, lo que hace que la hibridacion sea
relativamente facil. El nivel de polinizacién cruzada en el caupi es generalmente
bajo (Fatokun y Ng, 2007) y podria variar con el ambiente donde se cultiva. Las
anteras se abren para liberar los granos de polen que contiene el dia que se abre
la flor. Sin embargo, el estigma es receptivo desde un dia antes de la antesis y
permanece asi hasta el dia de la apertura de la flor (Boukar et al., 2019).

El mejoramiento del frijol caupi se ha enfocado principalmente a incrementar el
rendimiento y a obtener lineas indiferentes al fotoperiodo, con resistencia a
enfermedades, tallo recto y regular, pedunculos florales largos que sobresalgan
del follaje, color y calidad del grano, entre otros. La coloracién del tegumento de la
semilla est4 determinada por unos 10 genes: rojo basico, blanco recesivo, negro
epistatico a todos menos a purpura. Otros genes determinan la distribucion del
color en algunas variedades que presentan manchas pequefias de diferente
tamafio. La variabilidad genotipica ha sido fundamental para el desarrollo de

variedades adaptadas a diferentes condiciones ambientales (FAO, 2018).

El éxito de los programas de mejora depende principalmente de la eleccion de
padres superiores para la hibridacion y la comprension clara del sistema genético
involucrado en la herencia de los rasgos de rendimiento. Siempre hubo posibilidad
de mejorar el cultivo mediante la incorporacion de genes silvestres a las especies
cultivadas (Bhanu et al., 2018). La hibridacion artificial brinda la oportunidad de
aumentar la variabilidad genética. En particular, los cruces interespecificos
permiten la introgresion de alelos importantes de especies silvestres, por ejemplo,

alelos de resistencia o tolerancia a tensiones abidticas y bi6ticas; sin embargo, la
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presencia de fuertes barreras antes y después de la fertilizacion es una limitacién

importante en los programas de hibridacién (Wasonga et al., 2020).

La técnica de polinizacion cruzada en hibridacibn se ha practicado durante
muchos afios en programas convencionales de fitomejoramiento. El propésito es
transferir el polen del 6rgano reproductor masculino de un individuo al 6rgano
reproductor femenino de otro individuo Mangena y Mokwala (2018). Este método
requiere polinizacion natural con la ayuda de aves, insectos y viento, o
artificialmente mediante polinizacién manual. La polinizacion artificial es preferible
en la mayoria de los programas de reproduccion, ya que ofrece una alternativa
para aumentar el conjunto de semillas y garantizar una alta productividad
(Dongarwar y Thakur, 2014; Gupta et al., 2017). La polinizacion manual también
evita el cruce entre individuos no deseados para garantizar que las plantas

produzcan semillas que sean de tipo deseado.

El éxito de la polinizacion artificial o natural depende en gran medida de la
preparacion de los 6rganos reproductores masculinos y femeninos para someterse
a la fertilizacion y el posterior desarrollo del cigoto. Esto estd indicado por la
viabilidad de los granos de polen y la receptividad del estigma (Zulkarnain et al.,
2019). A menudo se encuentra que en ciertas plantas la hibridacion en
condiciones naturales no es posible porque la maduracion de los dérganos
reproductores masculinos y femeninos no tiene lugar simultaneamente debido a
una amplia variacién en la respuesta de floracion, por ejemplo, en Pistacia vera
(Vithanage y Alexander, 1985). Ademas, se debe considerar la presencia de
cuticula estigmatica en los procesos de interaccion polen-pistilo (Edlund et al.,
2004). El polen no germinara hasta que la cuticula se rompa, a pesar de que la
planta es totalmente autocompatible (Shivanna y Rangaswamy, 2012). Esto se
debe a que la cuticula estigmatica representa una barrera fisica que evita el
contacto entre el polen y el estigma (Costa et al., 2014). El reconocimiento

adecuado de las sustancias proteicas, la penetracion del tubo polinico en el
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estigma y la coordinacion entre las proteinas del polen y del pistilo son necesarios
para lograr el crecimiento normal del tubo polinico (Thiyagu et al., 2008). Cuando
los granos de polen logran atravesar la superficie estigmatica, los tubos polinicos
en crecimiento son guiados al micropilo por sefales que se originan en el estilo y

el saco embrionario (Lord y Russell, 2002), para la doble fecundacion.

La receptividad del estigma es otro aspecto que juega un papel importante en las
hibridaciones exitosas. Para que ocurra la fertilizacién, no solo los granos de polen
deben estar en un estado viable, sino que también el estigma debe estar en una
condicion receptiva. Arathi et al. (2002) sugirieron que la receptividad del estigma

es un determinante importante del éxito reproductivo en las plantas.

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar dos métodos de cruzamientos
controlados en ambientes diferentes. Lo que nos permite comprender y ajustar
aspectos importantes para garantizar técnicas adecuadas de obtencién de nuevos

genotipos por el fitomejorador.
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2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1. LOCALIZACION

La investigacion se llevd a cabo en la granja experimental de la Facultad de
Ciencias Agricolas de la Universidad de Cérdoba, Monteria — Coérdoba, cuyas
coordenadas geograficas son 8° 45 Ny 75° 53° W, una altitud de 15 m.s.n.m. Su
clasificacion climatoldgica corresponde a bosque seco tropical, con temperatura
media de 27.4 °C, precipitacion por afio de 1346 mm, humedad relativa de 85% y

brillo solar de 2108 horas solar anual (Palencia et al., 2006).

2.2. VARIABLES E INDICADORES

2.2.1. Variables dependientes. Corresponden a las variables que han sido

definidas para llevar a cabo la investigacion:

e Porcentaje de cruzamientos viables (%)

2.2.2. Variables independientes. Corresponden a los cultivares evaluados:

e Casa malla: Caupicor 50, BRS Milenium e IT86.
e Campo: IT86, BRS Milenium y Missouri.

2.3. PROCEDIMIENTO

Para este estudio se utilizaron tres genotipos en cada ambiente; en casa malla se
utilizaron como madre Caupicor 50 y BRS Milenium y actuo como padre el
genotipo IT86, para el experimento en campo se uso como madre el genotipo
Missouri y como padres los genotipos BRS Milenium e IT86. En casa malla, las

plantas se establecieron en macetas de 8Kg de capacidad de suelo, para cada
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genotipo se sembraron 30 plantas; en campo se establecieron parcelas de 8
surcos de 10 metros de largo, con distancia entre surco de 1.2m y entre plantas de
0.6m; se sembraron primero los genotipos mas tardios (BRS Milenium e IT86) con
intervalo de 5 dias para los genotipos mas precoces. Los cruzamientos se
realizaron utilizando dos métodos, los cuales se describen a continuacion. Se
realizaron 7 cruces para cada momento (7:00am, 9:00am, 3:00pm, 5:00pm), para
cada hora se tomaron registros de temperatura y humedad relativa con un termo
higrometro marca Brixco (Modelo 5015). La variable a medir fue el nimero de
cruces efectivos o viables, considerados estos en los cuales se observo la

formacion de vainas con presencia de semillas.

Método 1. Propuesto por Kheradnam y Niknejad (1971) y Zary y Miller Junior
(1982); se utiliz6 polen de flores recolectadas en la mafana; los botones en

preantesis fueron emasculados y polinizados la misma mafana.

Método 2. Esta metodologia es propuesta por Rachie et al. (1975) y Zary y Miller
Junior (1982), polen de flores recogidas en la mafana (flor abierta) y almacenadas
en nevera hasta su uso. Al final de la tarde, los botones florales fueron

emasculados y polinizados.

En cada método la emasculacién y polinizacion se llevé a cabo de siguiente

manera.

En la emasculacion, la yema se tomé suavemente para evitar cualquier tipo de
estrés o lesion, se sostenia con el dedo pulgar y el indice, el estandarte se separo
con una pinza de punta fina deslizando la punta a lo largo de la sutura, se
desdobla y se extiende hacia atras junto con las alas. La quilla se quita con la
pinza, exponiendo los estambres y el estigma. Los estambres debe quitarse
agarrando firmemente los filamentos y procediendo con cuidado para asegurarse

de que se eliminen los 10, asegurandose que no se rompan las anteras y se evite
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cualquier dafio o contacto con el estigma; se debe verificar con una lupa la
superficie estigmatica para detectar la presencia de polen antes de intentar la

polinizacion cruzada.

La polinizacién se llevo a cabo inmediatamente después de la emasculacion. Se
obtuvieron flores recién abiertas (entre las 6:30am y 7:00am), vigorosas y sin
ningun dafio mecanico, para ser usadas inmediatamente (para el método dos, se
almacenaron bolsas de papel y se mantuvieron a 25°C, para ser usados en la
tarde). Para exponer el saco de anteras, los pétalos fueron removidos con una
pinza. El polen depositado en las vellosidades inmediatamente debajo del estigma
y de las anteras se frotd6 suavemente sobre el estigma de la flor emasculada
(planta madre). El estigma se devolvié a la quilla 'y se cerrd con el ala y los pétalos
estandar inmediatamente después de la polinizacién para evitar la desecacion.

Cada cruzamiento se identificé con etiquetas de colores vivos en el pedicelo de la
flor, en los cuales se se registraron el nombre de identificacion del genotipo que
actué como progenitor femenino y del progenitor masculino, la fecha y la hora en
gue se realizd la polinizacion. La efectividad de fecundacion se valoré realizando
seguimientos hasta los tres dias, considerando viables aquellos donde se observo

la vaina en crecimiento.

2.4. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron analisis de correlacion de Spearman, considerando el porcentaje de

cruzamientos viables con temperatura y humedad relativa.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

La forma mas comun de obtener variabilidad en la mejora genética de los frijoles
ha sido mediante la recombinacion de diferentes genotipos, mediante el uso de
hibridaciones artificiales. El éxito de obtener cruzamientos viables en frijol caupi,
exige conocer la biologia y estructura floral de dicha especie. Los resultados
obtenidos de los cruzamientos realizados en campo y casa malla, utilizando dos

métodos se muestran en las Tablas 1y 2.

En casa malla, la efectividad en los cruzamientos Caupicor 50 x BRS Milenium con
el método uno fue 33,3%, que corresponde a los iniciados a las 7:00am, mientras
que a las 9:00am se obtuvieron resultados superiores con 50,0%, para el mismo
cruzamiento (Tabla 1); en contraste con los resultados cuando se utiliz6 el método
dos, donde solo hubo éxito en los cruzamientos iniciados a las 5:00pm con 16,7%
de efectividad. Estos resultados contrastan con los realizados por Nameirakpam y
Khanna (2018) en frijol caupi, donde realizaron la polinizacion en horas de la
mafiana entre las 9:00 - 11:00am inmediatamente después de la emasculacion,

obteniendo porcentajes de cuajado entre 54,55y 70,59%.

Tabla 1. Porcentaje de cruzamientos viables (P.C.V) en frijol caupi realizados en
casa malla, utilizando dos métodos de hibridacion. Monteria, 2020
CRUZAMIENTO METODO HORA P.CV(%) TEMP HR

L 7:00am 33,3 27,0 83,0
9:00
CAUP.50 x BRS M ll 20.0 31.2 2.0
, 3:00pm 0,0 33,7 61,0
5:00pm 16,7 32,8 59,0
L 7:00am 0,0 27,1 81,7
9:00
BRS M x IT86 il 833 31,2 {20
5 3:00pm 0,0 33,7 61,0
5:00pm 16,7 32,8 59,0

CAUP.59: Caupicor 50; BRS M: BRS Milenium; TEMP: Temperatura °C; HR: Humedad Relativa;
Método 1: Emasculacion y polinizacion en la mafana; Método 2: Emasculacién y polinizacion en la
tarde (polen colectado en la mafiana).
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Investigaciones realizadas por Tedfilo et al. (1975), sobre polinizacion artificial de
caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) en condiciones de invernadero, obtuvieron
porcentaje de fertilizacion de 29,72% y de abscision de 70,28%. Venter (1996),
informa que las condiciones controladas del invernadero fueron méas beneficiosas
para una polinizacion cruzada exitosa en frijol caupi, que las condiciones variables

del campo.

Wasonga et al. (2020), en hibridaciones en dos especies de Crotalaria spp, en dos
horarios del dia en invernadero, reportan que en los cruces realizados a las
7:00am mostré una tasa de éxito media del 61%, en los cruces realizados a las
5:00pm se registré una tasa de éxito del 55%. Asi mismo argumentan que la etapa
de desarrollo del capullo de la flor influyd en la tasa de éxito de la polinizacion
artificial en Crotalaria.

Cuando se cruzaron los genotipos BRS Milenium x IT86, utilizando el método uno,
solo hubo éxito en los cruzamientos iniciados a las 9:00am con 33,3%, mientras
que con el método dos solo se obtuvo un 16,7% de efectividad a las 5:00pm
(Tabla 1). Resultados similares a los obtenidos con el método uno fue reportado
por De Sousa y De Alcantara (2020), en cruzamientos controlados realizados en
frijol comun, donde obtuvieron un 33,3% de vainas normales. Nunes et al. (2010),
obtuvo el mayor nimero de vainas colectando pdélen en la mafiana, emasculando y
polinizando en la tarde, con una tasa de éxito del 10,52%. Estudios realizados por
Myers (1991) recomienda que en el caso del caupi, la emasculacion se lleve a
cabo por la noche entre las 16:00 y las 18:00 horas, seguida de la polinizacién a

las 6:00 y las 08:00 horas del dia siguiente cuando comienza la antesis.

Ting et al. (2014), declar6 que el éxito de la hibridacién incluye la capacidad de la
planta donante para producir polen viable y el tiempo de duracién de la viabilidad
del polen. Aungue Jiang et al. (2019), manifiestan que aun si los granos de polen

son viables, los pasos posteriores de polinizacion y fertilizacion pueden fallar
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cuando se registran temperaturas altas. Estos pasos sensibles al calor son: la
receptividad del estigma al polen, la retencion de granos de polen en las
superficies del estigma, la hidratacion exitosa del polen y la germinacion del tubo
polinico (Kaushal et al., 2016; Sita et al., 2017). En la presente investigacién, los
cruzamientos realizados a las 3:00pm, los registros de temperatura fue la mas alta
(33,7°C) y es posible que explique el fracaso, para la germinacion del grano de
polen y crecimiento del tubo polinico (Tabla 1). Asi mismo autores como Warrag y
Hall (1984), Gross y Kigel (1994), reportan que incluso con una fertilizacion exitosa
a partir de polen y évulos viables, un embrién ain puede abortar bajo condiciones
de estrés por calor. Boukar et al. (2015), manifiestan que, aunque la emasculacién
y la polinizacién se pueden llevar a cabo durante todo el dia, la hibridacion del
caupi es menos efectiva cuando prevalecen temperaturas es altas. Por tanto, se
ha sugerido que la polinizaciébn debe realizarse en la mafiana entre 5:00am a
7:00am (Bhanu et al., 2018). Estudios realizados por Onwubiko et al. (2011) en
Vigna Subterranea, sugirié que la polinizacion debe completarse dentro de las 12
horas posteriores a la emasculacion, y que el periodo de floracion se produce
entre las 7:00am y las 10:00am cuando se puede realizar la polinizacion.

En los cruzamientos Caupicor 50 x BRS Milenium y BRS Milenium x IT86, se
destaca que, se obtuvo mayor éxito a las 9:00 am con el método uno con
porcentajes de cruzamientos viables de 33,3% y 50,0% respectivamente (Tabla 1);
es de destacar que ademas de las condiciones que prevalezcan tanto ambientales
como las intrincicas del polen con del estigma, es relevante la destreza que se
tenga al momento de manipular los botones florales en la emasculacion y la
polinizacién. Con el método dos, en los cruces mencionados, solo se obtuvo un
16,7% de efectividad a las 5:00pm.

Los cruzamientos realizados en campo para los dos métodos, se obtuvo que el
cruzamiento de Missouri x IT86 (Tabla 2), con el método uno, el porcentaje de
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cruzamientos viables fue de 42,9% y 57,1% a las 7:00 y 9:00 am respectivamente;
con el método dos para el cruzamiento en mencion solo hubo efectividad de tan
solo un 7,1% a las 5:00 pm. En el cruzamiento Missouri x BRS Milenium, se
obtuvieron resultados que variaron de 50,0 y 78,6% a las 7:00 y 9:00 am
respectivamente (Tabla 2); cuando se utilizdé el método dos, se obtuvo un 7,1% a
las 3:00 pm. Resultados similares a los obtenidos con el método dos entre
Missouri x BRS Milenium reporta Rangkham y Khanna (2018), en hibridaciones en
caupi, obteniendo resultados de cuajado de 60,0 y 76,2%. Tondonba et al. (2018),
llevaron a cabo cruces de genotipos de Vigna mungo, obtuvieron rangos de éxitos
de 58,33 y 70,58%, realizandolos entre las 4:30 y 5:00am inmediatamente

después de la emasculacion.

Tabla 2. Porcentaje de cruzamientos viables (P.C.V) en frijol caupi realizados en
campo, utilizando dos métodos de hibridacion. Monteria, 2020

CRUZAMIENTO METODO HORA P.C.V (%) TEMP HR

1 7:00am 429 29,9 78,5
9:00
MISSOURI x IT86 am 57.1 39,4 45,5
5 3:00pm 0,0 37,5 48,0
5:00pm 7.1 27,5 78,0
1 7:00am 50,0 29,9 78,5
9:00
MISSOURI x BRS M am 78,6 39,4 45,5
) 3:00pm 7.1 37,5 48,0
5:00pm 0,0 27,5 78,0

BRS M: BRS Milenium; TEMP: Temperatura (°C); HR (%): Humedad Relativa, Método 1:
Emasculacion y polinizacién en la mafiana; Método 2: Emasculacién y polinizaciéon en la tarde
(polen colectado en la mafiana).

Los resultados anteriores muestran que las hibridaciones en campo, con el
método uno (emasculando y polinizando en la mafiana), la efectividad de cuajado
en los cruzamientos es superior, con respectos a los resultados obtenidos con el
método dos (emasculando y polinizando en la tarde, con polen de flores

colectadas en la mafiana).
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Los métodos de hibridacion artificial en caupi difieren en términos de la técnica y el
tiempo de emasculacién del boton floral, en términos de recoleccion y uso de
polen y en términos de tiempo de polinizacion. Som y Hazra (1993), sefialan que
la hibridacion méas exitosa se logré emasculando botones florales entre 12 a 15
horas antes de la apertura de la flor, y la hora de polinizacién mas adecuado fue
hasta las 7:00am; asi mismo advierten que el papel de la diversidad genética en la
determinacion del éxito del cruce esta fuertemente implicado: cuanto mayor sea la
divergencia genética entre los padres, menor sera el éxito del cruce. Por tanto, se
debe tener en cuenta que las diferencias extremas en el tiempo de realizar la
emasculacién y la polinizaciobn pueden estar asociadas con las diferentes
condiciones ambientales en las que se realizaron los cruces, asi como con las

diferencias genotipicas y de especies (Mohammed et al., 2015).

Autores como Adewale y Adegbite (2018), investigando los mecanismo de
reproduccién del Sphenostylis stenocarpa (Fabaceae), en tratamientos donde se
emascularon por la mafiana y embolsaron durante 24 horas; la polinizacion
manual con poélenes de la misma planta y pélenes de otra accesion, frotando la
antera dehiscente en el extremo estigmatico de las flores emasculadas un dia
después de la emasculacion, con los siguientes resultados: se evidencio una
mayor tasa de éxito de 46,5% en la autofecundacion artificial (polen de la misma

planta), en comparacion con el 32,3% de los cruces entre diferentes accesiones.

En la presente investigacion con el método uno (emasculando y polinizando en la
mafana), en los dos ambientes se registraron los mayores porcentajes de
cruzamientos viables; lo anterior contrasta con trabajos realizados por Régo et al.
(2006), usando cuatro métodos de cruzamientos en diferentes genotipos de frijol
caupi, concluyendo que el porcentaje de éxito con el método dos fue mayor con
44,9% y con el método uno mostro un porcentaje de pega de alrededor de 24,6%.
Estos resultados confirmaron los obtenidos por Zary y Miller Junior (1982),

indicando una mayor eficiencia del método dos.
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Llevar a cabo procesos de hibridacion artificial, requiere previo conocimiento de
aspectos relevantes en la biologia floral de la especie, como: hora de inicio de la
antesis, receptividad estigmatica y viabilidad del polen, asi como también tener en
cuenta las condiciones ambientales prevalecientes como temperatura y humedad
relativa. Merin et al. (2019), evaluaron el porcentaje de frutos cuajados en Vigna
unguiculata sub sp. Sesquipedalis, emasculando al final de la tarde y polinizando
al dia siguiente en la mafana, encontraron mayor porcentaje de cuajado 36,8%
entre las 6:30am - 7:30am en comparacion con el intervalo de tiempo de 7:30am a
8:30 am que fue de 23,8%. Parrotta et al. (2016) y Snider et al. (2009), sefalan
que el estrés por calor conduce a un contenido reducido de carbohidratos en los
granos de polen junto con bajas reservas de energia en el pistilo, lo que a su vez
reduce la energia disponible para el tubo polinico en crecimiento, produciendo
efectos negativos en la fecundacién. La temperatura moderada y el aumento de la
humedad parecen aumentar el porcentaje de vainas establecidas después de
cruces emasculados a mano. En general, la tasa de formacién de vainas varia
enormemente con las condiciones ambientales, el genotipo y las técnicas de

manipulacion (Boukar et al., 2015).

Subroto et al. (2018), en cruzamientos entre diferentes géneros de Vigna,
siguiendo el método de realizar la emasculacion por la tarde para botones florales
que florecerian al dia siguiente, quitando un tercio de los pétalos y eliminando
todas las anteras, y realizando la polinizacién en la mafiana siguiente adhiriendo
polen en el pistilo de las flores emasculadas; lo consideran como método eficaz
para generar variabilidad genética. Igual metodologia (emascular las flores del
progenitor femenino un dia antes de la antesis y polinizar a la mafiana siguiente)
utilizo Fatokun (1991), en cruzamientos de V. vexillata con V. unguiculata, sin
resultados positivos, atribuyéndolo a barreras reproductivas entre las especies. De
igual manera Thiyagu et al. (2008), indico la presencia de barreras reproductivas

de pre fertilizacion que dificultan la introgresion al observar un bajo porcentaje de
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formacion de vainas en el cruce de V. radiata x V. umbellata (12,89%) y V. mungo
x V. umbellata (5,56%).

Con los resultados aportados en la presente investigacion es posible adelantar
mejoramiento genético del frijol caupi mediante el cruzamiento de genotipos que
muestren caracteristicas deseables; estos trabajos se vienen realizando en
diferentes zonas del mundo con el fin de ajustar metodologias de acuerdo a las
condiciones o factores ambientales prevalecientes. Por ejemplo, Subroto et al.
(2018), realizaron hibridaciones artificiales entre V. radiata, V. umbellata, V.
unguiculata y V. sesquipedalis, con el objeto de mejorar la variabilidad genética y
los antecedentes genéticos del germoplasma de Vigna mediante la hibridacion
interespecifica, encontraron que los hibridos eran viables y fértiles, el coeficiente
de variacion genotipico y el coeficiente de variacion fenotipico fueron diferentes

entre combinaciones cruzadas y entre rasgos cuantitativos.

Los diferentes cruzamientos realizados en condiciones de campo y casa malla, no
muestran significancia y la magnitud en las correlaciones de P.C.V con la
temperatura es de r= 0,59 y r= - 0,53 respectivamente; los resultados muestran
gue en asociacion de la variables existe un efecto contrario en campo y casa
malla, indicando que a medida que la temperatura aumenta el porcentaje de
cruzamientos viables también lo hacen, y en casa malla es contrario el efecto; la
magnitud de la correlacion de P.C.V con la humedad relativa es bajo y sin efecto
significativo (Tabla 3). Los resultados muestran efectos divergentes entre los
métodos con los cambios en los factores ambientales; en campo y casa malla se
observa que, al aumentar la temperatura, existe mayor efectividad en los
cruzamientos utilizando el método uno, entre tanto los resultados con el método
dos, en casa malla y en campo no muestra tendencias claras. Al disminuir la
humedad relativa en los dos ambientes se muestra una tendencia positiva en el

cuajado de los cruzamientos cuando se utilizd el método uno, con el método dos

157



presenta un efecto contrario en campo y en casa malla no se registraron cambios

relevantes en la humedad relativa (Tabla 1y 2).

Tabla 3. Correlacibn de Spearman para porcentaje de cruzamientos viables
(P.C.V) en frijol caupi realizados en campo y casa malla.

CAMPO CASA MALLA
FACTORES P.C.V P.C.V
TEMPERATURA (°C) 0,59 ns -0,53 ns
HUMEDAD RELATIVA (%) 10,29 ns 0,28 ns

El proceso de desarrollo del polen y gineceo, la sincronia del estambre y la
fertilizacion son muy sensibles a las altas temperaturas (Thuzar et al., 2010).
Khattak et al. (2009), en trabajos en Vigna radiata informan que la alta temperatura
puede causar el secado del estigma y el ovario o perturba la viabilidad de las
anteras, por lo que la hibridacion puede fallar causando el desprendimiento de
flores sin iniciar la vaina. Es importante tener en cuenta que los cambios que
proceden y acompafian a la germinacion son rapidos y draméticos (Gill, 2014). La
permeabilidad de la plasmalema del polen se altera durante la hidratacion del

polen en el momento de la germinacion (Wang et al., 2004).

Los resultados del presente estudio mostro que el ambiente juega un papel
importante en la efectividad de los cruzamientos. Pipolo et al. (2001), en
cruzamientos en Phaseolus vulgaris, en diferentes horas del dia (10, 12 y 15
horas) y en dos épocas diferentes, reporta que el mayor porcentaje lo obtuvo a las

15:00 horas en las dos épocas.
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4. CONCLUSIONES

El método uno (emasculando y polinizando en la mafiana), en el horario de
7:00am a 10:00am, en los dos ambientes se registraron los mayores porcentajes

de cruzamientos viables.

El porcentaje promedio de cruzamientos viables con el método uno en casa malla
fue de 29,15% y en campo fue de 57,15%, a pesar que bajo estas condiciones
(campo) los registros de temperatura fueron mas altos y los de humedad relativa

los mas bajos.

Con el método dos (colectando el polen en la mafiana, emasculando y polinizando
en la tarde), el promedio mas alto se logré a las 5:00pm en casa malla con un

16,7%; en contraste con los resultados nulos en los iniciados a las 3:00pm.
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CAPITULO V: EFECTO DEL ALMACENAMIENTO DE POLEN DE FRIJOL
CAUPI (Vigha unguiculata L. (Walp.)) SOBRE LA VIABILIDAD EN DOS
AMBIENTES EN MONTERIA — CORDOBA.

CHAPTER V: EFFECT OF THE STORAGE OF CAUPI BEAN POLLEN (Vigna

unguiculata L. (Walp.)) ON THE VIABILITY IN TWO ENVIRONMENTS IN
MONTERIA - CORDOBA.
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RESUMEN

La posibilidad de mantener la viabilidad del polen a través del proceso de
conservacion depende de factores como el estado fisiologico de la flor, la
temperatura de almacenamiento, la humedad relativa y el contenido de humedad
del polen. La presente investigacion se llevé a cabo en la Universidad de Cérdoba,
la cual tuvo como objetivo evaluar efecto del almacenamiento de polen de frijol
caupi (Vigna unguiculata L. (Walp.)) sobre la viabilidad en dos ambientes, la cual
se evalu6, mediante el uso de métodos de tincién con acetocarmin al 1% y sal de
tetrazolio al 3.0% mas 20% de sacarosa. El polen se obtuvo de la colecta de
botones florales en antesis, se eliminaron los pétalos y se procedid a extraer
mediante vibraciones en las anteras con la ayuda de una aguja de diseccién en
cajas de Petri, se colocé en un desecador que contenia 300g silica gel durante 14
horas, con el fin de bajar el contenido de humedad. Se almacenaron
aproximadamente 0,2cc en microtubos con capacidad de 0,5cc; las muestras
fueron almacenados a una temperatura de 1,1 + 0,5°C y HR 68% en nevera y 5,6
+ 1,0°C y HR 48% en cuarto frio durante 6 y 12 dias. Se evalué bajo un disefo
completamente al azar con arreglo factorial de 2x3x3 (2 ambientes, 3 tiempos de
almacenado y 3 genotipos) con cuatro (4) repeticiones por tratamiento. Los
resultados muestran que las condiciones de almacenamiento no afectaron la
viabilidad de polen, por el contrario, el tempo de conservacion y las caracteristicas
del polen de cada genotipo ejercieron influencia en su viabilidad; con el test de
acetocarmin se obtuvieron los valores mas altos para porcentaje de polen viable

(90%), en contraste con el test sal de tetrazolio el cual fue de un 70%.

Palabras clave: acetocarmin, tetrazolium, conservacion.
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ABSTRACT

The possibility of maintaining pollen viability throughout the preservation process
depends on factors such as the physiological state of the flower, the storage
temperature and the relative humidity and moisture content of the pollen. The
present research was carried out at the University of Cordoba, which aimed to
evaluate the effect of the storage of pollen of cowpea bean (Vigha unguiculata L.
(Walp.)) On the viability in two environments, which was evaluated by means of the
use of staining methods with 1% acetocarmin and 3.0% tetrazolium salt plus 20%
sucrose. The pollen was obtained from the collection of flower buds in anthesis, the
petals were removed and it was extracted by vibrations in the anthers with the help
of a dissection needle in Petri dishes, it was placed in a desiccator containing 300g
silica gel for 14 hours, in order to lower the moisture content. Approximately 0.2cc
were stored in microtubes with a capacity of 0.5cc; The samples were stored at a
temperature of 1.1 + 0.5 ° C and 68% RH in a refrigerator and 5.6 + 1.0 ° C and
48% RH in a cold room for 6 and 12 days. It was evaluated under a completely
randomized design with a 2x3x3 factorial arrangement (2 environments, 3 storage
times and 3 genotypes) with four (4) repetitions per treatment. The results show
that the storage conditions did not affect the viability of pollen, on the contrary, the
conservation time and the characteristics of the pollen of each genotype influenced
their viability; With the acetocarmin test, the highest values were obtained for
percentage of viable pollen (90%), in contrast to the tetrazolium salt test which was
70%.

Keywords: acetocarmin, tetrazolium, conservation.
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1. INTRODUCCION

Desde el siglo pasado, se han probado varios métodos para almacenar polen en
diferentes especies (Yates et al., 1991; Connor y Towill, 1993; Spark y Yates,
2002), demostrando que la temperatura y el contenido de humedad son factores
importantes que influyen en su conservacion. La conservacion del polen es una
herramienta importante para el mantenimiento de los recursos fitogenéticos y
puede promover una mayor eficiencia en los programas de mejoramiento y la
conservacion e intercambio de germoplasma. Mantener la capacidad de
germinacion del polen almacenado puede ser muy util y, en particular, ahorrar
tiempo en los programas de hibridacidén y en situaciones en las que es necesaria
la polinizacion artificial, como plantas estériles aldgamas o masculinas. Las
plantas silvestres que se enfrentan a la extincion y los taxones cultivados podrian
beneficiarse de las contribuciones de genomas silvestres, también son casos en
los que se puede usar polen almacenado viable. ElI almacenamiento de polen
también elimina la necesidad de cultivar continuamente lineas que se utilizan con
frecuencia en los cruces. También proporciona una mayor flexibilidad en estudios

experimentales sobre polen (Gill, 2014).

El almacenamiento de polen se considera el método mas eficiente para superar
las barreras a la hibridacién entre plantas que florecen en diferentes momentos o
gue crecen en diferentes regiones. El almacenamiento a largo plazo se ha logrado
entre diferentes métodos de almacenamiento, el almacenamiento en frio ha
demostrado ser el método mas econémico y ampliamente utilizado para preservar
el polen. Alba et al. (2011) sugirieron el uso de la criopreservacion de polen
usando nitroégeno liquido a -196°C. Se han publicado varios estudios sobre la
determinacién de las condiciones 6ptimas para mantener la viabilidad del polen

durante un periodo mas largo.
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Para un programa de hibridacién exitoso, se requiere un método confiable de
almacenamiento de polen, controlando la temperatura y humedad de
almacenamiento, este método se ha aplicado con éxito a una amplia gama de
angiospermas como Melaleuca alternifolia (Baskorowati, 2009), Cocus nucifera
(Machado et al., 2014), Imperata cylindrica (Rather et al., 2017) y Rosa hibrida
(Giovannini et al., 2017). Pinney y Polito (1989) obtuvieron buenos resultados
cuando el polen de aceituna se almacené a 28% - 33% de HR a 20°C. Por
consiguiente, la edad del polen, el estado fisiol6gico de la flor y el contenido de
humedad del polen afectan la viabilidad durante el almacenamiento (Rosell et al.,
2006; Soares et al., 2008). Para ser util para la investigacion, el polen preservado
debe ser viable. Por lo tanto, esto debe ser monitoreado antes, durante y después
del almacenamiento, para establecer el periodo méaximo en el que el polen puede
permanecer preservado sin perder sus propiedades y por lo tanto su capacidad de

germinar (Souza et al., 2015).

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto del tiempo de
almacenamiento de polen de tres genotipos de frijol caupi en dos ambientes. Con
estos resultados se permite generar informacion pertinente sobre el tiempo de
conservacion del polen viable que puedan ser utilizados en procesos de

hibridacion.

170



2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1. LOCALIZACION

La investigacion se llevd a cabo en la granja experimental de la Facultad de
Ciencias Agricolas, de la Universidad de Coérdoba, en Monteria - Cérdoba, cuyas
coordenadas geogréficas son 8° 45 Ny 75° 53 W, una altitud de 15 m.s.n.m. Su
clasificacién climatoldgica corresponde a bosque seco tropical, con temperatura
media de 27,4 °C, precipitacién por afio de 1346 mm, humedad relativa de 85% y

brillo solar de 2108 horas solar anual (Palencia et al., 2006).

2.2. VARIABLES E INDICADORES

2.2.1. Variables dependientes. Corresponden a las variables que han sido

definidas para llevar a cabo la investigacion:

e Porcentaje de polen viable (%)

e Porcentaje de polen inviable (%)
2.1.1. Variables independientes. Corresponden a los cultivares evaluados:
e Caupicor 50, IT86 y BRS Milenium
2.3. PROCEDIMIENTO
Las flores para la extraccién del polen se colectaron de las parcelas establecidas
con genotipos que se utilizaron como padres para realizar los cruzamientos. Una

vez los tres genotipos estuvieron en maxima floracion se colectaron flores en

antesis entre las 7:00am y 8:00am y fueron almacenadas en bolsas de papel,
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fueron conducidas al laboratorio de fitomejoramiento, seguidamente se eliminaron
los pétalos y se procedio a extraer el polen mediante vibraciones en las anteras
con la ayuda de una aguja de diseccion en cajas de Petri previamente
identificadas; extraido el polen de cada genotipo se colocé en un desecador que
contenia 300g silica gel durante 14 horas, con el fin de bajar el contenido de
humedad. Después de ese periodo se procedid a tomar muestras para realizar la
evaluacion de viabilidad con los dos test (acetocarmin y tetrazolium), para
considerarse como evaluacion a los 0 dias, paralelamente se almacenaron
aproximadamente 0,2cc en microtubos con capacidad de 0,5cc; las muestras
fueron almacenados a una temperatura de 1,1 + 0,5°C y HR 68% en nevera y 5,6
+ 1,0°C y HR 48% en cuarto frio durante 6 y 12 dias. Las pruebas de viabilidad
con acetocarmin al 1% y sal de tetrazolio al 3,0% mas 20% de sacarosa se

realizaron conforme se describi6 en el capitulo Il.

Este experimento se evaludé bajo un disefio completamente al azar con arreglo
factorial de 2x3x3 (2 ambientes, 3 tiempos de almacenado y 3 genotipos) con
cuatro (4) repeticiones por tratamiento.

2.4. ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 andlisis de varianza para cada variable, pruebas de medias segun
Tukey y analisis de correlacion de Spearman, utilizando el software Estadistico
SAS version 9.4.

Para la prueba con acetocarmin: La variable porcentaje de polen viable (PPV), se
utilizé estadistica no paramétrica por rangos de Kruskal y Wallis (1952) y para
porcentaje de polen inviable (PPI), se realiz6 transformacion raiz cuadrada
(Y+0,5).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

El almacenamiento, como medio para mantener la viabilidad del polen, es una
herramienta valiosa empleada por los mejoradores y genetistas. El
almacenamiento de polen se justifica en los programas de hibridacion cuando hay
un retraso en la floracion entre las especies de interés, o cuando se encuentran en

diferentes regiones.

Los resultados del analisis de varianza para esta investigacion que consistié en
almacenar por 6 y 12 dias el polen de tres genotipos de frijol caupi en dos

ambientes se muestra en la tabla 1.

El andlisis de varianza para la viabilidad del polen de frijol caupi, para las variables
porcentaje de polen viable (PPV) y porcentaje de polen viable (PPI), cuando se
utilizé la prueba de acetocarmin, las fuentes de variacion tiempo de
almacenamiento, la interaccion almacenamiento por tiempo para PPl y la
interaccién tiempo por genotipo acusaron diferencias estadisticas, indicando que
el tiempo de almacenamiento influye en las variables en estudio y ello, se
corrobora con un cambio en la respuesta de los genotipos en funcién de la
viabilidad del polen; en tanto que para almacenamiento, genotipo, interaccion de
almacenamiento por tiempo para PPV, almacenamiento con genotipo, y la

interaccién de los tres factores registraron ausencia de significancia (Tabla 1).

Los coeficientes de variacion para las variables de respuesta cuando se probé la
viabilidad con acetocarmin, correspondieron a 42,74% y 33,88% para PPV y PPI
(Tabla 1), los cuales se consideran altos. Estos resultados divergen con los
reportados por Machado et al. (2014), para viabilidad de polen de diferentes
genotipos en diferentes condiciones de almacenamiento por 30 y 60 dias con
acetocarmin y germinacion in vitro, donde los coeficientes de variacion fueron de

514% y 10,17%. Con la prueba de tetrazolium, los coeficientes de variacion
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oscilaron entre 13,97% y 34,06% para PPV y PPI, valores que se acercan a los
reportados por Araméndiz et al. (2013) en berenjena con registros de 15,73 %
para polen viable y 25,10% para polen inviable, con el uso de test de tetrazolio a

diferentes concentraciones.

Tabla 1. Cuadrados medios del analisis de varianza para las variables porcentaje
de polen viable (PPV) e inviable (PPI) de tres cultivares de frijol caupi, almacenado
en neveray cuarto frio, Monteria, 2020

, TEST- ACETOCARMIN  TEST- TETRAZOLIO
FUENTE DE VARIACION GL

PPV PPI PPV PPI

1 203,34ns 0,26ns 35,28ns 35,42ns

Tiempo 2 2488,62** 3,11* 843,54** 843,51**

Genotipo 2 56,57ns 0,09ns 1548,46** 1549,23**

Almacenamiento*Tiempo 2 728,18ns 0,86* 189,77ns  189,53ns
2
4
4

Almacenamiento

Almacenamiento*Genotipo 64,44ns 0,09ns 976,50** 975,85**
Tiempo*Genotipo 2486,96** 3,30%* 1018,03** 1018,14**
Almacena.*Tiempo*Genotipo 79,91ns 0,09ns 602,85** 602,37**

Error 54 243,46 0,27 98,16 98,20
Total 71

X 36,50 1,54 70,91 29,08
C.V. (%) 42,74 33,88 13,97 34,06
R? 0,56 0,60 0,72 0,71

*: significativo con p< 0,05; **: altamente significativo con p< 0,001; ns: no significativo con p< 0,05;
G.L: Grados de libertad; CV: coeficiente de variacion.

La viabilidad de polen para PPV y PPI con la aplicacion del test de tetrazolio,
registro diferencias estadisticas altamente significativas para las fuentes de
variacion estudiadas, excepto para almacenamiento y la interaccion de
almacenamiento con tiempo (Tabla 1). Se resalta que para la conservacion de
polen de frijol caupi, los diferentes genotipos y el tiempo de conservaciéon influyen
considerablemente en su viabilidad cuando se usa el test sal de tetrazolium. Es
importante enfatizar que las pruebas de acetocarmin y tetrazolium esencialmente
se diferencian en que la primera determina la integridad de la membrana o
contenido citoplasmatico; el citoplasma se tifie de rojo en el polen viable y

permanece transparente en el polen no viable (Nassar et al., 2000), mientras que
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la prueba de tetrazolium determina la actividad enzimatica de la deshidrogenasa
en el polen; algunos autores han sefialado que esta Ultima, proporciona una
estimacion confiable de la viabilidad del polen porque los resultados son cercanos
a los obtenidos con las pruebas de germinacion in vitro (Huang et al., 2004;
Abdelgadir et al., 2012). Sin embargos autores como Brambatti et al. (2016) y
Santos et al. (2020), destacan que el tinte de carmin acético ha demostrado ser
eficaz en estudios que estiman la viabilidad del grano de polen y se ha utilizado
con diferentes especies de plantas. Es importante considerar que la integridad del
grano de polen y la presencia de ADN no garantizan que sea fértil, ya que, segun
Dafni y Firmage (2000), los granos de polen viables pueden no germinar (in vitro o
in vivo) si las condiciones no son las adecuadas y aunque lo haga, no hay garantia

de que tenga la capacidad de fertilizacion.

En los ambientes considerados de cuarto frio y nevera, con registros de
temperatura (T) y humedad relativa (HR) (T=1,1 £ 0,5°C y HR=68% nevera y
T=5,6 £ 1,0°C y HR=48% en cuarto frio), para determinar la viabilidad de polen en
los tres genotipos de Vigna unguiculata evaluados, los promedios para PPV son
superiores al 97% y 70% con el test de acetocarmin y tetrazolium
respectivamente, los cuales se consideran altos (Tabla 2). Con los resultados
obtenidos en este estudio, se demuestra que dichas condiciones de temperatura
permiten la reduccion del metabolismo del polen y mantener su viabilidad en
porcentajes altos durante el almacenamiento en nevera y cuarto frio; lo que
concuerda con lo expresado por Cuchiara et al. (2012) y Aloisi et al. (2016).
Autores como Dafni (1992), manifiestan que la prolongacion de la viabilidad del
polen conservado a 4°C parece estar determinada principalmente por una

reduccion en la actividad enzimatica y la actividad celular.
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Tabla 2. Prueba de medias para las variables porcentaje de polen viable (PPV) y
porcentaje de polen inviable (PPI), almacenado en dos ambientes.

TEST ACETOCARMIN TEST TETRAZOLIO
ALMACENAMIENTO
PPV PPI PPV PPI
CUARTO FRIO 97,80 a 2,19a 7161a 28,38 a
NEVERA 97,41 a 2,58 a 70,21 a 29,78 a

Literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica entre medias (P < 0,05) segun Tukey.

El tiempo de almacenamiento (6 y 12 dias), afecta significativamente el porcentaje
de polen viable e inviable en los dos test utilizados (acetocarmin y tetrazolio)
(Tabla 1). Con la prueba de acetocarmin se destaca que los promedios de los 6 y
12 dias después de almacenado no registran diferencias estadisticas (Tabla 3), el
promedio a los O dias resulto se inferior a los demas; es probable que se haya
incurrido en un error en la interpretacion de lectura en la prueba inicial o que dicha
muestra contenia polenes inmaduros que la prueba no alcanzo a detectar
eficazmente. Al respecto Sparks y Yates (2002), encontraron que la viabilidad del
polen de nuez (Juglans regia), aun era significativamente mayor que la del polen
fresco después de haber sido criopreservado durante 13 afios; igualmente son
similares a resultados de Chaudhury et al. (2010), donde la viabilidad del polen de
mango (Mangifera Indica L.) y Litchi (Litchi Chinensis Sonn.) de diferentes
cultivares fue mayor que la del polen fresco después de criopreservados durante 4
afos. Asi mismo Shekari et al. (2016), estudiaron la viabilidad de polen Leonurus
cardiaca y encontraron que la razoén de la baja germinacion del polen recolectado
un dia antes de la antesis, se debié probablemente a la evolucion incompleta del

polen antes de la antesis.

Los resultados obtenidos con la prueba de acetocarmin para polen de frijol caupi
almacenado por 12 dias, registr6 promedios superiores a 98,0% de viabilidad.
Marak y Wani (2018), reportan que el grano de polen de Gliricidia sepium cuando
lo almacenaron a temperatura ambiente mostré que el porcentaje maximo de

viabilidad del polen mediante la prueba de acetocarmina, fue de 87,50% en el
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primer dia de recoleccion de polen y disminuy6 a 18,50% después de 15 dias de
almacenamiento. Los cual genera una alternativa para futuras investigaciones en

pruebas con polen de frijol caupi.

Tabla 3. Prueba de medias para las variables porcentaje de polen viable (PPV) y
porcentaje de polen inviable (PPI), conservado por 6 y 12 dias.

TIEMPO TEST ACETOCARMIN TEST TETRAZOLIO
ALMAC PPV PPI PPV PPI
0 dias 96,20 b 3,79 a 64,84 b 3515a
6 dias 98,36 a 1,63 b 76,68 a 23,31b
12 dias 98,25 a 1,74 b 71,21 ab 28,79 ab

Literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica entre medias (P < 0,05) segun Tukey.

Con la prueba de tetrazolio, se observé un incremento en el promedio de PPV
desde los 0 a 6 dias de 64,84% a 76,68% y de los 6 a 12 dias un leve descenso,
pasando a 71,21% (Tabla 3). Marak y Wani (2018), almacenaron polen de
Gliricidia sepium (fabaceae) por 90 dias en tres ambientes, reportando que el
almacenamiento a-18 £ 1°C y 4 £ 1°C dio un porcentaje de germinacién del 74,0%
y del 75,0% después de 15 dias, donde a los 0 dias fue de 80%. Estudios de polen
almacenado de Vigna mungo (fabaceae) a baja temperatura de -20°C y -30°C,
mostré un mejor porcentaje de germinacion en comparacion con el polen
almacenado a 4 °C (Khan y Perveen 2006). Pio et al. (2007) al analizar el
almacenamiento y la viabilidad del polen de cultivares de citricos durante nueve
semanas, encontraron que la viabilidad del grano de polen disminuy6é con el

aumento del tiempo de almacenamiento.

Asi como en la prueba de acetocarmin a los 0 dias, con la prueba de tetrazolium
se presenta una situacion similar, registrando promedio inferior a los demas (Tabla
3), lo cual posiblemente obedece al haber colectado pdlenes inmaduros. Segun
Gibernau et al. (2003) y Khan y Perveen (2006), en los granos de polen
almacenados a bajas temperaturas, no hay aumento de la viabilidad del polen

durante el periodo de almacenamiento, sino mas bien una disminucion. Sin
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embargo, Oliveira et al. (2001), sustenta que las diferencias observadas en cuanto
a la germinacion del polen, dentro de la misma temperatura, pero en diferentes
momentos, pueden haber ocurrido debido a varios factores, como las condiciones
de almacenamiento, el contenedor utilizado para almacenar el polen, humedad del

grano de polen y el manejo de los contenedores.

Es evidente el contraste en los resultados de las dos pruebas para viabilidad de
polen; las pruebas histoquimicas se utilizan para indicar la viabilidad del polen,
pero estas pruebas reflejan solo la integridad de las estructuras celulares (Souza
et al., 2017), lo cual radica en que el test con acetocarmin solo se evalla la
integridad de la membrana (Baez y Hernandez, 2016), mientras que con la sal de
tetrazolium se evalla la actividad enzimatica de la deshidrogenasa que esta
asociada con la respiracion y a su vez con la capacidad de germinacion del grano
de polen (Endo et al., 2013). Coelho et al. (2012) en un estudio de viabilidad del
grano de polen en accesiones de Crotalaria juncea L. (Fabaceae) usando orceina
acética y tincion Alexander en 10 accesiones, concluyeron que hubo diferencias
significativas entre tinciones, las cuales pueden deberse al modo de accion

especifico de cada tincion en la estructura citolégica de los granos de polen.

Los promedios de polen viable e inviable de los genotipos evaluados con el test de
tetrazolio, durante el periodo de almacenamiento (6 y 12 dias), se destaca el
genotipo Caupicor 50, el cual presento el promedio mas alto de polen viable con
79,18% (Tabla 4); asi mismo segun esta prueba la viabilidad del polen del
genotipo BRS Milenium fue la méas afectada, con un promedio de 63,14%. Las
diferencias en los promedios para PPV y PPI con la prueba de tetrazolio puede
obedecer a las propiedades intrinsecas particulares proporcionadas por cada
genotipo en la formacién del polen (tamafio, contenido de azlcar y la presencia de
ciertas proteinas protectoras (Campbell y Close, 1997) o la capacidad de
resistencia a las condiciones ambientales (temperatura y humedad relativa) una

vez liberado y de la capacidad de mantener su viabilidad bajo las condiciones
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almacenamiento. Investigacién realizada en diferentes genotipos de nogal
(Juglans regia L.) mostraron que la viabilidad del polen utilizando la prueba de
tetrazolium para todos los cultivares llegd a ser inferior al 50% cuando se
almacend a 4 °C, y no se observaron diferencias estadisticas entre los cultivares
(Ozcan et al., 2019). Autores como Dafni y Firmage (2000), reportan que el polen,
una vez liberado de la antera esta inevitablemente sujeto a tensiones ambientales,

y su viabilidad disminuira.

Tabla 4. Prueba de medias para las variables porcentaje de polen viable (PPV) y
porcentaje de polen inviable (PPI) en tres genotipos de frijol caupi.

TEST ACETOCARMIN TEST TETRAZOLIO
GENOTIPO
PPV PPI PPV PPI
BRS MILENIUM 97,98 a 2,01a 63,14 C 36,86 a
CAUPICOR 50 97,29 a 2,70 a 79,18 a 20,81 ¢
IT 86 97,55 a 2,44 a 70,41 b 29,58 b

Literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica entre medias (P < 0,05) segin Tukey.

Aun cuando los promedios para PPV y PPI obtenidos con el test de acetocarmin,
no generaron diferencias entre ellos, se observa que sus valores fueron muy
superiores a los obtenidos con la prueba de tetrazolio (Tabla 4); esto reitera que
posiblemente esta prueba sobreestima el PPV en frijol caupi. Munhoz et al. (2008),
en estudios realizados en papaya concluyen que las pruebas con acetocarmin,
estima ineficientemente la viabilidad del polen, aunque se pueden usar de manera
efectiva para determinar los componentes celulares y la integridad del grano de
polen. La prueba con tetrazolium, demostré ser una herramienta confiable como
una estimacion rapida de la viabilidad del polen. Por tanto, el uso de métodos
confiables para la calidad funcional del polen es importante en la evaluacién
durante su almacenamiento, en la mejora del cultivo, la genética y los estudios de
fertilidad, y por ende en la produccion de cultivos (Radicevic et al., 2013). Segun
Souza et al. (2002), la viabilidad del polen superior al 70% se considera

satisfactoria para su uso en cruces con el objetivo de obtener nuevos hibridos.
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Volk (2011), informa que idealmente, la produccién exitosa de frutos y semillas
ocurre después de la polinizacidon con polen bien conservado. Marquard (1992)
demostr6 que no se requieren altos niveles de viabilidad, el cuajado ocurrié

cuando los estigmas se trataron con solo un 5% de polen viable.

Estudios llevados a cabo por Mesnoua et al. (2018) en palma dactylifera,
encontraron que el porcentaje de cuajado de frutos no se correlacioné con el
porcentaje de germinacion de polen in vitro, donde el bajo porcentaje de polen
viable del genotipo Deglat Beida (19%) almacenado a 4°C tiene el mismo
porcentaje de cuajado de frutos que Deglet Nour, con alto porcentaje de polen
viable de (89%), almacenado a -20 °C. La posible explicacion de estos resultados
podria atribuirse a que la cantidad de polen que llega a los estigmas supera con
creces la cantidad necesaria para fertilizar todos los 6vulos (Zhang et al., 2010).

La interaccion de los diferentes ambientes con el tiempo de almacenamiento solo
mostro diferencias estadistica para porcentaje de polen inviable (PPI) cuando se
utilizé el test de acetocarmin (Tabla 1). Por lo que se infiere que a medida que el
tiempo aumenta se causa cambios en la posicion de los ambientes en funcion del

tiempo, en los promedios de polen no viables para frijol caupi.

El efecto combinado de los factores tipo de ambiente con los genotipos evaluados,
revelan que los promedios para PPV y PPl en los dos ambientes cambian en
funcién de los genotipos con el test de tetrazolio (Tabla 1), indicando este test que
el tipo de ambiente ejerce una influencia en la viabilidad del polen dependiendo de
que genotipo provenga. Las condiciones de cuarto frio, presenta promedio
superior con el genotipo IT86 para PPV y con BRS Milenium para PPI (Tabla 5);
cuando se almaceno en nevera, se obtuvieron promedios superiores con BRS
Milenium. Se resalta que el genotipo Caupicor 50, registro los promedios mas altos
para PPV e igualmente el valor mas bajo para porcentaje de polen inviable.

Estudios recientes por Tyagi y Hymowitz (2003) han registrado que el polen de la
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soja anual retiene su viabilidad durante cuatro meses cuando se almacena a -20
°C

Tabla 5. Promedios de las variables porcentaje de polen viable (PPV) y porcentaje
de polen inviable (PPI) en tres genotipos de frijol caupi, para la interaccién
ambiente por genotipo utilizando el test de tetrazolium.

GENOTIPOS
PPV PP

ALMACENAMIENTO

BRSM CAUP 50 IT86 BRSM CAUP 50 IT86
CUARTO FRIO 57,34b 80,13a 77,36a 42,65a 19,86a 22,63b

NEVERA 68,94a 78,23a 63,46b 31,06b 21,76a 36,53a

Literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica entre medias (P < 0,05) segin Tukey

Los factores tiempo de almacenamiento y los genotipos evaluados, para los dos
test utilizados para determinar la viabilidad del polen, muestran un efecto
diferencial altamente significativo en las dos pruebas utilizadas (Tabla 1), lo cual
indica que los genotipos cambiaron su clasificacion en funcién del tiempo de
almacenamiento, como se aprecia para el test con acetocarmin (Tabla 6) y sal de

tetrazolio (Tabla 7).

En los resultados con la prueba de acetocarmin, se observan promedios
superiores a los cero y seis dias con el genotipo BRS Milenium para PPV y con
Caupicor 50 e IT86 para PPI (Tabla 6); se resalta que el polen de los genotipos
hasta los 12 dias mantuvo un porcentaje de polen viable por encima del 95%. Con
la prueba de sal de tetrazolio, a los seis dias se presentaron porcentajes
superiores en los genotipos BRS Milenium e IT86 y con Caupicor 50 a los cero
dias de almacenado para PPV (Tabla 7); los resultados muestran que con la
prueba de tetrazolio los promedios a los doce dias de almacenado el polen de los
genotipos evaluados oscilaron entre 61,33 y 80,03%. Asimismo, se observa que
los genotipos BRS Milenium e IT86 presentaron los valores mas bajos para PPV a

los doce dias, en comparacion con el promedio de Caupicor 50, que fue mas alto
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con 80.03%; es probable que las caracteristicas propias del polen de este
genotipo no estén influenciadas por el ambiente y le permitan preservar su
viabilidad. También resaltamos que en los genotipos BRS Milenum e IT86, la
longevidad del polen disminuye la calidad después de los seis dias de
almacenamiento, al bajar el PPV un 11,5% y 12,6% respectivamente.

Tabla 6. Prueba de medias para las variables porcentaje de polen viable (PPV) y
porcentaje de polen inviable (PPI) en tres genotipos de frijol caupi, para la
interaccién tiempo por genotipo utilizando el test de acetocarmin.

GENOTIPOS
TIEMPO PPV PPI
BRS M. CAUP. 50 IT86 BRS M. CAUP. 50 IT86
0 dias 99,05 a 94,42 b 95,15 b 0,95 b 5,57 a 4,85 a
6 dias 98,73 a 98,22 a 98,13 a 1,26 b 1,77b 1,86 Db
12 dias 96,16 b 99,23 a 99,37 a 1,86 a 0,76 b 0,62 b

Literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica entre medias (P < 0,05) segin Tukey.

Tabla 7. Promedios de las variables porcentaje de polen viable (PPV) y porcentaje
de polen inviable (PPI) en tres genotipos de frijol caupi, para la interaccion tiempo
por genotipo utilizando el test de tetrazolium.
GENOTIPOS
PPV PPI

TIEMPO
BRS M. CAUP. 50 IT86 BRS M. CAUP. 50 IT86

0 dias 55,25 Db 85,15a 54,12 c 44,75 a 14,85b 45,87 a
6 dias 72,83 a 72,36 b 84,86 a 27,16 b 27,63 a 15,13 ¢
12 dias 61,33 b 80,03 ab 72,26 b 38,67 a 19,96 ab 27,73 b

Literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica entre medias (P < 0,05) segin Tukey.

En la interaccion de los tres factores considerados en la presente investigacion
para las variables PPV y PPI, se registran diferencias estadisticas cuando se
evalué la calidad del polen con el test de tetrazolio (Tabla 1), por lo que la
clasificaciéon para PPV y PPI en cuarto frio y nevera cambian en funcion de los

dias de almacenamiento y el genotipo (Tabla 8). Estos resultados confirman que el
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porcentaje de Vviabilidad depende de varios factores, principalmente los
relacionados con el almacenamiento (Pio et al., 2007). En cuarto frio se registran
promedios superiores a los seis y doce dias para el genotipo IT86, en nevera se
obtuvieron valores superiores a los doce dias con el genotipo BRS Milenium,
respecto a los registrados con almacenamiento en nevera (Tabla 8).

A los doce dias se registran los valores mas altos para PPI en cuarto frio con BRS
Milenium (56,47%) y en nevera con el genotipo IT86 (34,8%) (Tabla 8).

Tabla 8. Promedios de las variables porcentaje de polen viable (PPV) y porcentaje
de polen inviable (PPI) en tres genotipos de frijol caupi, para la interaccion
almacenamiento por tiempo por genotipo utilizando el test de tetrazolium.

PPV

0 DIAS 6 DIAS 12 DIAS

ALMAC ppsM  C.50 IT86 BRSM C.50 IT86 BRSM C.50 IT86

C.FRIO 55,25a 85,15a 54,12a 73,25a 69,55a 98,65a 43,52b 85,70a 79,32a
NEVERA 55,25a 85,15a 54,12a 72,42a 75,17a 71,07b 79,15a 74,37a 65,20b

PPI

C.FRIO 44,75a 14,85a 45,87a 26,75a 30,45a 1,35b 56,47a 14,30a 20,67b
NEVERA 44,75a 14,85a 45,87a 27,57a 24,82a 28,92a 20,87b 25,62a 34,80a

Literales diferentes entre filas indican diferencia estadistica entre medias (P < 0,05) segun Tukey.
ALMAC: Almacenamiento; C. FRIO: cuarto frio; BRS M: BRS Milenium; C. 50: Caupicor 50;

Cuando se almaceno bajo las condiciones de nevera, se observa que entre los
genotipos a los seis y doce dias sus promedios para PPV y PPI son similares
(Tabla 8). De acuerdo con los promedios de polen viable de los diferentes
genotipos en los dos ambientes evaluados, a los doce dias se mantuvo por
encima del 60%, excepto para BRS Milenium en cuarto frio. En los granos de
polen, el efecto de las bajas temperaturas esta relacionado con la reduccion del
metabolismo celular, proporcionandoles una mayor longevidad (Cuchiara et al.,
2012).
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Los resultados anteriores, muestran que bajo las condiciones de almacenamiento
(nevera y cuarto frio), el polen de los tres genotipos evaluados, conservado por 12
dias, mostr6 invariablemente valores de viabilidad similares a los de los controles,
que oscilaron entre el 65,2 'y 85,7% y el 72% (Tabla 8), excepto el genotipo BRS
Milenium en cuarto frio; lo que demuestra la retencion de la actividad enzimética y
la integridad de la membrana en el polen almacenado a baja temperatura y, por

tanto, ninguna pérdida significativa de viabilidad.
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4. CONCLUSIONES

Las condiciones de temperatura donde se almaceno el polen por 12 dias (cuarto
frio o nevera), representan una estrategia conveniente para la conservacion
eficiente de la viabilidad del polen para la polinizacion artificial, ya que el polen
mantuvo promedios superiores en porcentaje de viabilidad (> 70% con la sal de
tetrazolium y superiores al 90% con el test de acetocarmin).

Los resultados con la prueba de tetrazolium, mostraron que el PPV y PPI, varian
con el genotipo y el tiempo de almacenamiento; donde lo genotipos con mayores
promedios de polen viable en cuarto frio y nevera fueron Caupicor 50 y BRS

Milemium.
Los genotipos estudiados responden de manera diferencial a las condiciones de

almacenamiento y tiempo de almacenamiento, destacando al cultivar Caupicor 50

como el mejor por los valores registrados.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

El polen colectado a diferentes horas del dia en los genotipos evaluados,
acusaron respuesta diferencial en los semestres A y B de 2019; el cultivar
Caupicor 50 presenté mayor porcentaje de polen viable con 93,89% y 94,61%
respectivamente. En tanto que el menor promedio lo registrd6 Missouri con
85,42%.

Las polinizaciones controladas que se realicen entre las 7:00am y 9:00am en
campo y entre las 3:00pm y 5:00pm en casa malla tendran mayor probabilidad
de formar vainas y semillas, dado que en ese horario se presenta mayor
tiempo de reaccion al peréxido de hidrogeno en los genotipos evaluados de

frijol caupi.

El método de hibridacion artificial uno (emasculando y polinizando en la
mafana), en el horario de 7:00am a 10:00am, en la casa de malla y campo, se

registraron los mayores porcentajes de cruzamientos viables.

Las condiciones de temperatura donde se almaceno el polen por 12 dias
(cuarto frio y nevera), representan una estrategia conveniente para la
conservacion eficiente de la viabilidad del polen de frijol caupi para la
polinizacién artificial, ya que el polen mantuvo promedios superiores de
viabilidad (> 70% con la sal de tetrazolium y superiores al 90% con el test de

acetocarmin).
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ANEXOS

Anexo 1. Temperatura (T) y humedad relativa (HR) en las diferentes horas de
colecta de muestras para detectar la viabilidad de polen en frijol caupi. 2019A

EVAL 1 EVAL 2 EVAL 3 EVAL 4 EVAL 5

HORA T(°C) HR(%) T(°C) HR (%) T(°C) HR(%) T(°C) HR(%) T(°C) HR (%)

6:00am 27,3 89 27,2 90 27,2 94 26,8 93 27,9 92
8:00am 33,0 64 28,8 86 32,2 73 33,0 67 29,3 86
10:00am 38,6 47 32,1 69 32,6 67 37,2 51 33,2 66

Anexo 2. Temperatura (T) y humedad relativa (HR) en las diferentes horas de
colecta de muestras para detectar la viabilidad de polen en frijol caupi. 2019B

EVAL 1 EVAL 2 EVAL 3 EVAL 4 EVAL 5

HORA T(°C) HR(%) T(°C) HR(%) T(°C) HR(%) T(°C) HR (%) T (°C) HR (%)

6:00am 26,2
8:00am 29,0
10:00am 37,0
12:00m 41,8

84
82
41
37

30,0
30,9
36,6
38,1

85
84
58
45

26,2 84
27,4 88
34,7 63
42,0 41

28,9
29,6
33,3
44,0

83 25,0
89 30,9
67 32,8
29 31,4

90
80
74
75
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