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INTRODUCCION

El conocimiento m4s amplio posible sobre la biologia floral de la
planta que se va a mejorar, es de importancia primaria para trabajos
de fitamejoramiento. Esto elimina una serie de trabajos que pueden es-
tar encaminados en forma errénea, evita gastos superfluos y permite ga-
nar tiempo en la obtencién de variedades superiores, debido a que se
trabajarfa sobre bases mds seguras.

El cafeto es una planta que se cultiva en todas las regiones tro-
picales del mundo y la economfa de muchos paises latinoamericanos de=-
pende en su mayor parte de la exportaciém de café. A pesar de ello,
los trabajos que se han realizado en lo que se refiere a la biologia
floral son relativamente pocos y alin son menos numerosos los realisados
sobre las caracteristicas y aspectos bioldégicos del polen mismo. '

Teniendo en cuenta la necesidad de una cantidad abundante de po-
len para obtener una fertilizacién satisfactoria y por ende un buen
rendimiento de frutos, el conocimiento de las cualidades del polen es
un factor de gren importancia que no debe descuidarse.

Los estudios realizados sobre este tépico en polen de cafeto se
han 1levado a cabo més que todo para su utilizacién en forma inmedia-

ta en programas de mejoramiento, pero en Coffea arabica L. no se ha

estudiado sistemfticamente la biologia floral como en Coffea dewevrei

y Coffea canephora var. 'Nana' por Dublin (19, 20) en Africa, o los

llevados a cabo sobre caracteristicas generales del polen de otras es=-
pecies en particular.

Por esta razén el presente trabajo es una contribucién al oomoci-
miento de las caracteristicas del polen y polinizacién en C. arabica.

ILos principales objetivos que se persiguen en este estudio som:
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1. Determinar las caracteristicas generales del polen en C. arabica:

tipo y forma, estructura de la exina y tamafio.

2. Determinar un método apropiado para conocer la viabilidad del

polen y el efecto de ciertas sustancias promotoras de creci-

miento sobre la germinacién y longitud del tubo polinico y

practicar ensayos de conservacién de polen en C. arabica var.

Typical,
3. Comparar experimentalmente los procesos de polinizacién en

C. arabica:

a.

b,

Ce.

Receptibilidad de los estigmas en flores normales
Receptibilidad de los estigmas en flores que abren por la
tarde

Capacidad de fertilizacién de polen irradiado.

El ensayo de diferentes sustancias que favorecen el crecimiento se

practica por primera vez en cafeto, lo mismo que las polinizaciones rea-

lizadas con polen irradiado. Esta polinizacién se ha hecho con el obje-

to de determinar si existe heterosis, baséndonos en lo expuesto por

Osborne (71), ya que ésta en café ardbico es dificil de obtener por cru-

zamiento entre variedades. Este estudio serviré de base para otros pos-

teriores que se lleven a cabo con mayor profundidad.
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REVISION DE LITERATURA

A pesar de que los tres objetivos de este trabajo estdn estrecha-
mente relacionados se ha creido conveniente dividir la Revisién de Li-
teratura y capitulos posteriores en tres partes para su mejor exposi-

cién.

1. Caracteristicas generales del polen en cafeto

Como ya se dijo anteriormente los trabajos llevados a cabo sobre
polen en café son pocos y se han publicado esporédicamente en Brasil,
Africa e Indonesia. Krug (44), después de medir el diémetro del polen
en tres variedades de C. arabica (2 n = 44, 66 y 88 cromosamas) llegé
a la conclusién de que en esta especie existe wuna gran variabilidad en
el tamafio del polen. Asf, el polen de la especie tetraploide (nommal)
varia de 28 a 44 micras con un coeficiente de variabilidad (C.V.) de 8%;
el del hexaploide varfa de 28 a 60 micras con un C.V. de 12.6% y el del
octoploide de 24 a 56 micras con un C.V. de 12%. Estos datos nos demues-
tran la alta variabilidad del polen de los hexa y octoploides, debido po-
siblemente a la microsporogénesis anormal que es comfin en estas varieda-
des de nfmero cromosémico alto,

Mendes y Bacchi (58), midiendo 200 granos de polen de anteras que
abrieron normalmente en C. arabica L. var. 'Monosperma' encontraron una
variacién de 14 a 55 micras con un C.V. de 29.35%, teniendo el promedio
general 35.4 micras; sin embargo, los més frecuentes (50%) miden de 37
a 46 micras. La causa de esto lo atribuyen también a la microsporogé-
nesis anormal, puesto que las células madres del polen dan un némero
variable de microsporas que varia desde 2 hasta 8.

Por estos datos se observa que serfa imposible determinar el grado
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de poliploidfa por el tamafio de los granos de polen, caracteristica que
se presenta en otras especies; asi, Bell (4) encontré gran variabilidad
en el tamafio de los granos de polen en clones y pldntulas heterocigotas
de tomate, petunia, eneldo y verdolaga, cultivadas en diferentes solu-
ciones nutritivas, y concluye diciendo que tal cardcter no podréd usarse
en taxonamfa hasta que no hayan sido probadas o examinadas las correla-
ciones en cada caso por separado para poder ser vdlidas.

Sampath y Ramanathan (citados por Bell, 4) encontraron que los gra-
nos de polen de arroces cultivados son mucho m4s grandes que los de las
especies silvestres y de dos especies poliploides. Ellos creen que la
diferencia se debe a la cambinacién entre nutricién y herencia en las
plantas silvestres y cultivadas.

As{ mismo, los estudios biométricos de granos de polen en
C. canephora dan a conocer la amplia variacién en el tamafio del polen
en esta especie. Por lo tanto, esta caracteristica no podrd ser utili-
zada con fines sistemdticos para identificar a la especie (Mendes, 60),
ni para diferenciar variedades de la var. 'Nana' (Dublin, 19). Sin em-
bargo, en trabajos similares con C. dewevrei este filtimo autor (20) cree
que €l diémetro del grano de polen puede ser utilizado con fines taxo-
némicos para distinguir clones o diferenciarlos unos de otros.

Flory y Tomes (29) encontraron una gran variabilidad en el tamafio
del grano de polen en ciruelas y otras especies de Prunus, incluso de
flor a flor dentro del mismo 4rbol; de allif que recomiendan mezclar
bien las muestras que se tomen para determinar esta caracteristica y
lograr un Indice varietal digno de confianza.

Bell (4) cita que varios investigadores han encontrado variaciones
en el tamafio del polen de flor a flor, entre ellos: Ovcinnikov encantré
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variacién entre espiguillas en trigo, Kuprijanov encontré que el tamafio
del polen varfa de antera a antera en especies horticolas (tamate, be-
renjena, cebolla, sandfa, zanahoria, girasol y trigo); y Gould encontrd
variaciones en un grado elevado de acuerdo a la época de coleccién en
clones de Andropogon.

Flory y Tomes (29), en cambio, encontraron coeficientes de corre-
lacién que indican una fuerte tendencia en las variedades de producir
polen normal muy similar de afio a afio, e indican que las condiciones
ambientales tampoco lo afectan en forma significativa dentro de una va-
riedad.

Krug y Mendes (48) encontraron que el tamafio de 200 granos de po-
len en hibridos de C. arabica x C. canephora varian de 8 a 48 micras
con un C.V. de 24.2%, con un promedio de 27.58 + 6.66 micras; ellos a=
tribuyen esto a la distribucién irregular de los cromosamas en la meio-
sis,

BEn C. canephora Dublin (19) encontré que el didmetro del polen va-
riaba de un individuo a otro pero en ningfn caso la diferencia fue sig-
nificativa., Los granos normales varian de 27 a 30 micras, pero existen
granos gigantescos hasta de 45 que son posiblemente microsporas poliploi-
des. Las mediciones para cada variedad se hicieron en alrededor de 500
granos previamente coloreados.

Dublin (20) en C. dewevrei midiendo 874l granos de polen coloreados
con fuccina 4cida de Maneval en lactofenol, de 30 origenes diferentes
(variedades o clones) obtuvo un promedio de 26.02 + 0.024 micras. Segfn
este autor deben contarse alrededor de 300 granos por muestra, nfmero
suficiente para dar un C.V. inferior a 7% que en estos casos es aceptable.

En cambio, Medina y Conagin Mendes (56) midieron 100 granos de 17
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plantas de C. dewevrei previamente coloreados con acetocarmin, encontran-
do que el didmetro varia de 19.32 a 35.14 micras, con un promedio de
29.4), micras, tamafio que segiin ellos es mucho menor que el de C. arabica
que es de 36.79 micras y précticamente igual al de C. canephora.

Selling (8l) en sus estudios de polen realizados en Hawaii utilizé
10 granos por muestra, pero hace hincapié en que este nfmero es insufi-
ciente para establecer comparaciones estrechas en polen, pero que los
valores obtenidos asi dan una idea preliminar de condiciones de tamafio.

Estudios sobre caracteristicas morfolégicas del grano de polen en
C. arabica no existen en la literatura; Krug (43) Ginicamente se limita
a mencionar aspectos muy generales del mismo, tales como que no es pe-
gajoso y puede ser llevado f4cilmente por el viento. En cambio, otras
especies de café han sido estudiadas en forma mds detallada por Dublin

(19, 20).

2., Medios adecuados para la germinacién del polen y crecimiento del

tubo polinico

La determinacién de la viabilidad del polen por métodos colorimé-
tricos ha venido cayendo en desuso, ya que los datos obtenidos usando
esta técnica no dan un Indice de seguridad de la capacidad de fertili-
zacién del polen. Muchas veces el polen que ha perdido su poder germi-
nativo se colorea perfectamente (Oberle y Watson, 67; King, 39), y a 1a
inversa el polen que no se colorea muy bien germina con facilidad. Por
esta razén los investigadores han tratado de buscar métodos para deter-
minar la viabilidad real de una muestra de polen, unas veces ensayando
nuevas sustancias que por lo menos den aproximadamente la capacidad de
germinacién (67, 77) y otres veces ensayando diferentes sustancias que

favorecen el crecimiento de otros 6rganos de la planta, las cuales son
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afitadidas en concentraciones diferentes al medio bédsico de cultivo cons-
tituido generalmente por sacarosa y agar.

King (39) ha preconizado el valor de la reaccién de la peroxidasa
para determinar el poder gemminativo de los granos de polen, técnica ya
usada con anterioridad por Ostapenko (citado por King, 39). Esta prueba
se basa en la oxidacién de la benzidina por accién de la peroxidasa del
grano de polen en presencia de Hy0, con liberacién de 0, por la catala-
sa. Sin embargo, ella tiene sus limitaciones, porque como dice este
autor la reaccién es espec{fica para cada clase de polen, aunque el de
especies estrechamente relacionadas parecen dar reacciones similares.

Varas (93) usé este método para comparar la validez de la misma en
la determinacién de la viabilidad de polen de cacao, camparéndola con
pruebas de germinacién in vitro después de haber determinado con ante-
rioridad el medio més apropiado de germinacién constitufdo por sucrosa
y agar con pH controlado, obteniendo porcentajes un poco mé4s bajos, pe~-
ro estadisticamente iguales; la falla de este método se noté en que po-
len muerto dio 16.3% de granos coloreados y cero en las pruebas de ger-
minacién.

Ensayos de viabilidad del polen que m4s acercan a la realidad son
los llevados a cabo en medios de cultivo adecuados, constituidos gene-
ralmente por agua, azficar (casi siempre sacarosa) y agar, siendo las
concentraciones éptimas especfficas para cada especie. Knowlton (41)
y Resnik (77) dan evidencia de que el polen puede germinar en agua pu-
ra y citan a Von Molh, quien en 1834 logré hacer germinar polen de
Morina sp. en agua pura; a Adams y Knight que hicieron lo mismo con po-
len de manzano. Estos casos son excepcionales porque gemeralmente los

granos de polen puestos en agua revientan debido al DPD que hay entre el
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agua y las sustancias que se encuentran como constituyentes de las mi-
crosporas, lo cual hace que el agua penetre en gran cantidad dentro de
las mismas, y ejerza una presién tan fuerte que las membranas que las
protegen no tienen la capacidad suficiente de resistirla, originando
la rotura de las mismas y del tubo polfnico cuando éste tiene la opor-
tunidad de desarrollarse.

Una manera de contrarrestar este fenémeno es la adicién de sacaro-
sa y agar, teniendo también la primera la funcién de nutrir al grano de
polen durante el proceso de la germinacién, como lo ha demostrado
O'Kelley (68), quien ensayando una serie de azficares encontrd que el 36%
de CO2 producido por la respiracién del tubo polinico, proviene de la
glucosa del medio, 66% de la fructosa y 72% de la sacarosa, sustancias
que fueron probadas por separado.

Resnik (77) resume en tres las principales funciones del sustrato
germinativo: a) provisién de agua, b) provisién de sustancias alimen-
ticias, ¢) influencia estimulativa (o inhibitoria).

Medios de cultivo constituldos tan sélo por agua y sacarosa han
sido utilizados con polen de varias plantas (5, 13, 50, 51, 68, 70, 75,
82, 83, 89), generalmente empleando la técnica de "gota colgante" o en
placas de depresién. También con polen de C. canephora se ha utilizado
esta técnica (18, 27). Smith (84) demostré experimentalmente que por
este método se disminuye el crecimiento del tubo polinico; en
Tradescantia, por ejemplo, después de un periodo de 4 horas de germmina-
cién sé noté que el crecimiento del tubo polinico es tan 8sb6lo la mitéd
de lo conseguido con sacarosa y agar.

1a mayoria de los sustratos germinativos por esta razén siempre

contienen una mezcla de gelatina o agar y un azficar, que condicionan
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un medio en el cual germinan perfectamente los granos de polen y se ob-
tienen tubos rectos, bien conformados y que no revientan.

Buscando el mejor método para hacer germinar polen de Antirrhinun
y mafz Knowlton (41) encontrd que para la primera especie son favorables
concentraciones de 15 a 25% de sacarosa y para la segunda 0.7% de agar
y 154 de sacarosa,

Para polen de papaya conservado, Traub y O'Rork (90) encontraron
que el medio adecuado era 4% de sacarosa y 0.75% de agar y Cooper (13)
empled en sus experimentos el mismo porcentaje de sacarosa pero sin
agar,

En especies frutales pertenecientes a los géneros Pyrus y Malus,

Nebel y Ruttle (64) emplearon como medio de cultivo concentraciones de
agar al 0.7% variando la sacarosa de 10 a 20%; King y Hesse (40), y
Griggs, Vansell e Iwakiri (32) para determinar también la viabilidad de
polen almacenado usaron 15% de sacarosa y 0.2% de agar. En cambio,
Thampson y Batjer (89) utilizaron solamente 10% de sacarosa como medio
bdsico de germinacién para polen de frutales deciduos.

Smith (84) en sus estudios sobre crecimiento de polen en relacién
con temperatura y sustancias que pramueven el desarrollo usé 10% de a-
z@car y 0.7% de agar para Antirrhinun, y 3% de azficar y 0.7% de agar pa-

ra Bryophyllum.
La mdxima germinacién del polen de Saccharum spontanewm y una va-

riedad de mafz fue lograda con 1% de agar y 25% de sucrosa para la pri-
mera, y 1.5% de agar y 187 de sucrosa para la segunda (78). Este flti-
mo medio como se ve difiere del encontrado por Knowlton (41) y del de

Andronescu (citado por Knowlton 41, y Resnik 77), quienes aseguran que

el sustrato germinativo ideal para polen de maiz es 10% de sucrosa y

0.7% de agar.
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Fernholz y Hines (26) encontraron que el polen de tung germina me-
jor en medios que contienen 10% de sacarosa y 0.7% de agar.

Stone y otros (87) aseguran que el mejor sustrato germinativo para
determinar la viabilidad del polen de diferentes especies del género
Pistacia fue de 10 a 20% de sucrosa y gelatina azicar-agar.

Los resultados de viabilidad del polen de Cinchona estudiados por
Pfeifer (75) demuestran que no hay diferencia entre la concentracién de
azicar; sin embargo, puntualiza que las mejores son 7, 10 y 12% de su-
crosa y 1% de agar.

En polen de vid también se han efectuado estudios de germinacién
por algunos investigadores. Singh (82) ensayando diferentes concen=-
traciones de sacarosa encontré que la mejor era 25%, medio que segin é1
seria el ideal para poder detemminar la viabilidad del polen de parras
bajo las condiciones de Saharampur., Sin embargo, Winkler citado por
Olmo (70) dice que la concentracién 8ptima para la germinacién del po-
len de vid era 20% de sucrosa, la cual fue usada en sus estudios por
el propio Olmo para deteminar la viabilidad de polen conservado. Es-
tos datos contradicen los encontrados por Ziegler y Branscheit que ob-
tuvieron la mixima germinacién con 2.5% de sacarosa y Golmich con 5%
de sacarosa y 2% de agar; estos dos (ltimos autores citados por Singh
(59).

Efectuando ensayos con diferentes concentraciones de sacarosa
(5 a 502) para determinar la solucién adecuada que asegure una buena
germinacién de polen de Citrus, Resnik (77) encontr$ que en todas las
variedades ensayadas, a excepcién de Shamouti, la germinacién se incre-
menta con el aumento de concentracién.

Estudiando el efecto de giberelina en polen de Lilium, Kato (38)
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empled camo testigo un medio bdsico constitufdo por 2% de agar y 8% de
sacarosa.

Nambiar (62) para sus estudios de viabilidad de polen irradiado
de cocotero empled un medio de cultivo constitufdo por 10% de sacarosa
¥y 2% de gelatina, concentracién con la cual se logra una buena germina-
cién que fue m4s notable con la adiciém de &cido bérico al 0.5%.

Vasil (94) probando el efecto de diferentes azfcares sobre la ger-
minacién de polen de 8 miembros de la familia de las Cucurbit4ceas en-
contrd que la sacarosa era mejor.

Como se puede apreciar por todos los resultados expuestos anterior-
mente las concentraciones de agar y sacarosa empleadas en la germinacién
del polen de diferentes especies varfan aunque no en un rango muy am—
plio; generalmente la sacarosa oscila entre 10 y 208 y el agar de 1 a
2%, con algunas excepciones. Con medios as{ balanceados se ha logrado
hacer germinar polen de la generalidad de las especies; sin embargo,
existen tipos de polen que no germinan in vitro camo sucede con el de
aguacate. Schroeder (80) hizo numerosos intentos para lograrlo pero
fracasé; el hecho de que el polen de esta especie germina sobre los
estigmas de otras plantas y a la vez que el polen de otras plantas ger-
mina sobre estigmas de aguacate, indican que en el medio de cultivo
falta alguna sustancia esencial o alguna condicién para que el polen
pueda germinar. Por esta razén el autor ensayé también el efecto de
sustancias suplementarias tales como extracto de levadura, vitamina Bl
y estigmas macerados, los cuales fueron incluidos en el sustrato germi-
nativo, pero todos dieron resultados negativos.

Hace mucho tiempo que se vienen ensayando sustancias suplementarias

tales como fermento de levadura, fragmentos de diferentes partes de
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pistilo, compuestos promotores de crecimiento, etc., los cuales son
afiadidos a los medios bdsicos de cultivo con el objeto de lograr una
mejor germinacién del polen y un buen desarrollo del tubo polinico.

Brink (7) en 1924 fue el primero que empezé a usar en medios de
cultivo extracto estéril de levadura, que segin sus propias experiencias
es una sustancia que favorece el incremento del tubo polinico y desde
entonces ha sido empleada por muchos investigadores, entre otros Tsao
(91), Pfeifer (72, 73, Th y 75), Tulecke (92), Flory y Tomes (29).

Brink (7) también ensay$ otras sustancias como jugo de papa cruda,
extractos de gineceo, sales inorgénicas nitrogenadas, de las cuales So=
lamente las dos primeras dieron buenos resultados.

En relacién con el efecto de las partes de pistilo adicionadas al
medio para lograr lo antes expuesto también se llevaron a cabo estudios
de quimiotropismo o polaridad. Segiin Knowlton (41) los primeros inves-
tigadores que estudiaron la influencia de porciones de pistilo sobre la
geminacién, crecimiento del tubo polinico y quimiotropismo fueron pro-
bablemente Molish en 1893 y Lindforss en 1896, quienes informaron que
los estigmas afiadidos al medio gemminativo ejercfan una accién estimula-
tiva muy fuerte y ademéds que el polen de algunas especies presenté qui-
miotropismo hacia el aziicar, preparaciones diastdsicas y a la alblmina
de huevo, Sin embargo, Brink (7) en su revisién exhaustiva que hizo so-
bre quimiotropismo empieza citando a Van Tieghem, quien en 1869 consi-
der$ al hidrotropismo como el causante del crecimiento del tubo polfni-
co en el tejido estilar; cita también a Strasburger (1878) quien en
Torenia no encontré quimiotropismo hacia los 6vulos; continda con
Correns (1889), quien en dos formas de Primula no encontré reaccién

quimiotrépica; y después cita a Molish (1893), investigador que encontré
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una influencia quimiotrépica de los tubos hacia el estigma, partes del

peciolo y flor, al micrépilo y funfculo del évulo en Narcissus tazetta.

Knowlton (41) informa también que una parte pequefia del estigma
afiadido al medio de cultivo estimula la germinacién de polen de
Antirrhinun y encontré también marcado quimiotropismo de los tubos
hacia el estigma. Estos estudios fueron corroborados por Brink (7),
quien encontré que esta especie presentaba quimiotropismo hacia el es=
tigma, y en Narcissus a la placenta, epidermis interior del ovario y
évulos. También informa que el azdicar y levadura no tenfan aptitud pa=-
ra atraer a los tubos polfnicos. Observé, ademfs, que el agrupamiento
del polen ocasionaba un incremento de 44.5% en la longitud de los tubos,
resultado que lo condujo a ensayar polen machacado agregado al medio,
con resultados negativos.

El efecto de la agrupacidén sobre el incremento del crecimiento del
tubo polfnico y el porcentaje de germinacién en diferentes especies ha
sido demostrado por Addicott (1), y Ariyasu (2).

Otros autores han encontrado efectos quimiotrépicos, Tsao (91),
ensayando 36 especies observé que solamente 9 presentaban quimiotropismo
hacia estigma, estilo, pared del ovario y évulos. También este autor
estudié dicho fenémeno empleando diferentes sustancias informadas como
tales, lo mismo que otros compuestos titiles en el metabolismo de las
plantas (sucrosa, minerales esenciales, vitaminas, &cidos orgénicos,
peptonas, casefna, AIA, y otras sustancias nitrogenadas), sin ningin
resultado, lo que lo hizo suponer que la sustancia que ocasiona el qui-
miotropismo probablemente no es de naturaleza nutritiva, y postula que
el mecanismo quimiotrépico en los tubos polfnicos se debe a que dicho

compuesto activo puede inhibir directa o indirectamente la extensibilidad
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de las paredes del tubo, controlando asf la direcciém del crecimiento.

Link y Blaydes (49) encontraron que el polen de Aloe confusa pre-

sentaba quimiotropismo hacia el estigma, estilo, pétalos y sépalos; el

de Clivia nobilis al estigma, estilo, paredes del ovario, évulo, péta=-

los, sépalos e incluso hojas; el de Gasteria verrucosa hacia el estigma

y ovario; y de Haworthia planifolia al estigma, estilo y ovario. Dichos

autores creen que el factor causante de quimiotropismo en Clivia parece
ser soluble en agua y difusible en agar. Consideraron como quimiotro-
pismo positivo solamente cuando el 90% de los tubos se dirigfa hacia la
porcién ensayada,

Las sustancias pramotoras de crecimiento empleadas para lograr y
aumentar la germinacién del polen y desarrollo del tubo polfnico estén
constitufdas generalmente por elementos memores (B, Mn, Co), auxinas,
vitaminas y otros compuestos orgédnicos (colchicina).

Desde que Schmuker en 1933 (citado por Thampson y Batjer, 89;
O'Kelley, 69; y otros) descubrid que el B en trazas ejercfa un efecto
estimulante en la germinacién y crecimiento del tubo polfnico varios
autores han estudiado su comportamiento en polen de diferentes especies,

Thompson y Batjer (89) haciendo germinar polen de frutales deci-
duos en 10% de sacarosa y 10 ppm de 4cido bérico encontraron que el B
en esta concentracién casi y a veces hasta doblaba el porcentaje de ger-
minacién; ademds, la longitud del tubo polfnico fue incrementada de 2 a
10 veces sin mostrar anormalidades. Ensayaron también concentraciones
de 2.5, 10, 40, 160 y 640 ppm de B sobre polen de peral, manzano y ce-
rezo y encontraron que las mejores concentraciones fueron de 2.5 a 40 ppm.
las altas concentraciones (640 ppm) muestran una disminucién muy notable

e incluso, como en el polen de cerezo, previnieron su gemminacién.
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Comparando la concentracién de 10 ppm de B con algunas auxinas encontra-
ron que el B es muy superior a estas sustancias.

Cooper (13) encontré que la lactoflavina natural incrementé el por-
centije de germinacién del polen de papaya, y que aquélla contenia B
por lo que los resultados obtenidos se podfan deber al efecto combinado
de la lactoflavina y B. Llegb a esta conclusién porque la lactoflavina
sintética era activa solamente en una proporcién igual a la mitad de la
lograda con la natural.

Blaha y Schmidt (citados por Batjer y Thompson, 3, y otros) observa-
ron un incremento muy alto en el porcentaje de germinacién del polen y
crecimiento del tubo polinico en fresas y peral, pero no en ciruelo ni
duraznero, cuando afiadieron al medio de cultivo 0.0005% de &cido bérico.

Addicott (1) utilizé B en sus experimentos en una concentracién de
0.01% en el medio b&sico empleado, el cual fue determinado previamente.

Aplicando 4cido bdrico en dosis de 5, 25 y 125 ppm sobre ramas de
peral cuando la floracién mostré de 40 a 60% de apertura de las flores,
Batjer y Thompson (3) lograron una buena fructificacién con las dos pri=-
meras, Segtin estos autores el efecto causado por el 4cido bérico se de-
be a tres razones: estimulacién de la germinacién del tubo polfnico,
efecto estimulante del B en la formacién de auxinas durante el periodo
inmediato a 1la floracién, o a la correccién de deficiencia incipiente o
temporal del B en el suelo.

O'Kelley (68) encontré que 2 y 10 ppm de B eran las mejores concen=-

traciones para polen de Lonicera japonica y Tecoma radicans, y 10 pmm

para polen de Nicotiana tabacum. Una observacién muy importante de es-

te autor es el hecho de que la lactosa, azficar que no se encuentra en

las plantas, permite la germinacién del polen de estas tres especies; en
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cambio en fructosa, azfcar que existe en todas las especies vegetales,
el polen ni siquiera germiné.

M4s tarde O'Kelley (69) llegé a la conclusién de que el B hasta
100 ppm estimula la respiracién y la absorcién de azfcares, pero en la
longitud del tubo éste desempefia un rol especffico que no se relaciona
con dichos procesos, ya que el crecimiento del tubo es afectado gene-
ralmente cuando falta. El autor sugiere que el B estimula la sintesis
de materiales pécticos en la pared celular del tubo y por lo tanto per-
mite su elongacién.

Resnik (77) encontré un efecto estimulante del 4cido bérico en
concentraciones de 10 y 100 ppm sobre la germinacién del polen de limo-
nero.

Segin Raghavan y Baruah (76) la adicién de AIA, AIB, ANA, &cido
bérico, sulfato de manganeso, molibdato de amonio, sulfato de zinc y
cloruro de oro, en concentraciones no letales, al medio bdsico consti=
tuldo por sucrosa incrementa la germinacién y la longitud del tubo po-
lfnico del polen de Areca catechu atn desde la primera hora de haber
sido sembrado.

Bose (5) por su parte observd que el 4cido bérico era muy superior
a la quinetina y al AIA, pero a su vez inferior a la giberelina en el
crecimiento del tubo polfnico de arvejas. Asf mismo, Vasil (94) infor-
mé que el &cido bérico en concentraciones de 0.005 a 0.02% y borax al
0.01% incrementan la gemminacién y crecimiento del tubo en forma nota=-
ble, superior al logrado con otras sustancias reguladoras de crecimien-
to.

| Yamada (97) encontrd que el sulfato de cobalto en concentraciones

de 10'5 y5x 1074 M tiene un efecto estimulante sobre el crecimiento
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del tubo polinico de Lilium, mientras que el sulfato de cobre lo hace
a concentraciones de 10_6. Ensay6é también dos sustancias quelatadas
pero ambas fueron téxicas.

Kato (38) utilizando polen de Lilium estudié el efecto del 4cido
giberélico en camparacién con el AIA sobre la germinacién y crecimiento
del tubo polfnico. La mejor concentracién de AG fue 50 mg/l, la cual
dio longitudes 5 veces mayores que el control, en cambio el AIA fue de-
finitivamente inhibidor en todas las concentraciones usadas (5 a 200
mg/1).

Chandler (11) estudié el efecto de diversas concentraciones de
AG (31.25 a 1000 mg/1l) en 27 plantas pertenecientes a 16 familias dife=-
rentes, encontrando incremento en el porcentaje de germinacién y una
marcada influencia en el crecimiento del tubo polfnico solamente en 7
especies; 10 especies geminaron en el medio bdsico pero fueron inhibi-
das por la adicién de AG y 9 no germinaron ni en el medio ni con AG.

Dandliker y otros (17) no encontraron ningén efecto estimulativo
con AIA sobre polen de papaya en concentraciones de 0.1 a 100 gamma/cc,
en cambio Smith (83) encontré que el AIA en concentraciones de 1l:1 mi-
116n en polen de Polygonatum, Tradescantia, Lathyrus y Pinus produce un

estimulo en la germminacién de tal manera que el tubo polinico aparece en
un tiempo considerablemente menor que el control, incrementa la longitud
del tubo, induce un porcentaje de*germinacién més alto, y en el caso de
Pinus el polen pudo germinar mientras que en el control no ocurrié germi-
nacién alguna.

M4s tarde Smith (84) estudié el efecto de la temperatura, auxinas
(AIA, AIB y ANA en concentraciones de 1:100000), colchicina (a 0.01%,
0.0005% y 0.1%) y vitamina B, (1:25000), sobre la germinacién del polen
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de Antirrhinun y Bryophyllum y encontré que las auxinas tuvieron efec-
tos téxicos, mala germinacién, reventamiento y distorcién de tubos.

1a colchicina fue muy mala tanto en la germinacién como en la elonga-
cién del tubo. La vitamina Bl no mostré ningtn estimulo.

Resnik (77) en polen de limonero, hallé influencia con la adicién
de AIB, 2-4-D y tiamina; la mayor longitud del tubo corresponde a la
tiamina y AIB.

El AIA ensayado en dosis de 1:50000 y 1:10000 por Mashkin (51) con
polen de cerezo, manzano, peral y membrillero demuestra que esta auxina
en concentraciones de 1:50000 estimula la germinacién y crecimiento del
tubo polinico en todas las especies mencionadas.

Dandliker, Cooper y Traub (17) estudiaron el efecto de la vitamina
Bl sobre la germinacién del polen de dos especies del género Carica,
llegando a la conclusién de que a excepcién de una variedad la germina-
cién del polen de todas aumenté al afladir esta vitamina en estado cris-
talino y a concentraciones de 100 gamma/cc en comparacién con el testi-
g0, y sugieren que el principal efecto de la tiamina es acelerar la ger-
minacién, ya que el incremento fue mayor durante las dos primeras horas
de la siambra.

Cooper (13) encontré también que el 4cido ascérbico al igual que
la lactoflavina natural fueron altamente efectivos para la germinacién
del polen de papaya; que el &cido nicotinico, AIA e hidrocloratos de
aminoicidos eran ligeramente activos pero parece que la accién de es-
tas sustancias se debe al pH.

Addicott (1) probd el efecto de 3 sustancias en estado puro, con-
sideradas como factores de crecimiento sobre el porcentaje de germina-

cién y longitud del tubo en polen de Tropaeolum y Milla. En la primera
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especie citada sélo se incrementd la longitud del tubo por la adicién
de tiamina y o4 naftilacetamina. En la segunda especie se incrementé
el porcentaje de germinacién por &cido paraminobenzoico, inositol,
uracilo y acenafteno; la longitud del tubo fue incrementada por ribo-
flavina, 4cido paraminobenzoico, pantotenato de calecio, piridoxina,
ATA, tiamina, guanina, etc. BEn total solamente 16 sustancias mostraron
efectos benéficos. Por estos resultados el autor concluye que la ger—
minacién y crecimiento del tubo polfnico no son efectos relacionados,
sino que son estimulados independientemente en contraposicién a lo que
dicen O'Kelley (69) y Dublin (20), quienes encontraron correlacién en-
tre ambas caracterfsticas.

Loo y Hwan (50) afladiendo sulfato de manganeso, AIA y colchicina
al medio de cultivo que sirve de control en dosis que variaban de 10710

a 10~ en polen de Antirrhinun, Nicotiana, Thea, Allium, Brassica,

Triticum, Hordeum, Zea y Oriza encontraron que el efecto del sulfato de

manganeso y colchicina era mayor que el de AIA y éste a su vez (en con-
centraciones de 10’5) fue superior al control tanto en la germinacién
como en la longitud del tubo polfnico. Las mejores concentraciones fue-
ron las mis altas en el caso del sulfato de manganeso y de colchicina,

y AIA en bajas; colchicina y sulfato de manganeso a bajas concentracio-
nes fueron iguales.,

Segin Eigsti (23) los efectos fisiolégicos de la colchicina sobre
el polen son alargamiento del tubo polfnico; incremento en el ancho de
la pared del mismo; disminucién del porcentaje de tubos reventados, y
formacién de ramas en éstos.

Otras sustancias no relacionadas con las descritas anteriormente

también han sido ensayadas con el mismo objeto; asi por ejemplo
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Tulecke (92) encontrd que el polen de Ginkgo biloba desarrollé mucho

mejor cuando se agregd al medio de cultivo leche de coco, jugo de to-
mate y extracto de levadura.

Como ya se dijo en la introduccién,no se ha utilizado ninguna de
estas sustancias en polen de cafeto y solamente se han hecho pruebas de
germminacién usando medios azucarados, solos o con agar.

Sybenga (88) cita a Von Faber, quien en 1912 encontré que la con=-
centracién éptima de sacarosa en solucibn, o gel agar era 208 y el
méximo 4O a 45%. No hubo diferencias significativas entre las especies;
~ la germinacién empezé después de 30 minutos; la glucosa se comporté al
igual que la sacarosa, mientras que la arabinosa y lactosa fueron infe-
riores, Otros campuestos, como sales, tuvieron poco efecto o fueron de-
letéreos. También cita que De Haan en 1923, encontré que el medio ger-
minativo mds adecuado era de 5 a 10% de azficar y 1.5% de gelatina en
agua, pero la germminacién y crecimiento del tubo polfnico fueron mucho
méds rédpidos en condiciones naturales.

Ferwerda (27) empleando la técnica de gota colgante en cdmaras
himedas 1legb a establecer que el mejor medio de cultivo para polen de

C. robusta, C. excelsa, e hibridos interespec{ficos de C. liberica x

C. arabica, C. arabica x C. robusta y C. excelsa x C. robusta, es 15% de

sacarosa en agua destilada. Cuando el polen de C. robusta y C. excelsa
estd fresco, germina del 70 al 85%, pero el de los hibridos no germina
tan rédpido, especialmente el de los cruces C. arabica x C. robusta y
C. liberica x C. arabica.

Krug (44) sin especificar el medio de cultivo que utilizé,indica
que en varias pruebas de germinacién encontré de 20 a 30% de viabilidad

en polen del octoploide C. arabica L. var., 'Bullata', a excepcién de una
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muestra que dio 64% y en el hexaploide de la misma variedad determiné
35% de germinacién, y en un solo caso ésta fue de 55%. En las mismas
condiciones el polen de C. arabica, normal, da 90% de germinacién.

Mis tarde Krug y Mendes (48) vuelven a citar que el porcentaje
normal de germinacién del C. arabica L. es de 90%, y que la germinacién

del polen del triploide, proveniente del cruce de C. arabica x C. cane-

phora demuestra que es estéril en una proporcién altisima.

Mendes (60) informa que el medio m4s adecuado para la germminacién
del polen de café es 10% de sacarosa y 0.5% de agar. En este medio ob-
tuvo 55% de germinacién del polen de C. canephora y 83% para C. arabica,
anotando que el crecimiento de los tubos polfnicos del primero es mis
lento que en el C. arabica.

Medina (53, 54) utilizd como medio bdsico de cultivo 0.5% de agar
y 15% de sacarosa e informa que con &l obtuvo 69% de germinacién con
polen de C. arabica L. var. 'Rugosa', porcentaje que segfin este autor
es normal para C. arabica. La determinacién la hizo después de 24 horas
de haber sembrado el polen en cdmaras himedas a temperatura ambiente
sobre una capa delgada de la solucién.

Dublin (19) encontré que el polen del café 'Nana' puede germinar
bien en una solucién de glucosa o sacarosa en concentraciones muy va-
riables, y que debido a una presién osmética particularmente baja, ger-
mina sin dificultad en agua pura. Sin embargo, el éptimo de germina-
cién se obtiene en solucién de glucosa al 5%. Con esta concentracién
obtuvo después de 4 horas de germinacién en cédmaras de Malassez, a tem-
peraturas de 25.62C, una longitud promedio de los tubos de 384.l1 micras
en comparacién con 282,5 micras y 330.6 micras obtenidas con concentra-

ciones de 5 y 10% de sacarosa respectivamente. En la glucosa al 10% la
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longitud promedio baja a 228.2 micras, pero en 2.5% da un tamafio igual
a 308.6 micras,

En la germinacién de polen de café 'Excelsa' el mismo Dublin (20)
enpleando la técnica de gota colgante y utilizando concentraciones va=-
riables de sacarosa y glucosa, encontrd que los granos germinan f4cil=-
mente en los diferentes medios azucarados, y en agua pura obtuvo hasta
60Z de germinacién. E1 porcentaje m4s alto logrado se obtuvo con 10%
de sacarosa.

Medina y Conagin (56) emplearon para la determinacién de la germi-
nacién del polen de C. canephora 10% de sacarosa y 0.5% de agar.

Devreux y otros (18) informan haber obtenido 90% de germinacién con
polen de C. canephora en soluciones de sacarosa a 1% sin adicién de agar,
debido a que las concentraciones dadas por Ferwerda (27) y Mendes (61)

ellos no obtuvieron buenos resultados.

Conservacién de Polen

El polen mantenido a temperatura y humedad ambiente generalmente
pierde su viabilidad en poco tiempo; sin embargo, controlando estos dos
factores es posible prolongar la vida de aquél por un perfodo m4s o me-
nos largo, dependiendo esta duracién de la naturaleza misma del polen,
la cual varia de especie a especie, por lo tanto el 8ptimo de tempera-
tura y hunedad necesarias para la conservacién de un tipo de polen de-
terminado es variable.

La importancia de mantener polen vivo es fundamental ya que permi-
tird la creacién de bancos de polen, donde el mejorador tendrd material
suficiente para efectuar cruzamientos entre plantas que crecen en luga-
res distantes, florecen en épocas diferentes, y le permitird también re-

petir algunos cruzamientos en floraciones sucesivas, Uno de los aspectos
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de gran interés en polinizaciones realizadas con polen conservado, es
que se sugiere que con éste se pueden lograr mayor n@mero de mutacio-
nes, punto de vista sostenido por Cartledje, Murray y Blakeslee, cita-
dos por Nebel (63), quienes dicen que la proporcién de mutacién normal
se incrementa al aumentar el tiempo de almacenamiento del polen.

La conservacién de polen ha sido practicada por el hambre desde
hace mucho tiempo; es muy conocido el hecho de que el polen mantenido
en la misma panoja masculina de datilero era objeto de comercio siglos
antes de Cristo, y que las inflorescencias masculinas eran conservadas
en grutas naturales para polinizar en floraciones siguientes.

Knowlton (41) logré mantener polen de Antirrhinun a bajas tempera-—
turas: 0 a -172C por wn perfodo no mayor de 161 dfas y polen de maiz 70
a 80 horas manteniendo la temperatura entre 5 y 102C y a humedades rela-
tivas de 50 a 80%. En cambio Sartoris (78) informa que el polen de esta
Gltima especie y de cafia de azlcar, se conserva vivo por 10 dfas a 402C
y a humedades de 90 a 100%.

Estudios sobre conservacién de polen de plantas ornamentales han
sido llevados a cabo por Pfeifer (72, 73, 74). Segin esta autora el
polen de Lilium puede conservarse por 7 meses y el de Amaryllis por 5 a
102C y a 35, 50 y 60% de humedad controlada por soluciones de 4cido sul-
flrico, lo mismo que en cépsulas de gelatina a =5 y -112C para la prime-
ra y segunda especies respectivamente, Estudios més extensivos utilizan
do otras sustancias reguladoras de humedad como cloruro de magnesio y
cloruro de potasio, permitieron mantener vivo al polen de diferentes es-
pecies de Lilium la mayor parte del affo (10 a 11 meses), y por un tiempo
mds largo en condiciones de 5 y -52C en cdpsulas al vacfo. La viabili-

dad del polen de Gladiolus puede ser prolongada de 8 a 10 semanas
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almacenéndolo en la humedad a 102C, y en humedades controladas por so-
luciones saturadas de carbonato de potasio o a 50%¢ de humedad condicio—-
nada por soluciones de 4cido sulf\irico.

Harrison (33) conservé polen de algodonero, colectado antes de
la antesis o inmediatamente después de la apertura de las flores, du-
rante 4 dias en refrigeradora comfn.

El polen de papaya almacenado a 12C de temperatura y a humedades
relativas de 10% mantiene su viabilidad por 5 meses, Traub y O'Rork (90).
Crawford (16) conservé polen de datilero con éxito por un afio a

temperaturas de 8<¢F.

Duffield y Snow (22) almacenaron polen de pino rojo y blanco por
wn afio a temperaturas de O a 42C y 50% de humedad relativa, época des-
pués de la cual todavia se obtuvo 80% de germinacibn.

El polen de vid, segin Nebel y Ruttle (64), puede ser conservado
por un perfodo mayor de 2 afios en temperaturas de 2 a 82C y 504 de
hunedad relativa condicionada por una solucién de 4cido sulfirico y
mantenido en la oscuridad. Sin embargo, Olmo (70) logré conservarlo
por 4 afios a temperaturas de -122C y 28% de humedad condicionada tam-
bién por 4cido sulfiirico.

Experimentos de conservacién realizados por Schroeder (80) han
demostrado que el polen de aguacate retiene su viabilidad por un perio-
do limitado. Polen de 2 variedades mantenido en un desecador con cloru-
ro de calcio a LOSF germinaron bien in vivo, una después de 32 dias y la
otra después de 89. EL polen de una tercera variedad germiné después
de 153 dias de haber sido conservado a 59¢F,

Fernholz y Hines (26) almacenaron polen de tung en sus propias an-

teras o almacenando flores completas (pertenecientes a flores en 3
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etapas de desarrollo: botén, madura y caidas) a 52C de temperatura y a
humedades de 10, 40, 65, 90, 95 y 100%. El polen de los botones flora-
les tuvo el porcentaje mds alto de germinacién y se conservé por més de
20 dfas, en cambio el polen de las flores abiertas y cafdas al suelo
dieron porcentajes de germminacién bajfsimos y murieron completamente
antes de las 2 semanas de almacenamiento.

Stone y otros (87) informaron que el polen de 5 especies de
Pistacia se conserva mejor a -12C y 21.5% de humedad.

Pfeifer (75) encontré que el polen de Cinchona puede conservarse
aproximadamente por un afio a 102C y a humedades relativas de 35 a 50%
proporcionadas por soluciones de cloruro de magnesio, cloruro de calcio
y 4cido sulfdrico.

Conservando polen de Hemerocallis en refrigeradora (32C) sobre clo-

ruro de zinc en frasco cerrado, Johnson y Griffiths (36) obtuvieron
76.6% de germinacién después de 32 dfas y polinizaciones hechas después
de 3 meses demuestran que éste est4 todavia vivo.

McGuirre (52) almacené polen de tomate a O, 10 y 202C sobre cloru-
ro de calcio en frascos herméticamente cerrados y encontrd que después
de 366 dias el polen conservado a 02C todavia produce frutos, pero con-
cluye diciendo que el limite prédctico para producir semillas viables
con polen almacenado en estas condiciones parece ser 6 meses.

Soost y Cameron (85) encontraron que el perfodo miximo de conser=-
vacién de polen de naranjo trifoliado era 61 dfas a temperaturas de
42C sobre cloruro de calcio, pero dicen que solamente se obtienen se-
millas viables con polen conservado por no m4s de 36 dfas,

Resnik (77) almacené polen de Shamouti, Poncirus trifoliata y

Temple en condiciones diferentes de temperatura y también combinando la
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temperatura con medio ambiente de CO,, encontrando que el polen de

P. trifoliata conserva m4s tiempo su viabilidad a -52C (mfs de 4 sema-

nas); el CO, a esta misma temperatura tiene una influencia negativa so-
bre el polen de Temple y para el polen de Shamouti son favorables alta

concentracién de CO, y baja temperatura. Comparando la regulacién de la

2
hunedad utilizando polen de Fortunella el autor llega a la conclusidn
de que el 4cido sulftrico es inaceptable para estos propésitos porque
forma anhidridos que ocasionan efectos letales. Sobre cloruro de cal=-
cio y a -62C el polen de Fortunella permanece viable 10 semanas,

Entre los experimentos llevados a cabo con el objeto de conservar
polen de frutales deciduos podemos citar a King y Hesse (40), quienes
encontraron que la humedad relativa promedio m4s favorable era 25% y
36°F de temperatura; en estas condiciones lograron mantener vivo polen
de membrillero, damasco, abridor y ciruelo por més de 550 dfas. En
cambio, Nebel y Ruttle (64) encontraron que la humedad relativa més
adecuada era 50% en las temperaturas ensayadas (2 a 82C); en estas con-
diciones pudieron mantener polen de peral, manzano, ciruelo, duraznero
y cerezo por mis de 2 afios. En otra publicacién posterior Nebel (63)
empleando esta misma humedad y temperaturas dice que el polen de manza-
no puede vivir mis de 4 afios y dar semillas viables, el de peral da se-
millas normales después de 3 afios, el de un ciruelo hexaploide se con=-
servé tan bien como los de peral y manzano al finalizar el tercer afio
de almacenamiento, el de cereza sobrevive hasta 5% afios y fertiliza
bien hasta los 4 afios, pero el de albaricoque mostré una notable dege-
neracién después de 2 aflos. El autor cree que dentro de lfmites razo-
nables el incremento del vigor o robustez de los poliploides permite

aumentar la longevidad del polen, de allf que el polen de manzano y
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peral n = 17, ciruelo n = 24 y cerezo agrio n = 16 se conserva mejor
que el polen de duraznero y albaricoque que apenas tuvieron n = 8,

Bullock y Overley (8) probaron el efecto de 37 sustancias diferen-
tes como diluyentes del polen en relacién con el mantenimiento de su
viabilidad, siendo las m4s promisoras leche descremada en polvo sin gra-
sa, albimina de huevo y licopodium, las cuales conservan la viabilidad
del polen de cerezo y manzano por mds de 7 meses con el mismo porcenta-
je de gemminacidn; estos diluyentes se mezclaron bien en proporcién de
75 y 25% de polen, y se almacenaron en frascos pequefios. Griggs y
otros (32) almacenaron polen de diferentes variedades de Pyrus, Prunus
y Olea en refrigeradora com@n, obteniendo buenos porcentajes de germi-
nacién en algunas especies por mé&s de un aflo y en otras hasta casi 3
afios,

Segfin Brewbaker (6) la dehiscencia de los granos de polen ocurre
cuando éstos estdn en la etapa binucleada o trinucleada. En el primer
caso los granos germinan rdpidamente en el medio de cultivo, mientras
que en el segundo son m4s diffciles de crecer in vitro; ademds dice
que el polen binucleado se conserva ficilmente a menudo por muchos afios
mientras que los trinucleados raramente viven no mis de una semana.

las primeras experiencias llevadas a cabo para conservar polen de
cafeto fueron realizadas posiblenemte’por Von Faber en 1912, citado por
Sybenga (88). Este investigador pudo guardar polen en condiciones de
germinacién por unos cuantos dfas en humedades relativas de 90%, pero
con humedad m&s baja condicionada por &cido sulflirico el polen de
C. arabica y C. canephora pudo ser conservado por 10 dfas y el de
C. liberica por 8.

Arisz y Schweizer, citados por Ferwerda (28) lograron conservar
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polen por un perfodo de 4 semanas sobre pentéxido de fésforo con el ob-
jeto de efectuar cruces entre 'Robusta' y 'Arabica', cuando la floracién
no ocurrié al mismo tiempo.

Liebenberg, citado por Devreux y otros (18), informé que el poder
germinativo del polen de C. canephora puede mantenerse 4 dfas en condi-
ciones naturales y persiste después de 7 dfas de conservacién en dese-
cador.,

Hille Ris Lambers, citado por Devreux y otros (18), conservé polen
de esta misma especie sobre cal viva removiendo el polen de tiempo en
tiempo para evitar las fermentaciones y la humedad. El estimé que as{
se puede mantener el poder germinativo del polen por 3 6 4 semanas,

Ferwerda (27) informa que el polen de café 'Robusta', 'Excelsa!'

e hibridos interespecfficos mantenido en aire seco sin ninguna precau=-
cién germina bien después de 2 6 3 dfas y puede mantenerse vivo hasta
una semana pero no germina después de 10 dfas. Pero conservado en un
desecador usando cal viva el poder germinativo y de fertilizacién se
mantiene atn después de un mes y mis.

Mayne, citado por Coste (14), informé que el polen pudo ser guar-
dado por 4 dfas bajo condiciones secas.

Mendes (60) informé que la conservacién del polen era mejor a 02C
¥ 108 de humedad relativa, lograda con &cido sulffirico. En estas condi-
ciones logré conservar polen por 45 dfas con 10¥ de germinacién pero
concluye diciendo que como 10% de poder germinativo es muy bajo, puede
decirse que el polen en esas condiciones no dura m4s de 6 dfas,

Dublin (19) conservd polen en tubos pequefios taponados con algodén,
empleando como medio desecador 4cido sulfdrico, actigel, cloruro de cal-

cio y cloruro de magnesio en soluciones saturadas y a dos temperaturas:
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ambiente 25.62C y en refrigeracién O a 52C, informando que la mejor con-
servacién se logré con cloruro de magnesio en atmésfera refrigerada. En
estas condiciones logré conservar polen de café 'Nana' durante 9 meses
con 54% de germinacién.

Posteriormente Dublin (20) indica que el polen de 'Excelsa' pierde
todo su poder geminativo a los 2 dfas siguientes a la antesis si se le
conserva en laboratorio sin precauciones especiales. Por el contrario,
en atmésfera refrigerada a 02C y en presencia de un desecante tal camo
cloruro de calcio o sflica gel, el poder gemminativo se puede mantener
sobre 50% por espacio de 3 meses y termina diciendo que con cloruro de
magnesio y en refrigeracién se podrfa mantener todavia m4s la duracién
del poder germinativo.

Medina y Conagin Mendes (56) conservaron polen de C. dewevrei en
cajas de petri que contenfan cloruro de calcio, colocadas en refrige=-
racién a temperaturas de 3 a 58C., Determinaciones hechas cada 7 dlas
mostraron que a los 42 y 49 dfas solsmente hubo vestigios de germina-
cibn, y puede decirse que el polen de esta especie tiene una longevidad
muy corta, puesto que después de los 7 dias la germinacién fue insigni-
ficante (3.56%) mientras que con polen fresco se obtuvo 24.97%.

Devreux y otros (18) encontraron que con silica gel la deshidrata-
cién es insuficiente (45% de humedad es el mfnimo obtenido) para el po-
len de C. canephora. A bajas temperaturas (62C) el poder germminativo
decrecié rédpidamente. El mejor método para retener la viabilidad es la
conservacién en desecador sobre cloruro de calcio anhidro y a temperatu=—
ra ordinaria (mfs o menos 252C), BEn estas condiciones se puede mantener
el poder geminativo del polen 30 dfas, después de este perfodo la germi-

nacién decrece rédpidamente a 20% en pocos dfas.
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3. Los procesos de polinizacién en C. arabica L.

Ervin Bawer clasificé a las plantas de acuerdo a su biologfa floral
en 4 grupos, El café ardbico caerfa dentro de la agrupacién de plantas
autégamas, debido a que es una planta prevalentemente autofértil, al

contrario de lo que sucede con las especies C. canephora y C. liberica

que son altamente autoinfértiles, las que se clasificarfan dentro del
grupo de plantas alégamas que no toleran la autofecundacién.

‘En 1928 Zimmerman, citado por Krug y Carvalho (46) publicé una
informacién general considerando la biologfa floral en café. Mis tar-
de Taschdjian, citado por Krug y Carvalho (46) y Sybenga (88), encon-
tré que en el C. arabica no habfa fecundacién en el botén floral cerra=
do, que encerrando botones en bolsas de papel se obtiene una produccidn
de frutos razonablemente buena y que los insectos y el viento son agen-
tes que contribuyen a promover la fertilizacién. Ademds, fue el primer
investigador que utilizé un marcador genético para detemminar el grado
de polinizacién cruzada en C. arabica; con este propdsito usé el recesi-
vo 'Purpurascens! obteniendo de 3\9_a/93§ de polinizacién cruzada natu-
- ral, lo que lo indujo a decir que esta especie es sumamente aldgama a
pesar de ser autofértil.

Krug (43) confirmé algunos de los puntos de vista de Taschdjian
pero en otros estuvo completamente en desacuerdo. Segin Krug (43) la
autopolinizacién en C. arabica es normal debido a la morfologfa misma
de la flor, ademfs observd que los botones florales generalmente abren
muy temprano en la mafiana en los dfas con sol y que el polen cae des-
pués, siendo el estigma receptible en el momento de la apertura de las
.mismas, en cambio cuando los dfas son nublados los botones no abren pero

la dehiscencia del polen ocurre normalmente sin estar influenciada por
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las condiciones exteriores del medio ambiente. Eace mencién también de
que las flores son visitadas por abejas silvestres, avispas y mariposas,
que el polen puede ser llevado por el viento o caer por grevedad de las
flores de las ramas superiores a las de niveles inferiores.

Estos hechos hacen suponer que a pesar de la autogamia tfpica del
C. arabica existen cruzamientos, motivo por el cual posteriormente se
llevaron a cabo trabajos para detemminar el grado de polinizacién cruza-
da.

Stoffels (86) en Africa hizo experimentos con el propésito de obser-
var el porcentaje de autopolinizacién y cruzamiento en el C. arabica.
Para investigar si efectivamente habfa autopolinizacién antes de la a-
pertura de las flores castrd 1388 botones, los cuales protegié con
bolsas de muselina no parafinada obteniendo 8.7% de fructificacién y de
otros 1314 botones castrados protegidos con muselina parafinada obtuvo
10.7% de frutos; ambos porcentajes son m&s o menos iguales. Creyendo
que tal vez el resultado obtenido se debia a una polinizacién posterior
a la antesis repitié estos ensayos: emasculé 672 botones cubriéndolos
con muselina parafinada, teniendo cuidado de evitar la existencia o en-
trada de los insectos dentro de las ramas cubiertas, por lo cual espol=-
voreé piretro antes de la castracién, y en el punto de unién de la rama
con la bolsa colocd una tela aislante; a los 5 dfas cortd 402 pistilos
dejando solamente 270 enteros. Los resultados obtenidos fueron conclu-
yentes: de los 672 botones castrados 61 habfan sido fecundados antes de
la apertura, o sea que la autofecundacién de C. arabica previa a la an-
tesis es 9%, cifra muy similar a la que encontré en los primeros experi-
mentos; ademis, observé centenares de estambres antes de la eclosién y

encontré algunos granos de polen sobre éstos. Estos estudios demuestran
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en forma m4s concluyente lo que aseguraba Krug (43). Stoffelg\ (86)
demostrd también que el transporte del polen por el viento es de poca
importancia, pues no alcanza mds all4 de los 5 metros y concluye dicien-
do que la fecundacién cruzada en C. arabica tiene poca oportunidad de
producirse, la mayorfa del polen cae de las flores superiores a las in-
feriores en un mismo 4rbol. (/'I.Tos grenos de polen llevados por el viento
caen bruscamente y por lo tax:t_c; la fecundacién cruzada es mayor en las
flores de la parte inferior que en las de la parte superior;) las abejas
interﬁmm poco en la fecundacién, se ven pocas en un cafeto en flora=-
cién y visitan generalmente flores de una misma rama, regresando después
de visitar una decena de flores. Adem4s para que puedan efectuar cruza-
miento tendrfan que encontrar flores recién abiertas y no fecundadas,

lo cual es poco probable; las hormigas tampoco porque ellas se pasean
solamente por el mismo 4rbol.

Los porcentajes de autopolinizacién encontrados por Krug (43) en-
cerrando botones antes de la apertura con bolsas de papel craft fue
80%, en cambio Stoffels (86) cubriéndolos con muselina parafinada obtu-
vo 59.4%.

Krug (45) y Krug y Costa (47) llegaron a determinar de 40 a 50% de
cruzamiento natural y ello lo atribuyen a la accién de los insectos,
viento y gravedad; en estas determinaciones emplearon también el marca-
dor !'Purpurascens!.

~Vicente (95) informé que en 1927 se hizo el siguiente experimento:\\
se cogieron 6 ramas de una sola planta, las cuales se cubrieron con mu=-
selina fina y se dej6é una de testigo sin cubrir, obteniéndose la mayor
fructificacién en el testigo, lo que hace suponer que los insectos de-

sempefian un rol importante en la polinizacién de C. arabica, puesto que
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las ramas cubiertas siempre quedaron scmetidas a la accién del viento.
Con relacién a esto dice Sybenga (88): "Las condiciones experimentales
no permiten establecer una conclusién".

Carvalho y Krug (10) utilizando el mutante 'Cera'! como marcador \\‘
(endosperma amarillo en el cual se presenta el fenémeno de xenia cuando \
es polinizado por un cafeto de endosperma verde normal) llegaron a de-
terminar después de 3 afios de estudio que la fecundacién cruzada natural
es de 7.3 a 9% y concluyen diciendo que la influencia del viento e in-
sectos es pricticamente igual, siendo menor y més variable el efecto de
la gravedad en dichos cruzamientos,

Krug y Carvalho (46) aseguran que el C, arabica es predominantemen-
te autégamo, basdndose en los porcentajes de cruzamiento obtenidos an=-
teriormmente, y que las diferencias obtenidas con el marcador !'Purpuras-
cens' se deben mis que todo a la forma en que se determiné. As{ en el
caso del 'Purpurascens!', se hizo en base al nfmero de pldntulas hfbri-
das obtenidas en almécigo, y en el caso del 'Cera' por el conteo de se-
milla hfbrida verde. Por lo tanto, este @ltimo método es més seguro y
concluyen diciendo que las flores de 'Purpurascens! son rosadas en lugar
de blancas y menos abundantes que las de plantas de variedades comercia-
les como 'Cera'; estos hechos y tal vez las diferencias en la cantidad
de polen producido podrfan explicar la desigualdad en los porcentajes
encontrados.

Elgueta (24) en Turrialba encontré que la autofecundacién en
C. arabica se lleva a cabo libremente, ya que encerrando 10 ramas flo-
rales y dejando otras tantas de testigo (libre polinizacién) obtuvo
24,06Z y 36,08% de fructificacién, datos que segfn &1 estadisticamente

no son diferentes. Con el objeto de detemminar la dehiscencia de las



-3 -

anteras y cafda del polen antes de la apertura de la flor, corté el
estigma de 695 botones florales sin abrir, obteniendo 95 frutos (13.7%
de fructificacién) y concluye que estos datos estarfan de acuerdo con
lo encontrado por Krug en el sentido de que la cafda del polen se pro=-
duce antes de 1la apertura de la flor, lo mismo que con lo encontrado
por Stoffels (86).

Nogueira, Carvalho y Antunes Filho (66) haciendo estudios del efec-
to de las abejas en la polinizacién del café !'Bourbon! observaron que el
rol de los insectos en promover la polinizacién e incrementar el rendi-
miento parece ser de importancia secundaria en esta variedad. la espe-
cie que m4s frecuenté las flores de café fue la Apis mellifera la cual
entra en contacto con anteras y estigmas debido a su tamafio relativa-
mente grande pero en dfas lluviosos &stas apenas colectan néctar y po-
len. Observaciones adicionales mostraron que las abejas silvestres
asf como el A. mellifera dan preferencia a las flores de C. dewevrei
que son mayores que las de 'Bourbon! y tienen m&s perfume.

Le6n en 1954, citado por Sybenga (88), haciendo estudios de biolo-
gfa floral concluy$ que el C. arabica tieme 3 tipos de flores: (a) nor-
males, con yemas de 17 a 22 mm, de largo antes de la antesis y de color
blanco puro, las cuales abren temprano por la mafiana logrando su comple-
to desarrollo entre las 7 y 11 A.M.; en ellas la cafda del polen comien-
za en Turrialba a la 1 AJM.; a las 3 A.M. 18 a 27% de las flores tienen
polen abundante, y a las 7 A.M. muestran antesis el 928. (b) Flores
"estrellas", verdes y estériles; y (c) aquéllas constitufdas por yemas
de menos de 16 mm. en el momento de la antesis, las cuales tienden a
abrirse en la tarde exponiendo un estigma bifurcado. En éstas el polen

no se desprende sino hasta la mafiana siguiente, y es una flor que
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presenta todos los tipos intermediarios entre las normales y las verdes
estériles,

Estudios sobre la polinizacién de C. canephora y C. dewevrei han
denostrado que en estas especies la polinizacién se lleva a cabo més
que todo por el viento e insectos, debido a que son autoincompatibles
(Ferwerda 28, Mendes 61, Devreux y otros 18, Dublin 21, Medina y

Conagin Mendes 56).
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MATERIALES Y METODOS

1. Determinacién de las caracterfsticas generales del polen

Forma y tipo de polen

Para determinar las caracter{sticas generales del grano de polen
se utilizé material del cultivar !'Typica'! de C. arabica L.

El polen fue tratado siguiendo la técnica recomendada por Woodehouse
(96) a base de gelatina con glicerina y verde de metilo, y la de Erdtman
(25) con aldehido acético y 4cido sulffirico concentrado, También se
probaron diversos colorantes como safranina, verde rdpido, aceto carmin
¥ azul de algodén en lactofenol, unas veces individﬁalmente y otras si-
guiendo la técnica recomendada por Johansen (35). Los mejores resulta-
dos se obtuvieron empleando los procedimientos dados por Erdtman. Los
de Woodehouse en cambio; no permitieron establecer con precisién las
esculturas del grano puesto que el verde de metilo colorea sin dejar
visibles los detalles pequefios. Entre los colorantes el que mejor re-
sulté fue el azul de algodén en lactofenol. EL método propuesto por
Johansen tampoco sirvié para estos propdsitos.

Para detemminar el tipo de punteadura de la exina se hicieron pre-
paraciones con parafina siguiendo el método N2 IV de Sass (79), con al-
gunas modificaciones en lo que se refiere al tiempo y concentracién de
la safranina, que en estos casos se redujo a un perfodo de 30 minutos y
a 0.5% de concentracién; ademfs, se utilizé la serie de butanol en lu-
gar de la de etanol. éiguiendo el mismo procedimiento indicado por es-
te autor, el grano se colorea tanto que no se puede ver ningin detalle
en particular y es diffcil de decolorar; por eso se cree que el método
modificado de Sass, citado anteriormente, es el m4s adecuado para este

tipo de estudio,a pesar de que el verde rdpido no llegé a colorear la
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intina como se esperaba.

Los cortes se hicieron graduando el micrétomo a 6 micras. Las
observaciones se efectuaron con la ayuda de un microscopio de contraste
de fases, lo mismo que las fotograffas tomadas al aumento de 10 x 100.
También se hicieron algunos estudios con la ayuda de un binocular tipo
Zeis al mismo aumento.

Las observaciones microscédpicas directas se hicieron en polen cen-
trifugado, con binocular de tipo Zeis, siguiendo el método de andlisis

L.0. (Erdtman 25).

Tamafio

El 2 de febrero de 1961, dfa en que se inicié una de las grandes
floraciones en cafeto en Turrialba, se colectaron las flores que hablan
abierto por la mafiana, en pequefias bolsas de papel craft. Las muestras
se tomaron de diferentes partes de plantas representativas de las di-
versas introducciones de cafeto hechas por el I.I.C.A., que se encuen-
tran en la coleccién de especies y variedades.

En el laboratorio se procedié a preparar los portaobjetos de cada
muestra, colocando primero en cada portaobjeto una gota lo suficiente-
mente grande de azul de algodén en lactofenol, preparado segin la fér-
mula de Fowell (31). Luego se cogieron 5 flores al azar de cada una de
las cuales se extrajo una antera y se las pasaba rdpidamente sobre la
gota de colorante. Una vez pasada la dltima antera, se cubria con un
cubreobjeto quedando la muestra de esta manera lista para estudiarse
en dfas posteriores. Este colorante colorea nitidamente al polen, fa-
cilitando asi su medicién.

La mayoria de las muestras se tomaron de la especie C. arabica L.

¥ en menor nimero de otras especies de cafeto e hibridos intervarietales
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e interespecificos, m4s que todo para fines comparativos. A C. arabica
corresponden 79 muestras; a C. canephora 4; a C. eugenioides 3; a C.
liberica 2; a C. racemosa 1; a C. salvatrix 1; a hibridos intervarieta-
les 9 y a hibridos interespecificos 14.

Se midieron al azar 50 granos de polen de cada muestra, contando
solamente los que calan dentro de la escala micrométrica al mover el
portaobjetos en un solo sentido, de derecha a izquierda, de adelante
hacia atrds, y viceversa. Sin embargo, en el caso de algunos hibridos
interespecificos se midieron 100 granos y en 2 muestras un nfmero menor
de 50 debido a la falta de polen en las muestras preparadas. El micros-
copio utilizado para estas mediciones fue el mismo binocular descrito
anteriormente, el cual fue calibrado al aumento de 10 x 43. Estas me-
diciones se realizaron en el transcurso de una semana tomando @nicamente
el eje polar de cada grano; luego se hizo la transformacién a micras,
se sacaron los promedios de cada 'muestra y se consideraron los rangos
entre los cuales variaba el tamafio de los granos; también se calculé el
error estandar de los items (9) o desviacién estandar como le llaman
otros autores y el coeficiente de variabilidad de cada una de las mues-

tras.

2. Pruebas de germinacién del polen

Para este fin se utilizé Gnicamente un lote del cultivar 'Typica!
y se colectaron las flores el primer dia de la florescencia, en las pri-
meras horas de la mafiana.
Se ensayaron las siguientes sustancias:
Agar en concentraciones de O a 3%
Sacarosa en concentraciones de 5 a 30%

Acido bérico en concentraciones de 10 a 200 ppm
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Acido giberélico en concentraciones de 31.25 a 500 ppm
Acido naftaleno acético en concentraciones de 25 a 400 ppm
Estigmas y anteras afladidas al medio de cultivo.

En las pruebas de ensayo para determinar las mejores concentracio-
nes de agar y sacarosa se utilizaron dosis que variaron de 0.083 a 3%
para el agar y de 5 a 30% para la sacarosa. Se midié el porcentaje de
germinacién, pero se dio especial importancia a la longitud de los tu-
bos polinicos. El polen empleado en estos experimentos procedié de di-
versas flores, de ahl que no se daréd mucha importancia a los anélisis
de variancia de éstos por la amplia variacién que pudo haber debido a
que el polen tenia origenes diferentes.

Detemminadas las dos concentraciones de sacarosa mds adecuadas se
realizé un experimento manteniéndolas constantes variando fmicamente el
agar: 0, 0.2, 0.5, 1.0, 1.5 y 2%; no se siguieron usando las dosis de
2.5 y 3% porque habfan mostrado una germinacién muy pobre en las dos
primeras pruebas de tanteo.

Posteriormente se llevaron a cabo los ensayos con 4cido bérico,
4cido giberélico y 4cido naftaleno acético, que han dado resultados
satisfactorios aumentando el porcentaje de germinacién y crecimiento
del tubo polfnico sobre polen de otras especies. Se ensayé también el
efecto de estigmas macerados y anteras sobre la gemminacién y creci-
miento de tubos. Todos estos experimentos tuvieron como control el me-
dio mi&s adecuado de sacarosa y agar ya determinado en el ensayo anterior.

El 4cido bérico se probd ensayando primero dosis de 50, 100, 150 y
200 ppn y posteriormente empleando 10, 20, 30, 40 y 50 ppm. En rela-
cién con estas pruebas se hicieron ensayos de gemminacién utilizando

polen de un experimento donde se prueba el efecto de ciertos fertilizantes
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con y sin adicién de 4cido bérico, localizado en Heredia.

El 4cido giberélico se ensayd en dosis de 31.25, 62.5, 125, 250 y
500 pmm, dosis similares a las empleadas por Chandler (11). El periodo
de germinacién en estos dos experimentos fue de 3 horas porque se espe-
raba un rdpido crecimiento de los tubos polfnicos.

El efecto del 4cido naftaleno acético se probd en dosis de 25, 50,
100, 200, 300 y 40O ppm.

Los ensayos de germinacién usando estigmas macerados afiadidos al
medio de cultivo también se hicieron con el objeto de observar si exis-
tia o no polaridad (quimiotropismo) de los tubos hacia los estigmas,
tal camo se ha informado en otras especies (7, 49, 50).

Las anteras se probaron debido a que Varas (camunicacién personal)
en» sus primeros estudios con polen de cacao dejaba camo referencia en
el medio de cultivo la antera de la cual procedia el polen sembrado y
noté cierto grado de inhibicién en la gemminacién. Por @ltimo para con-
firmmar estas observaciones se hizo un ensayo camparativo con medios ger-
minativos con y sin medias anteras.

Todos los experimentos de germinacién se llevaron a cabo utilizando
la siguiente técnica: se prepararon los portaobjetos delimitando un 4rea
en el centro del mismo con bordes de parafina, igual al de un cubreobje-
to. En ella se colocaron 3 gotas de cada medio por ensayarse, logrando
de esta manera que el sustrato geminativo forme una superficie delgada
¥ suficientemente plana donde se puedan determinar con facilidad los
granos germinados y tubos polinicos. El polen se colocd cogiendo con
una pinza 1 a 1 dos anteras y pasdndolas répidamente por sobre la su-
perficie lisa del medio; asi se logra distribuir adecuadamente el polen.

Los portaobjetos con el polen ya sembrado se colocaron en cémaras
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htmedas de germinacién, las cuales fueron preparadas en esta forma:

en el fondo de ellas se puso una toalla de papel bien humedecida y so-
bre ésta se colocaron paralelamente 4 varillas en sentido horizontal,
fijas a los extremos de la cémara. Sobre estas varillas se pusieron los
portaobjetos distribuldos en 2 hileras separadas. En la parte inferior
de la tapa también se colocd otra toalla de papel humedecida antes de
cerrar la cémara, con el objeto de mantener un porcentaje de humedad
relativamente alto dentro de las cdmaras y favorecer as{ la germinacién.

En todos los ensayos siguiendo el criterio de Olmo (70) y de
Pfeifer (75), se contaron camo germinados aquellos granos que presenta-
ban un tubo cuya longitud era 3 veces m4s grande que el didmetro polar
del grano; lo mismo se hizo en la determinacién de la longitud de los
tubos polinicos. Sin embargo, en los ensayos de tanteo y en el caso de
ANA se contaron como germinados los que mostraban un pequefio mamelén;
en los primeros se hizo esto porque en algunas concentraciones de azficar
y agar ensayadas el polen no germiné convenientemente y por la misma
razén en el caso del ANA.

Cada uno de los ensayos realizados fue planeado adoptando el dise-
fio de bloques al azar constituyendo cada portaobjeto una repeticién de
cada tratamiento, y el polen de dos flores de una misma axila constitufa
cada bloque. La mayorfa de los experimentos constaron de 5 repeticio-
nes. Por lo tanto, en cada uno se utilizé el polen de 10 flores. £&n
el Gltimo experimento (efecto de media antera) cada tratamiento consté
de 8 observaciones. Este disefio se adopté con el objeto de controlar
las variaciones que pudieran haber en el polen proveniente de diversas
flores,

A excepcién de las pruebas con 4cido bérico y 4cido giberélico y
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otras en 1las cuales se prolongé el perfodo de germinacién por un tiempo
mis largo en la mayorfa de los casos la germinacién se detuvo después de
4 horas de haber sido sembrado el polen, afiadiendo a cada portaobjeto 2
gotas de azul de algodén en lactofenol, el cual ademds favorece el con=-
teo de los granos germinados y la medicién de tubos ya que colorea en
tal forma que da una nitidez notable e impide el desarrollo de hongos
que interferirfan estos estudios y cuya presencia es comfn en este ti-
po de trabajo.

El porcentaje de germinacién se determiné contando alrededor de
100 granos por portaobjeto, enfocando al azar y considerando a todos los
que aparecfan en el campo microscdpico. Cuando habfa mucho agrupamien-
to se movia en cualquier direccién dicho portaobjeto a fin de evitar
ciertos errores en las contadas, y en las determinaciones de las longi-
tudes de tubos, ya que Brink (7), Addicott (1), Smith (84), Ariyasu (2)
¥y otros, encontraron mayor incremento en la longitud de los tubos cuan-
do éstos estaban formando grupos.

Ia longitud de los tubos se deteminé midiendo al azar 25 en cada
portaobjeto. Para determinar estas dos caracteristicas se utilizé el
mismo binocular empleado en los estudios anteriores, a aumentos de 10
X 10, en cuyo caso cada divisién de la escala micramétrica es igual a
7.6 micras.

Los anilisis de la variancia en el caso de porcentajes de germina-
cién se hicieron convirtiendo estos valores a grados, utilizando para
este fin la table de Bliss (34), y para las longitudes de los tubos po-
1fnicos se hizo sacando el promedio de los 25 tubos medidos en cada pre-

paracién.
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Conservacién de Polen

Estos estudios se llevaron a cabo en desecadores conteniendo cloru-
ro de calcio, sflica gel y éxido de calcio. Se iniciaron el 18 de abril
de 1961 y se prolongaron por un periodo de 80 dfas, Las flores utiliza-
das pertenecian al cultivar 'Typica! y 'Bourbon!, y se colectaron el
primer dfa en que se inicié una de las floraciones. Cada una de éstas
se dividié en dos grupos: de uno de ellos se extrajo el polen con la a-
yuda de un pincelito y del otro se cortaron las anteras. El polen ex-
traido se colocéd en tubitos de vidrio de 2.2 cm. de didmetro y 2 am.
de altura, y las anteras en frascos pequefios de 3 cm. de didmetro y
6.5 cm. de altura. En cada desecador se pusieron 2 tubitos con polen
de !'Typica' y uno de 'Bourbon!, lo mismo que 2 frascos con anteras de
'Typica' y uno de 'Bourbon!.

Los desecadores se dejaron a la temperatura de laboratorio y ex-
puestos a luz perenne.

Cada 10 dias se hizo una prueba de germinacidn en 4 portaobjetos
para polen de 'Typica! y 2 para !'Bourbon!, utilizando como medio de cul=-
tivo 10% de sacarosa y 0.2% de agar con el objeto de determinar la via-
bilidad del polen. El tiempo de germinacién fue de 4 horas siguiendo
los mismos procedimientos usados en las pruebas anteriores. El porcen-
taje de granos germinados se deteminé contando alrededor de 100 granos
y &8 su vez se midieron 25 tubos por portaobjeto. Las curvas de ambas
caracterfsticas en cada variedad, se trazaron tomando el promedio gene-
ral obtenido de los 4 y 2 portaobjetos respectivamente, de acuerdo a la

variedad,
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3. Polinizaciones en C. arabica L.

Las emasculaciones de los botones florales se hicieron empleando
la siguiente técnica: con los dedos de la mano izquierda se tomaba ca-
da botén y con la ayuda de un bisturf se daba un corte ligero a la al-
tura del tubo de la corola. Luego se hacfia un ligero movimiento de tor-
cién para desprender la parte superior del botén, y suavemente se halaba
hacia arriba quedando finicamente el pistilo, ya que los estambres por
ser epipétalos salfan junto con la parte de la corola extrafda,

En esta forma se castraron mis de 25 botones en cada rama floral
con €l fin de que si algunos estigmas se malograban en el embolsado
hubiera oportunidad de dejar dnicamente 25 como se habia planeado.

Ias bolsas utilizadas en estos experimentos fueron de papel craft, las
cuales se ajustaron muy bien a las ramas para evitar la entrada de in-
sectos que pudieran interferir en la polinizacién.

Se hicieron 3 experimentos. El primero para determinar la mayor
receptibilidad en los botones de flores normales (Leén citado por
Sybenga, 88) y la influencia de los agentes portadores de polen en la
fertilizacién; con este propésito en 9 4rboles del cultivar !Bourbon!
se aplicaron 4 tratamientos: botones emasculados y dejados a libre po-
linizacién; botones emasculados y embolsados para determinar el nfimero
de polinizaciones posibles antes de la apertura de la flor; botones
emasculados embolsados y polinizados al siguiente dfa; y botones emas-
culados embolsados y polinizados al segundo y tercer dfa (doble poli-
nizacién). Cada tratamiento fue hecho en 25 flores.

El segundo se realizé con el objeto de probar si efectivamente co-
mo sugiere Leén (citado por Sybenga, 88) las flores que abren por la tar—
de se polinizan al segundo dfa, o lo hacen el mismo dfa o en dfas poste-

riores. Para este propésito se ensayaron 3 tratamientos de 25 flores
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cada uno, por repeticién: flores semiabiertas marcadas que sirvieron de
testigo; flores semiabiertas emasculadas y protegidas (embolsadas); flo-
res semiabiertas emasculadas, protegidas y polinizadas al tercer dia.
Este ensayo se efectué en 7 4rboles del cultivar 'Pacas', cada uno de
los cuales sirvié camo una repeticién del disefio planeado.

El tercer ensayo se efectué para determinar el grado de fertili-
zacién de polen irradiado, ya que por este método se trata de averiguar
si se induce o no heterosis (proyecto que se continuari m4s adelante);
en este caso se utilizé como progenitor femenino el mutante !'Cera! y co-
mo masculino el cultivar !'Typica', polen del cual fue irradiado con do-
sis de 400r, 800r y 1600r. El polen se prepard en la siguiente forma:
el dfa anterior a la apertura se colectaron en el campo ramas con boto-
nes florales que en el laboratorio se colocaron en vasos con agua. Al
dia siguiente las flores ya abiertas se pusieron en 4 bolsas pequefias
de papel craft, 3 de las cuales fueron sometidas a irradiacién en el
Campo Gamma del I.I.C.A. hasta recibir las dosis ya indicadas, y la res-
tante sirvié como control. Inmediatamente después se procedid a hacer
las polinizaciones en 7 4rboles que habfan sido sefialados y preparados
el dfa anterior, en cada uno de los cuales se aplicaron los 4 trata-
mientos.

Las polinizaciones se realizaron de la siguiente manera: se frota-
ba una antera sobre el estigma de la flor que iba a servir camo proge-
nitor femenino, repitiendo el mismo proceso, después del cual se proce-
dfa de nuevo a protegerlas por medio del embolsado. A los 8 dfas de
esta operacién se quitaron las bolsas.

Para fines de andlisis estos experimentos fueron disefiados en blo-
ques al azar; cada bloque estuvo constituldo por un 4rbol y cada trata-

miento se aplicé en las 25 flores de cada rama.
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RESULTADOS

1. Caracterfsticas generales del polen

Los granos de polen de C. arabica son esféricos suboblados, tricol-
pados. Esta dltima caracteristica no es permanente, pues se encuentran
numerosos granos bicolpados, y en raras ocasiones tetracolpados. Col-
pas largas (mds de tres cuartas partes del eje polar), angostos, agu-
dos en los extremos, hundidos. Poros ecuatoriales, grandes, cuyo
diémetro va de un quinto a un sétimo del eje polar. Los poros no son
visibles en todas las preparaciones, pero en varias de ellas se puede
determinar su posicién, que coincide con la dada por Dublin (19) para

Coffea canephora.

las 4reas mesocélpicas presentan una superficie regular. Al exa-
men de luz (L.O.) al foco alto aparecen 4reas oscuras, poco uniformes
en tamafio y forma las que a foco bajo se tornan brillantes y rodeadas
de una red continua de franjas oscuras. Esto revela una marcada

estructura reticulada. Es de observar que algunas de las 4reas son mu-

cho mayores que las otras, pero que no presentan una distribucién regu-
lar. La naturaleza del retfculo no pudo ser determinada en detalle en
los cortes al micrétomo de granos de !'Typica!, ni en las preparaciones
ordinarias, por carencia de un microscopio de alto poder de resolucién.
Sin embargo, las observaciones sobre mérgenes quebrados permiten supo-
ner que este grano ofrece posiblemente el tipo gemado de grabadura.

En la seccién transversal la intina aparece como una zona clara,
de una tercera parte del espesor total de la cubierta del grano. Dicha
zona no aparece bajo las colpas. La exina estd formada de dos zonas
bien marcadas. 1a inferior es mids clara, 1o que sugiere que los pilares

son angostos y espaciados. La zona externa es mds densa y est4 formada
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LAMINA II. Cortes trensversales de polen de Coffea arabica L.
var. 'Typica' mostrando algunos detalles de la
exina e intina.
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LAMINA III. Grano de polen de C. arabica L. var.
'Typica' observado a foco alto, mos-
trando detalles de la escultura de la
exina,



-5 -

por una capa marcadamente gemada. El grosor de las capas de la intina
es aproximadamente igual. Las fotogralfas al contraste de fases de las
l4minas I y II revelan apenas la estructura general sin mostrar detalles;

la l4mina III en cambio permite apreciar la escultura de la exina.

Tamafio de los granos de polen de cafeto

ias dimensiones de los granos de polen de café determinados en el
presente estudio se hallan resunidas en el Cuadro N2 1. En la primera
colunna se encuentran ordenadas alfabéticamente las especies y las in-
troducciones de cada una de ellas., La segunda corresponde al rango den-
tro del cual variaron los tamafios de cada muestra, o sea el o los granos
m4s pequefios y los m4s grandes. En la tercera columna se dan los prome-
dios de 50 granos, con algunas excepciones que se indican al pie de di-
cho cuadro; estas dimensiones se hallan expresadasen micras. ILa cuarta
columna corresponde al error estandar de las observaciones o items como
lo 1lama Calzada Benza (9) o desviacién estandar segfin otros autores (s).
la quinta corresponde al coeficiente de variabilidad (C.V.).

En el Cuadro N2 1-a en cambio, se encuentran ordenadas de acuerdo
al promedio, las 79 introducciones de C. arabica, distribuidas en 12
clases cuyo intervalo de clase es de una micra.

Considerando el promedio de 50 granos, en el Cuadro N® 1 se obser=-
va que el m4s bajo pertenece a la introduccién 'F.840' (II - 33&2_2),
igual a 25.26 micras. Le siguen en orden ascendente las introducciones
'F.840" (II - 3364, .), 'Amfillo' (2564), 'Angustifolia' (915) y 'Mokdka!
(2313), 'Batie 1' (2250) y 'F.840' (II - 3364) con promedios de 25.44,
26.69, 27.77, 27.88, y 27.94 micras respectivamente. El pramedio m4s al-
to corresponde a la progenie 'Tu. 279': 36.57 micras, siguiéndole en or;
den descendente 'Purpurascens' (986), 'Dessie! (2249), 'Typica' (Finca),
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1S.L. 34" (2733) y '6/1' (1999) con 35.46, 34.70, 34.45, 34.13 y
34.03 micras respectivamente. Sin embargo la mayoria de las muestras
tuvieron un promedio alrededor de las 30 micras. Calculando el prome-
dio general de los 3950 granos medidos (79 introducciones), se obtiene
un pramedio de 31.23 micras con un error estandar de 3.27 micras, que
serfa el tamafio y variacién del grano de polen de la especie C. arabica
L.

Muestras de 'Furta! (2147) y 'Semperflorens! (2000) presentaron
wa variacién muy pequefia; en esos casos el error estandar fue 1.782
y 1.866 respectivamente. Asi mismo esta variacién fue también baja en
'Typica' (Finca), 'Mucronata! (7 - 9), 'Filipino' (972), 'Villalobos'
(2594 - 20), 'Erecta! x 'Murta' (11 - 1), 'Bourbon Rojo! (995),
'Preanger' (981), 'S.L. 9' (2730) y ‘'Purpurascens' (9873_2).

Estas variaciones fueron altisimas en el caso de la introduccién
'Cioiccie’ (2710), en 'Monosperma', y 'Mundo Novo' (254h3_l), cuyos
errores estandar fueron 6.245, 5.525, y 5.518 respectivamente, a los
cuales corresponden también los C.V. m&s altos dentro de la especie.
Después siguen 'Tu. 279', 'F. 840' (II - 3364), 'F. 840" (II - 33642_2),
'Bourbon Amarillo' (2540), 'Jimma 2' (2247) y 'Geisha! (2917).

El tamafio absoluto de los granos individuales de polen varidé mucho.
As{ en la introduccién 'Jimma 2' (2247) se encontré un grano de polen
de 10.44 micras aunque el tamafio promedio fue de 28,22 + 4.22 para el
cultivar. En orden ascendente se encontraron granos individuales con
las siguientes dimensiones:'Guadeloupe'! (971) con 13.62 micras; 'S. 333!
(3217) y 'Salvador' (996) con 15.66 micras. Cabe anotar que todos estos
casos son excepcionales ya que las tendencias centrales son diferentes.

En el mismo cuadro observando los resultados obtenidos en las 4
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introducciones de C. canephora, vemos que los promedios son muy unifor-
mes, siendo el promedio general 26.31 micras. La variacién m4s baja
corresponde a 'Robusta SA 158! (35812_1) y la m4s alta al 'Purpurascens'
(3hl83_2), en el cual también se observaron los granos mds pequefios.

En 'Purpurascens' (3480,_,) se encontraron los granos mis grandes.

Las 3 introducciones de C. eugenioides estudiadas muestran mucha
uniformidad en sus pramedios; lo mismo sucede en las 2 introducciones
de C. liberica, pero en esta dltima especie se nota una variabilidad
un poco m4s alta. BEn C. racemosa y C. salvatrix en cambio, la variacién
es bajisima incluso tan baja como en las introducciones 'Murta!'! y
'Semperflorens' de C. arabica.

En los hibridos intervarietales se observa que el promedio y el
error estandar m4s altos, asi como los granos m4s grandes, correspon-
den al cruzamiento F, de 'Padang' 975 x 'Bourbon Rojo' 995 (HL 1-2).

En cambio el C.V. m&s alto pertenece al cruce Fl 'H, 66' 2731 x '"Mundo
Novo! (T, 178).

El promedio m4s bajo corresponde al cruce de 'laurina' x 'Marago-
gipe! (2311) y el error estandar y el C.V. m4s bajo al F2 de 'Mucronata!
x 'Padang' (984 - H 1-2).

En los hibridos interespecificos se ve que el cruzamiento de
C. liberica x C. arabica (2916) tiene el promedio mds alto y en él se
encuentran los granos m4s grandes. El promedio m4s bajo corresponde al
F, de 'Villalobos' (2594) x 'Quillou' (146), lo mismo que los granos
m4s pequefios y los errores estandar m4s altos. Estas dos @ltimas carac-
teristicas son muy parecidas al mismo cruce (147). También tuvo un

error estandar alto el cruce de C. liberica x C. arabica (3485).

En el Cuadro N2 1 también se incluyen los resultados de las muestras
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CUADRO N2 1
DIMENSIONES DE GRANOS DE POLEN DE DIVERSAS INTRODUCCIONES
DE C. ARABICA L., OTRAS ESPECI:S E HIBRIDOS

Promedio Error

Rango de estandar C.V.
50 granos S
C., arabica L.
Abasamuele (2255)1/ 26.10 36.54 30.28 + 3,278  10.83
Agaro (2751) 22,62 36,54 30,52 +  L4.223  13.84
Amfillo (2754) 17.40 34.80 26.69 +  3.972  14.88
Angustifolia (8-2) 20.88 38.28 32,05 +  3.933  12.27
Angustifolia (9-9) 20.88 38.28 31.18 +  3.991  12.80
Angustifolia (9-15) 22,62 33.06 27.77 + 2.679 9.65
Arabigo (2138) 26,10 38.28 32,12 + 2,708 8.43
B.A. 14 (2690) 24,36 L45.24 31.01 + 3,545  11.43
Batie 1 (2250) 20.88 33.06 27.88 + 2,932  10.52
Blue Mountain (977) 22.62 34.80 29.68 + 2.822 9.51
Bourbon (Finca) 27.8, 38.28 31,67 + 3.166  10.00
Bourbon (9-3) 26,10 40.02 33.69 +  4.139 12,29
Bourbon Amarillo (2540) 22.62 40.02 33,06 +  L4.262  12.89
Bourbon Rojo (995) 26,10 34.80 31.18 + 2,300 7.38
Bourbon Salvadorefio 2 (43) 26.10 36.54 29.16 + 2.473 8.48
Bullata (8-7) 24,36 38.28 33.58 £  3.484  10.38
Caturra Rojo (2308) 20.88 43.50 33.37 * 3.078 9.22
Cera (3427) 26.10 36.54 31.08 * 2.731 8.79

;/ Los nfmeros entre paréntesis corresponden al nfmero de introduccién.
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Promedio Error
Rango de estandar C.V.
50 granos s

Ceylan Hibrid (982) 17.40 34.80 29,51 +  2.917  9.88
Cioiccie (2710) 19.14 43.50  28.43 +  6.245 21.97
Dessie (2249) 24,36 41.76  34.70 +  3.288  9.48
Erecta (2310) 26.10 36,54  30.94 + 2,391  7.73
Erecta-Maragogipe (10-7)  24.36 41.76  31.18 + 3.650 11.71
Erecta-Murta (11-1) 26,10 38.28  32.75 + 2.321  7.09
Erecta-Typica (10-1) 27.84 38,28  33.90 +  3.449 10.17
Etiopia (352a2_1) 22,62 138,28 29.34 ¢ 3.408 11.62
Et. Ne 15 (3530) 20.88 38,28  30.87*  3.179 10.30
Et. Ne 24 (3538) 22,62 38.28 32,12+ ° 3.283 10.22
F. 840 (II - 336L4) 19.14 34.80  27.94 %  4.325 15.48
F. 840 (II - 3364 5) 15.66 29.58  25.44* 3.0 11.88
F. 840 (IT - 336k, ,) 17.40 31.32  25.26t  L4.265 16.88
Filipino (972) 24.36 34.80 33.83* 2,373 7.0l
Geisha (2917) 22.62 40.02  33.06 +  4.219 12,76
Geisha (2722) 24,36 41.76 32,71t  4.055 12,40
Guadeloupe (971) 13.62l/3h.80 28.78 +  4.058 14.10
Guadeloupe (989) 22,62 34.80 29.68* 3,054 10.29
Gudar (2256) 24,.36 34.80 30.35*%  3.108 10.24
H. 1 (2715) 20.88 38.28 32,54t  3.608 11.09
Harrar (2918) 27.84 43.50  32.43 %  3.098  9.55
Jimma 2 (2247) 10.LL2/33.06 28,22t 4,222 14,96

1/ Un solo grano de 13.62, los otros m&s pequefios empiezan desde 20.88 p.
2/ Un solo grano de 10.L44, los otros mis pequefios empiezan desde 26.10 Re
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Promedio Error
Rango de estandar C.V.
50 granos s
Jimma 5 (2253) 24.36 38.28 31.53 +  3.137 9.95
Kona (979) 20,88 36.54 31.25 +  3.260  10.43
Local Bronze (2922) 20.88 38,28 31,01 + 2.978 9.60
Le Roy (2140) 26,10 38.28 32.47 +  2.448 7.54
Mibirizi (2702) 20.88 38.28 29.23 +  A4.514  15.44
Mokka (2313) 19.14 33.06 27.77 +  3.202  11.53
Monosperma 17.40 36.54L 29.34 + 5.525 18.83
Mundo Novo (2544) 26,10 36.54 31.98 +  2.509 7.85
Mundo Novo (251443_1) 20.88 43.50 30.62 + 5.518  18.02
Murta (1992) 27.84 38,28 33.06 +  2.509 7.59
Murta (2147) 29.58 34.80 32.69 + 1,782 5.45
Mucronata (7-9) 24.36 34,80 31.39 + 2.110 6.72
Pacas (2942) 27.84 40.02 33.48 + 2,690 8.03
Padang (975) 17.40 34.80 30.76 *  2.864 9.31
Padang (992) 24.36 34.80 29.34 + 2,509 8.55
Polysperma (3455) 19.14 36.59 29.20 *  3.502  11.99
Preanger (981) 26,10 34.80 29.82 + 2.308 7.7
Purpurascens (986) 26.10 45.24 35.46 % 2.675 T7.54
Purpurascens (9873_2) 27.84 38.28 32,40 *  2.398 7.38
Purpurascens (9871_1) 27.84 38.28 32.09 + 2.679 8.35
San Ramén (984 9-7) 24.36 43.50 32,26 £  3.788 11.74
Semperflorens (2000) 29.58 36.54 32.19 % 1,866 5.80
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Cuadro N& 1 (Continuacién)

Pramedio Error

Rango de estandar C.V.
50 granos s

S. 288 (3216) 2,.36 41.76 32.89 +  3.855  11.72
S. 333 (3217) 15.66l/38.28 31.46 +  3.716 1.8
S. 333 (3368) 26.10 40.02 31.63 + 3.292  10.41
S. L. 9 (2730) 22.62 34,80 31.11 *+ 2,295 7.38
S. L. 10 (2732) 26,10 36.54 31.32 +  2.677 8.55
S. L. 34 (2733) 24.36 40.02 3413 * 3.351 9.82
Salvador (996) 15.663/34.80 30.10 ¥ 3.998  13.28
Surinam (990) 26.10 38,28 30.52 * 3.483  11.49
Surinam (2139) 20.88 36.54 31.67 f¥ 3.278  10.35
Tu. 279 24.36 45.2% 36.57 t  4.850  13.26
Tu. 302 20.88 38.28 30.28 * 3.671 12.12
Tu. 501 20.88 34.80 31.98 * 2,673 8.36
Typica (Finca) 29.58 40.02 34.45 *  2.306 6.69
Typica var. Local (22) 26.10 36.54 30.59 * 2.411 7.88
Typica hojas pequefias(11-2) 24.36 43.50 33.65 %  3.646  10.84

Villalobos (2594 - 20) 26.10 36.54 31.56 I 2,223 7.04

6/1 (1999) 29.58 40.02 34,03 I  2.610 7.67
C. canephora

Robusta L 36 (3579) 19.14 29.58 26,94 +  2.610 9.69

Robusta SA 158 (3581, ;)  17.34 29.58 25.72 +  2.286 8.89
Purpurascens (3418, ) 15.66 33.06 26.76 + 3.388  12.93
(3480, _,) 19.14 33.06 25.82 + 2,497 9.67

1/ Un grano de 15.66 u, el otro m4s pequefio es 24.36 p.
2/ Un solo grano de 15.66, los otros mis pequefios empiezan desde 26.10 P
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Pramedio Error
Rango de estandar C.V.
50 granos s
C. eugenioides 26.10 31.32 28.43 + 1.344 L.73
(3923) 20.88 34L.80 28.95 +  2.650 9.15
(2925) 19.1, 33.06 28.74 +  2.563 8.92
C. liberica
(3559, ) 20.88 33.06 25.07%%  2.955 11.78
(3718, ) 19.14 31.32 25.23 + 3.029 12.01
C. racemosa 20.88 26,10 23.21 + 1l.248 5.38
C. salvatrix 24.36 33.06 29.04 +  1.672 5.76
Hibridos Intervarietales
Caturra x Maragogipe (4-2) 26.10 36.54 31.22 + 2.778 8.90
F2: Acuminata x
F2: Bourbon Rojo 975 x
San Ramén 984 (HL 2-1) 26.10 38,28 31.63 + 3.199 10.11
F2: liucronata x
Padang 984 (HL 1-2) 24,36 36.54, 31.01 £ 2,503 8.07
F2: Mucronata x
Padang 975 (HL 1-3) 24.36 36.54 31.95 % 2.978 9.32
F2: Padang 975 x Bourbon
Rojo 995 (HL 3~1) 22.62 41.76 33.13 t 3445 10.40
Fl: F. 840 2707 x
K=7 2737 (Th 173) 2,.36 38.28 32.61 % 3.083 9.45

1/ Promedio de 17 granos.
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Promedio Error
Rango de estandar C.V.
50 granos s
Fl: H. 66 2731 x
Mundo Novo (Th 178) 22,62 36.54L 29.65 + 3.315 11.18
Laurina x Maragogipe (2311) 22.62 33.06 29.13 + 2.530 8.69
Hibridos Interespecificos
Fl: Caturra kojo x
Canephora 2770 (Th 153) 20.88 33.06 24.74 *+  2.684  10.85
Fl: Villalobos 2594 x
Canephora 2770 (Th 161) 27.84 40.02 32.26 + 2.386 7.40
Hl: Villalobos 2594 x 1
Quillou (147) 10.44 36,54 27.73'/1 5.636 20.32
H2: Villalobos 2594 x
Quillou (147) 10.44 38.28 28.57-2/: 4.102 14.36
H3: Villalobos 2594 x
Quillou (146) 13.92 38.28 28.97% 4512 15.57
H4: Villalobos 2594 x
Quillou (146) 0.4 38.28 29.27%  5.600  18.18
Villalobos 2594 x 2/
Quillou (146) 10.44 31.32 20.837+ 4.82L 20.83
C-387 C. liberica x
C. arabica (2916) 27.84 43,50 33.41 + 3.851 11.53
C. liberica x
C. arabica (3485, 17.40 36.54 30.62 +  3.752  12.25
C. liberica x
C. arabica (3485) 24L.36 40,02 29.13 *+  L4.499 15.44

1/ Promedio de 108 granos.
2/ Promedio de 100 granos.

3/ Promedio de 114 granos.
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Cuadro N& 1 (Continuacién)

Promedio Error

Rango de estandar C.V,
50 granos 8
Kawisari (35601_1) 22,62 36.54 27.91 + 2,811 10.07
Kawisari (3560,_,) 20.88 38.28 29.23 + 3.851  13.17
Kawisari (3560, ) 20,88 38,28 27.60 +  3.568 12,66
Kawisari (35602_5) 19.14 29.58 25.09 +  2.632  10.49
Promedio
de
25 granos e
Muestras Hacienda Rosabal
l. NPK y boro 27.84 41.76 33.96 : 3.260 9.60
2. NKK 27.84 38,28 32.64 * 2,528 7.75
3. Testigo 29.58 36.54 33.48 * 2.088 6.2
L. Poliboro 6% 29.58 38,28 32,99 + 2,102 6.37
5. Poliboro 9% 31.32 38,28 35.43 t 2.124 5.99
6. Poliboro 12% 27.84 38,28 32.71 t 2.795 8.54

provenientes de la Hacienda Rosabal, o sea del experimento en el cual
se ensayan diferentes fertilizantes con y sin boro. Se observa una
variacién muy uniforme, pero en el caso del tratamiento N& 5 (9% de po-
liboro) se ve que el promedio es m4s alto que en los otros, lo mismo
que el C.V. m4s bajo, siendo el tratamiento N2 1 (NPKB) el de rango més

amplio y de error estandar y C.V. también mé&s altos.
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CUADRQO N& 1l-a

DISTRIBUCION DEL TAMANO PROMZDIO DE GRANOS D& POLEN DE C. ARABICA L.

_ Clases
(x en micras)

Introducciones

25,00 - 25.99
26,00 - 26.99
27om - 27099
28,00 - 28.99
29.00 - 29.99
30.00 - 30.99
31.00 - 31099

F. 840 (II - 3364y 5); F. 840 (II - 3364, ;)
Amfillo (2754)

Angustifolia (9-15); Batie 1 (2250); F. 840 (II - 3364);
Mokka (2313)

Cioiccie (2710); Guadeloupe (971); Jimma 2 (2247)

Blue Mountain (977); Bourbon Salvadorefio 2 (43); Ceylan
Hibrid (982); Etiopia (35242_1); Guadeloupe (989); Mi-
birizi (2702); Monosperma; Padang (992); Polysperma
(3455); Preanger (981)

Abasamuele (2255); Agaro (2751); Erecta (2310); Et.
Ne 15 (3530); Gudar (2256); Mundo Novo (25hh3_1); Pa-
dang (975); Salvador (996); Surinam (990); Tu. 302;

Typica var. Local (22)

Angustifolia (9-9); B. A. 14 (2690); Bourbon (Finca);
Bourbon Rojo (995); Cera (3427); Erecta-Maragogipe
(10-7); Jimma 5 (2253); Kona (979); Local Bronze (2922);
Mundo Novo (2544); Mucronata (7-9); S. 333 (3217);

S. 333 (3368); S. L. 9 (2730); S. L. 10 (2732); Surinam

(2139); Tu. 501; Villalobos (2594-20)
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Cuadro N2 1-a (Continuacién)

_ Clases
(x en micras)

Introducciones

32.00 - 32.99
330m - 330 99
31+-m - 3“099
350m - 35099

36.00 - 36.99

Angustifolia (8-2); Arabigo (2138); Erecta-Murta (11-1);
Et. N& 24 (3538); Geisha (2722); H. 1 (2715); Harrar
(2918); Le Roy (2140); Murta (2147); Purpurascens
(987,_,); Purpurascens (987, ,); San Tamén (984 9-7);
Semperflorens (2000); S. 288 (3216)

Bourbon (9-3); Bourbon Amarillo (2540); Bullata (8-7);
Caturra Rojo (2308); Erecta-Typica (10-1); Filipino
(972); Geisha (2917); Murta (1992); Pacas (2942);
Typica hojas pequefias (11-2)

Dessie (2249); S. L. 34 (2733); Typica (Finca);
6/1 (1999)

Purpurascens (986)

Tu. 279

La tendencia de las 79 introducciones de C. arabica a agruparse

alrededor del promedio puede verse con mayor claridad en el histograma

de la pigina siguiente. Haciendo los cflculos respectivos (X +1.96 8)

se observa que todas ellas Se encuentran comprendidas dentro del 95% de

probabilidades de pertenecer a una sola poblacién de distribucién normal

(31.23 + 6.41 = 37.84 y 24.82 micras).
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Dismetro del Polen

Histograma que muestra la frecuencia de tamatio promedio de

polen en 79 introducciones de C. arabica L.
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2. Pruebas de germinacién y conservacién de polen

Ensayos de germinacién utilizando diferentes dosis de sacarosa y

agar para determinar la concentracién mis adecuada para polen de

C. arabica L.

Los resultados de las primeras pruebas de tanteo se encuentran re-
sumidos en los Cuadros Nos. 2 y 3. El Cuadro N2 2 muestra que los por-
centajes de germinacién mds altos corresponden a los medios constitufdos
por 15% de sacarosa y 0.25% de agar; 10% de sacarosa y 0.166% de agar;
y 20% de sacarosa y 0.332% de agar. El porcentaje de germinacién més
bajo correspondié al medio de 15% de sacarosa y 0.5% de agar.

El 9nélisis de la variancia de este ensayo demuestra que el primer
medio de cultivo mencionado es significativo al nivel de 5% sobre los
siguientes medios: 30% de sacarosa y 0.5% de agar, 15% de sacarosa y
0.5% de agar, y 25% de sacarosa y C.833% de agar, pero no hay signifi-
cancia entre aquél y los otros medios ensayados.

En el sustrato germinativo constitufdo por 5% de sacarosa y 0.083%
de agar se observaron tubos muy pequefios; en cambio, los de 10% de sa-
carosa y 0.166% de agar, 15% de sacarosa y 0.25% de agar, 5% de sacaro-
sa y 0.166% de agar, y 10% de sacarosa y 0.333% de agar dieron los tu-
bos m4s grandes de toda la prueba. Sacarosa 20% y agar 0.332%, sa-
carosa 25% y agar 0.47%, y sacarosa 30% y agar 0.5% mostraron disminu-
cién y arrugamiento cada vez m&s marcado de los tubos. Sacarosa 15%

y agar 0.5% dio una germinacidén muy irregular en cada repeticién. A
partir de sacarosa 20% y agar 0.66% la longitud de los tubos disminuyé
notablemente hasta que en sacarosa 30% y agar 1% la germinacién fue
nula; también se notaron arrugamientos marcados en los tubos polfnicos
en los medios constitufdos por 20% de sacarosa y 0.666% de agar, y 25%

de sacarosa y 0.833% de agar.
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CUADRO N& 2

GERMINACION DE POLEN DE C. ARABICA L.

PRIMERA PRUEBA DE TANTEO UTILIZANDO 6 NIVELES DE SACAROSA

Y DOSIS MINIMAS D& AGAR

N2 de Orden Medio de crecimiento % de Germinacién

(x 5 repet.)l/
1 Sacarosa 5% y agar 0.083% 76.78
2 Sacarosa 10% y agar 0.166% 84.18

3 Sacarosa 15% y agar 0.250% 86.06 %

L Sacarosa 20% y agar 0.332% 83.31
5 Sacarosa 25% y agar 0.475% 79.52
6 Sacarosa 30% y agar 0.500% 57.94
7 Sacarosa 5% y agar 0.166% 71.78
8 Sacarosa 10% y agar 0.333% 73.60
9 Sacarosa 15% y agar 0.500% 41.19
10 Sacarosa 20% y agar C.666% 75.00
11 Sacarosa 25% y agar 0.833% 54.75
12 Sacarosa 30% y agar 1.000% -

1/ Se contaron alrededor de 100 granos por repeticién.
Perfodo germinativo 4 horas.

X Significativo al 5% sobre 6, 9 y 11, pero no con respecto
a los otros.

En el Cuadro N2 3 se observa que las mejores germinaciones perte=-

necen a las concentraciones 10% de sacarosa y 1% de agar; 30% de saca-

rosa y 2% de agar, y la mis baja a 20% de sacarosa y 1l.5% de agar.

Este dltimo resultado pudo deberse a que al disminuir el grosor de la
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capa del medio germinativo, cortédndola con un estilete, &ste pudo estar
contaminado con una sustancia dafiina para el polen, ya que en las pri-
meras repeticiones casi no se observd germinacién.

El andlisis de la variancia de los resultados del Cuadro N2 3 se
efectué en forma separada, de acuerdo a la concentracién de agar; en
este cuadro se han resumido los porcentajes de germinacién obtenidos en
4 ensayos (columnas), cada uno de los cuales estuvo constituifdo por una
dosis de agar, variando fnicamente las dosis de sacarosa de 5 a 30%.

Los resultados demuestran que en 0.5% de agar, la concentracién de 15%
de sacarosa da diferencias altamente significativas (1%) sobre 30%, pero
no sobre las otras dosis afn al 5% de probabilidades. En 1% de agar no
hay diferencias estadisticamente aceptables entre las diferentes concen-
traciones de sacarosa. Bn 1.5% de agar, 15% de sacarosa fue altamente
significativa (al 1%), sobre 5, 20 y 30% de sacarosa pero no sobre 10 ni
25%. En 2% de agar, 30% de sacarosa fue altamente significativa (al 1%)
sobre 5, 10 y 15%, pero no sobre 20 ni 25% de sacarosa.

Si se considera finicamente la elongacién de los tubos se concluye
que las dosis de 10 y 15% de sacarosa muestran los tubos mds largos y
mejor constitufdos. La sacarosa a niveles de 5% mostré tubos m&s peque-
flos, y a partir de 20% también se observa un decrecimiento en los mismos
y empiezan a notarse algo arrugados, caracterfsticas que se acent@an a
25% y m&s atn a 30% (ver figuras de la Limina IV). Sin embargo, cabe
anotar que a 20% de sacarosa y 2% de agar se notaron tubos bien desarro-
1llados, pero teniendo en cuenta que 11 horas de germinacién es un perio-
do casi 3 veces el de los otros se puede descartar esta concentracién.

Con base en las experiencias anteriores, se realizaron 2 ensayos de-
finitivos para determinar la concentracién de agar y sacarosa m4s adecua-

da para la germinacién del polen de C. arabica L., eligiendo las 2
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CUADRO N& 3
GERIINACION DE POLEN DE C. ARABICA L.

SEGUNDA PRUEBA D& TANTEO UTILIZANDO 4 NIVELES DE AGAR Y 6 DE
SACAROSA. PROMEDIO DE 5 REPEI‘ICIONEB.y L, HORAS DE GERMINACION

X
% de Agar ‘
¢ de Sacarosa 0.5 1.0 1.5 2,04
5 51.90 73.52 L7.89 53.14
10 51.28 74,51 69.19 47.75
15 65.21 k& 65.06 72.40 kk 55.69
20 43.28 56.91 24,153/ 69,41
25 54.89 73.62 70.41 65.65 &k
30 11.11 51.35 53.47 Th 644

En cada repeticién se consideraron alrededor de 100 granos.
11 Horas de germinacién.

Se cometieron errores de técnica, explicacién en el texto.

B R R K

Dosis de sacarosa significativa al 1% dentro de su respectiva
concentracién de agar. Cada columna corresponde a un ensayo
independiente.

concentraciones de sacarosa de 10 y 15% que demostraron ser las mds e-
fectivas, y variando en ellas la concentracién de agar: 0, 0.2, 0.5,
1.0, 1.5 y 2.0%.

En estos experimentos se consideraron los porcentajes de gemina-
cién y la longitud de los tubos y se controld ademds la variacién que
pudiera interferir en los resultados al tomar indistintamente polen de
diversas flores, Por esta razén se seleccionaron siempre las 2 mejores

flores de una cima, cuyo polen sirvié para hacer el sembrio en cada uno
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Figure N& 1. Sacarosa 5% Figura N& 2, Sacarosa 10%
Figura N8 3. Sacarosa 15% Figura N2 4. Sacarosa 20%
Figura N8 5. Sacarosa 25% Figura N&2 6. Sacarosa 30%

LAMINA IV. Agar 0.5% y diferentes dosis de sacarosa
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de los tratamientos de cada repeticién, mediante la técnica descrita
anteriormente.

Los resultados de estos 2 experimentos se encuentran resumidos en
los Cuadros Nos. 4 y 5. En ambos cuadros la primera columna correspon-
de a las concentraciones de agar ensayadas, la segunda a los promedios
de germinacién provenientes de 5 repeticiones y la tercera al pramedio
de la longitud de los tubos, también de 5 repeticiones, las cuales a
su vez constituyen el promedio de 25 tubos medidos al azar en cada repe-
ticién. Copias del andlisis de la variancia de estos 2 ensayos asi co-
mo de los otros experimentos realizados en este estudio, quédan archiva-
dos en el Departamento de Fitotecnia.

El Cuadro N2 4 muestra que con 10% de sacarosa el porcentaje més
alto de germinacién se obtuvo con 1% de agar, y el mds bajo con 2%, pe-
ro estos resultados estadisticamente no fueron significativos a 5% sino
a 32%; por lo tanto, se puede descartar la posibilidad de que las dife-
rencias encontradas se deban al azar., En cambio, en las longitudes de
tubos el tamafio m4s grande se obtiene con 0.2% de agar, y el mis bajo
en ausencia de éste, encontrdndose diferencias a 5%; teniendo en este
caso una diferencia limite de significacién (DLS) de 76.68 podemos decir
que 0.2% de agar es superior a 0, 1.5 y 2%. En cambio se observa también
que la longitud de esta misma concentracién es mds alta que 0.5 y 1% de
agar, pero esta superioridad no alcanza significancia al 5% de probabi-
lidades.

El Cuadro N® 5 muestra que con 15% de sacarosa el porcentaje més
alto de germinacién corresponde a 0.2% y el mds bajo a 0% de agar, sin
haber diferencias estadisticamente aceptables ya que hay significancia

a 168. La longitud mayor de los tubos se encuentra en 1% de agar y la
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CUADRO N 4
GERMINACION Y LONGITUD DE TUBOS POLINICOS DE C. ARABICA L.

EN 10% DE SACAROSA Y DOSIS VARIABLES DE AGAR.
PROI'EDIO DE 5 REPETICIONES. 4 HORAS DE GERMINACION

Longitud de tubos

Concentracién de agar % de Germinacién polfnicos en micras
0% 59.89 249.0
0.2% 65.37 452.0
0.5% 64,00 - 3N.8x
1.0% 68.85 400.8 %
1.5% 55.46 361.6
2.0% 57.07 324.2

DLSg, o5 para tubos: 76.68.

Xk Significativos al 5% de probabilidades.

mis baja en ausencia del mismo, habiendo diferencias altamente signifi-
cativas al 1% entre las diversas dosis. Comparando estos promedios me-
diante la DLS: 54.50 se ve que no hay diferencia significativa entre
las concentraciones 1, 0.2 y 0.5% de agar, pero éstos son estadistica-
mente superiores a 0, 1.5 y 2%, a excepcién de 0.5% que no es superior
a 1.5%.

Estos resultados anteriores demuestran que se pueden considerar co-
mo los medios mds adecuados para la germinacién y crecimiento del tubo

polinico del polen de C. arabica L. las concentraciones siguientes:

Sacarosa Agar
10% 0.2, 0.5 y 1.0%

15% 0.2, 0.5 y 1.0%
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" GUADRO Ne 5
GER'INACION Y LONGITUD DE TUBOS POLINICOS EN C. ARABICA L.
EN 155 Di SACARCSA Y DOSIS VARIABLES DE AGAR.
PROMEDIOS DE 5 REPETICIONES. 4 HORAS DE GER:INACION

Longitud de tubos

Concentracién de agar % de Germinacién polinicos en micras
0% 63.66 2442
0.2% Th.85 318.2 &
0.5% 72.50 301.6 %
1.0% 69.36 331.6 %
1.5% 65.66 252.4
2.0% 69.30 245.6

DLSO.OS para tubos: 54.5.

X Significativos al 5% de probabilidades.

Teniendo en cuenta que las mejores longitudes de tubos se consi-
guen con 10% de sacarosa (ver Cuadros Nos. 4 ¥ 5) y que entre las dosis
de agar ya mencionadas la longitud m4s alta corresponde a 0.2% de agar,
se adopté como medio bdsico de cultivo 10% de sacarosa y 0.2% de agar,
concentracién que sirvié camo control en los experimentos posteriores
que se realizaron para estudiar el efecto de diferentes dosis de 4cido
bérico, 4cido giberélico, Lcido naftaleno acético y la presencia de es-
tigmas y anteras en el medio germinativo,en la gemminacién y crecimien-

to de tubos polinicos a excepcién del primer ensayo con &cido bérico.



Pigure N8 1. Agar 0.2% Figurs N8 2, Agar 0.5

Figure N8 3. Agar 1.0% Figure N8 4. Agar 1.5%

Figure N8 5. Agar 2.0% Figurse N2 6. Agar 3.0%
IAMINA V. Sacaross 15§ y diferenres dosis de agar
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Ensayos con 4cido bérico

Los resultados del primer y segundo ensayo con 4cido bérico se en-
cuentran ordenados en los Cuadros Nos. 6 y 7. El Cuadro N2 8 muestra,
la longitud de los tubos obtenida con polen proveniente de la Hacienda
Rosabal (pruebas de fertilizantes con y sin la adicién de boro).

En el primer experimento con boro el periodo de germinacién fue de
4 horas, utilizando como solucién basal 15% de sacarosa y 0.2% de agar.
En el segundo ensayo el periodo germinativo fue de 3 horas; en cambio
en las muestras provenientes de la Hacienda Rosabal se empled como medio
de cultivo 0.5% de agar y 10% de sacarosa, pues cuando se realizé
este experimento no se habia determinado afn la dosis m4s adecuada; el
periodo gemminativo fue de 24 horas y se pusieron a germinar después de
27 horas de haber sido colectadas dichas muestras. También en este mis-
mo experimento se tomaron muestras de las partes superior e inferior de
la planta, cuyos resultados fueron analizados separadamente, estable-
ciéndose después comparaciones entre ambos resultados.

Observando en detalle estos cuadros, se ve que en el N® 6 el por-
centaje de germinacién m4s alto se logré con 200 ppm de 4cido bdrico
y €l mis bajo con 100 ppm. £l andlisis de la variancia muestra que no
hay diferencia estadistica a 5% sino a 22% o sea que hay una probabili-
dad demasiado baja para establecer diferencias seguras entre tratamien-
tos. En cambio en la longitud de tubos se nota la influencia del B a
50 ppm, el cual llega a dar tubos mis grandes que el control y que los
otros tratamientos. Adem4s se observé que a partir de 100 ppm el 4cido
bdrico empieza a tener un efecto deletéreo, pues se nota un arrugamien-
to notable que se acentda mucho a 200 ppm (ver Limina VI). El andlisis

de la variancia muestra la amplia superioridad del tratamiento con
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50 ppm, ya que la DLS 51.30 es inferior a 111.8, que es la diferencia
que hay entre los promedios obtenidos con esta dosis y el control.

En vista de estos resultados se realiz6 el segundo experimento con
écido bérico, empleando dosis més bajas como se ve en el Cuadro N2 7,
El andlisis de la variancia del porcentaje de germinacién indica que hay
superioridad al nivel de 5% entre tratamientos; comparando las diferen-
cias entre pramedios por la DLS se observa que la concentracién de 50
ppn de boro es méds ventajosa que en los otros tratamientos en la germi-
nacién, y entre los otros tratamientos no hay diferencia. Sin embargo,
en la longitud de los tubos a pesar de haber algunas diferencias visi-

bles, &stas solamente alcanzan significancia al 19% de probabilidades.

CUADRO N& 6
EFECTO DEL ACIDO BORICO EN IA GERMINACION Y LONGITUD DE TUBOS
POLINICOS DE C. ARABICA L. PRIMER ENSAYO. 5 REPETICIONES.

4 HORAS DE GERIIINACION

% de Ger- Longitud de tubos

Tratamientos minacién polinicos en micras
Solucién basall/ (control) 59.16 273.8
Solucién basal y 50 ppm de B03H3 61.70 385.6 x
Solucién basal y 100 ppm de BO3H3 52.24 133.8
Solucién basal y 150 ppm de BO3Hj 61.07 83.2
Solucién basal y 200 ppm de BO3H3 68.53 95.6

1/ Medio germinativo: 15% de sacarosa y 0.2% de agar.
DISO.OS para tubos: 51.30.

X Significativo al 5% de probabilidades.
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Figure N2 1. Control Figure N2 2, 50 pmm de BO3H3

Figure N2 3. 100 pma de BO4H; Figure N& 4. 150prndom333

IAMINA VI Efecto del £cido bérico a altas concentraciones
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CUADRO Ne 7
EFECTO DEL ACIDO BORICO EN LA GERMINACION Y LONGITUD DE TUBOS

POLINICOS DE C. ARABICA L. SEGUNDO ENSAYO. 5 REPETICIONES.
3 HORAS DE GERMINACION

% de Ger- Longitud de tubos

Tratamientos minacién polinicos en micras
Solucién basal:—L/ (control) 53.06 305.0
Solucién basal y 10 ppm de BO3H3 54.43 320.2
Solucién basal y 20 ppm de BOBHB 50.53 259.4
Solucién basal y 30 ppm de 803H3 55.58 272.8
Solucién basal y 40 ppm de B03H3 53.75 273.2
Solucién basal y 50 ppm de BOBH3 61.60 x 340.6

1/ Medio germinativo: 10% de sacarosa y 0.2% de agar.

k Significativo al 5% de probabilidades.

El Cuadro N2 8 muestra las diferencias en la longitud de los tu=—
bos  en flores tomadas de las partes superior e inferior de la planta.
Se‘pueden apreciar diferencias notables camparando cada tratamiento in-
dependientemente, en ambas partes de la planta. Analizando la diferen-
cia entre tratamientos en la parte alta se ve que no son significativos,
pero s{ hay diferencia significativa al 5% entre tratamientos en la par-
te baja. El tratamiento N2 4 da un promedio de longitud de 251 micras,
el cual es superior al resto de los promedios sin éue hayan diferencias
significativas a este mismo nivel (5%) entre los otros tratamientos.
Comparando las diferencias encontradas entre ambas partes de la planta

se ve que hay una diferencia altamente significativa al nivel de 1%
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entre los pramedios de los tratamientos de la parte baja y alta, siendo
mds notoria esta diferencia en el caso del tratamiento N8 4 y casi nula

en el caso del tratamiento N2 5,

CUADRO N& 8
EFECTO DEL ACIDO BORICO CONO FERTILIZANTE EN LA LONGITUD DE LOS TUBOS
POLINICOS., MUESTRAS TOMADAS EN EL CAMPO EXPERIMENTAL EN EL CUAL SE
ENSAYAN EFECTOS DE FERTILIZANTES CON Y SIN BORO. 24 HORAS DE GERMINACION

Longitud de tubos en micras

Tratamientos (X 4 repet.) Diferenciay
Parte alta Parte baja
1. NFK y boro 101.00 198.75 97.75
2, NKK 124.25 147.00 22.75
3. Testigo 148,00 157.00 9.00
4. Poliboro 6% 118.75 251.00 x 132,25
5. Poliboro 9% 145.75 150.00 L.25
6. Poliboro 12% 119.75 182,75 63.00

Medio geminativo: 10% de sacarosa y 0.5% de agar.
DLS( 5 Para tubos de la parte baja: 69.66.

1/ Estas diferencias son altamente significativas al 1g%.
X Significativo al 5% de probabilidades.
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Ensayo con 4cido giberélico

Los resultados obtenidos con las dosis de 4cido giberélico se ha=-
llan en forma resumida en el Cuadro N& 9, El andlisis de la variancia
del porcentaje de germinacién demuestra diferencia significativa al 5%
entre las dosis, siendo 500 ppm superior a todos los tratamientos, pero
no hay superioridad estadfsticamente comprobada al nivel de 5% entre los
tratamientos restantes, a pesar de que el testigo muestra un porcentaje
de germinacién m4s alto. tn cambio analizando los resultados que co=-
rresponden a la longitud de tubos se ve que el testigo es superior a to=-
das las dosis de 4cido giberélico utilizadas. Se puede decir por lo
tanto que el efecto de esta sustancia afecta desfavorablemente al polen,
dando en el caso de 500 ppm los tubos méds cortos de todo el ensayo he-
cho en este proyecto.

Comparando las diferentes concentraciones de 4cido giberélico ensa-
yadas utilizando la DLS: 102.87, parece que las dos primeras dosis y afn
la tercera causan un efecto deletéreo m4s o menos uniforme, pero a par=-
tir de 250 ppm ya empiezan a ser letales para el desarrollo nommal del
tubo. Sin embargo, es muy interesante el hecho de que 500 ppm dé un
porcentaje de germinacién, estadisticamente comprobado, superior al de
las otras dosis y a la vez ser una concentracién en la cual se inhibe

mds el crecimiento de los tubos polinicos.

Ensayo con dcido naftaleno acético (ANA)

Los resultados obtenidos utilizando 6 dosis de ANA se hallan resu-
midos en el Cuadro N2 10, en el cual se indican solamente los porcenta-
Jes de germinacién, considerédndose como germinados en este caso los gra-
nos que presentaban un pequefio mamelén. En la determinacién del porcen-

taje de germinacién del control, en cambio, se contaron como germinados
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CUADRO N& 9
EFECTO DEL ACIDO GIBERELICO EN IA GERMINACION Y LONGITUD DE TUBOS
POLINICOS DE C. ARABICA L. (PROMEDIO DE 5 REPETICIONES),

3 HORAS DE GERMINACION

Longitud de los

Tratamientos % de Ger- tubos polinicos
minacién en micras
Solucién basaly (control) 57.74 328.8 x
Solucién basal y 31.25 ppm de AG 48.77 298.8
Solucién basal y 62.50 ppm de AG 52.25 273.2
Solucién basal y 125 ppm de AG 54.53 253.6
Solucién basal y 250 ppm de AG 57.21 168.8
Solucién basal y 500 ppm de AG 67.70 x 95.0

1/ Medio germinativo: 10% de sacarosa y 0.2% de agar.
k Significativo al 5%.

DISO.OS para tubos: 102,87.

todos aquellos grenos que presentaban una longitud 3 veces mayor al di4-
metro del polen, En general se puede decir que esta sustancia es cam-
pletamente deletérea, puesto que en todas las concentraciones probadas
tuvo un efecto inhibidor en ambos procesos, germinacién y crecimiento
del tubo polfnico. El andlisis de la variancia se hizo considerando so-
lamente los tratamientos que llevaron ANA, eliminando el control que
fue completamente superior a todos, y no encontrando ninguna diferencia

entre tratamientos,
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CUADRO N& 10

EFECTO DEL ACIDO NAFTALENO ACETICO EN LA GERMINACION DE POLEN DE
C. ARABICA L. (X DE 5 REPETICIONES). 4 HORAS DE GERMINACION

Tratamientos % de Germinacién
Solucién basaly (control) 64.62
Solucién basal y 25 ppn de ANA 19.38
Solucién basal y 50 ppm de ANA 28.03
Solucién basal y 100 ppm de ANA 27.90
Solucién basal y 200 ppm de ANA 24.84
Solucién basal y 300 ppm de ANA 23.48
Solucién basal y 400 ppn de ANA 21.94

1/ Medio germinativo: 10% de sacarosa y 0.2% de agar.

Ensayos con estigmas macerados y anteras, y media antera

Estos resultados se hallan resumidos en los Cuadros Nos. 11 y 12,
Haciendo el anélisis de la variancia del porcentaje de germinacién en
el caso del Cuadro N2 11 no se encuentran diferencias significativas
entre los tratamientos y el control, pero sf entre bloques al 5%.

En la longitud de tubos si existen diferencias altamente significativas
al 1% entre tratamientos; utilizando para fines camparativos la DLS
90.78 vemos que el control es muy superior a los 2 tratamientos con es-
tigmas macerados y anteras pero no hay diferencias entre estos trata-
mientos., Esto demuestra que los estigmas afiadidos al medio de cultivo
en lugar de favorecer el crecimiento de los tubos polinicos lo inhiben,

y ademds no se observé ningln efecto de quimiotropismo de los tubos
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CUADRO N& 11

EFECTO DE ESTIGMAS MACERADOS Y ANTERAS EN LA GERMINACION Y LONGITUD
DE LOS TUBOS DE POLEN EN C. ARABICA L. (X DE 5 REPETICIONES).
L HORAS DE GERMINACION

Longitud de
Tratamientos % de Ger- los tubos
minacién polinicos
. y
Solucién basal®™ (control) 68.47 398.0 xx
Solucién basal y estigmas macerados 69.02 253.0
Solucién basal y anteras 68.47 255.8

1/ Medio de cultivo: sacarosa 10% y agar 0.2%.

Kk Significativo al 1% de probabilidades.

CUADRO Ne 12

EFECTO DE IAS ANTERAS EN LA GERMNINACION Y LONGITUD DE LOS TUBOS DE
POLEN EN C. ARABICA L. (x DE 8 REPET.). 5 HORAS DE GERMINACION

Longitud de
Tratamientos % de Ger- los tubos
minacién polinicos
Solucién basaly (control) 60.14 481.62 Kk
Solucién basal y medias anteras 58.52 313.75

1/ Medio de cultivo: sacarosa 10% y agar 0.28%.

XKk Significativo al 1% de probabilidades.
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hacia el estigma macerado. ILo mismo se puede decir con respecto a las
anteras, las cuales demostraron en forma m4s intensa su efecto inhibi-
torio sobre los tubos que crecian més cerca de ellas.

Para conocer mejor el efecto inhibidor de las anteras en el creci-
miento del tubo polinico se realizé otro ensayo camparativo utilizando
solamente media antera en el sustrato germinativo, cuyos resultados se
canpararon en 8 repeticiones con los del medio de cultivo simple (10%
de sacarosa y 0.2% de agar). El anfilisis de la variancia demuestra de
nuevo lo observado anteriommente (ver Cuadro N2 12), es decir las ante=-
ras afiadidas al medio no inhiben la germinacién pero si el desarrollo
de los tubos polinicos, ya que las longitudes alcanzadas en el control
son altamente significativas al 1% con respecto al tratamiento con media

antera,

Conservacién del polen de cafeto

Los resultados de estos ensayos se encuentran ordenados en el
Cuadro N® 13 y se observan con m4s claridad en el Grédfico N® 1 y N2 2
para el caso del polen del cultivar !'Typica' y en el Gridfico N® 3 y
Ne 4 para el cultivar 'Bourbon!. En estas determminaciones se dio mis
importancia al polen de 'Typica' que constitufa el principal objetivo
de este proyecto; por esta razén los porcentajes de germinacién y lon-
gitud de tubos se determinaron en 4 portaobjetos para cada tratamiento
(sustancia desecante). En cambio para 'Bourbon' solamente se hicieron
pruebas para cada tratamiento utilizando 2 portaobjetos.

Observando el gréfico correspondiente al cultivar 'Typica' se ve
que paulatinamente el polen va perdiendo su viabilidad lo que se demues-
tra por 1la pérdida tanto de la germinacién como por la disminucién del

crecimiento de los tubos. A pesar de que a los 10 dfas de conservacién
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el polen mantenido en desecador con cloruro de calcio muestra un mayor
porcenta je de germinacién y tubos mds largos que en el caso de sflica
gel, tiene una caida brusca en la geminacién a los 20 dfas; en cambio,
con sflica gel logra mantenerse un poco mejor. A partir de este momen-
to como puede verse en el Grifico N® 1 la disminucién de la germinacién
en ambos desecadores se efectia en forma paralela, pero siempre la si-
lica gel demuestra su superioridad con respecto al cloruro de calcio.

El 6xido de calcio en cambio parece ser el medio menos efectivo en
la conservacién del polen de café arébico, pues a los 10 dfas de conser—
vacién da un porcentaje de germinacién muy bajo (10.14%) y los tubos no
alcanzan una longitud de 3 veces el didmetro del grano. A los 20 dfas
la geminacién es nula y a pesar de que el desecador tenfa la misma can-
tidad de 6xido de calcio que el de los otros desecadores los depésitos
con polen estaban llenos de hongos, los cuales seguramente producirian
fermentaciones que mataron al polen en poco tiempo.

La conservacién de polen en las anteras resulté también ser in-
efectiva para este propésito, como se puede observar por los datos mos-
trados en el Cuadro N2 13.

Si se observan los resultados obtenidos con polen de !'Bourbon! en
el mismo cuadro se ve que a los 10 dfas el porcentaje de germinacién
es menor que en 'Typica!, y desde esa fecha muestra una disminucién
paulatina hasta el final del perfodo de conservacién, casi en la misma
forma que en el caso del cultivar 'Typica!. Estos resultados se ven
con mayor claridad en el Gréfico N2 3. Sin embargo estos datos no po-
drfan compararse con los de !'Typica'! porque ellos provienen solamente
de 2 portaobjetos.

Lo mismo que se observé para el cultivar 'Typica'! se podrfa decir
con respecto a la conservacién del polen en anteras en el cultivar

'Bourbon!.
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3. Polinizaciones en C. arabica L.

Los resultados del primer experimento se polinizacién en botones de
flores nomales se encuentran en el Cuadro N2 14, en el cual se ve que
el mayor porcentaje de fructificacién se obtiene cuando las flores son
polinizadas al segundo dia de la castracién, o sea en el dfa en que
normalmente abren las flores.

El nimero de frutos obtenidos cuando los botones se castraron, pro-
tegieron y quedaron sin polinizar es 'el mids bajo. Esto indica que los
estigmas son receptibles antes de la apertura de la flor y que también
la dehiscencia del polen canienza en la misma época.

El porcentaje relativamente alto de frutos obtenidos de los boto-
nes castrados y dejados a libre polinizacién también nos indica la im-
portancia que tienen los agentes polinizadores (viento, insectos y gra-
vedad).

El andlisis de la variancia del nfmero de flores que se utilizaron
en cada experimento no dan diferencias significativas entre ellas, de
allf que la fructificacién obtenida pudo también ser comparada estadis-
ticamente, siendo el tratamiento 3 (botones castrados, cubiertos, poli-
nizaqos el primer dfa de la apertura de la flor) superior a los dos pri-
meros (botones castrados, sin cubrir - botones castrados, cubiertos,
sin polinizar), al nivel de 5%. El tratamiento 4 (botones castrados,
cubiertos, polinizados el primer y segundo dia de la apertura de la
flor) solamente superior al tratamiento 2 (botones castrados, cubiertos,
sin polinizar) y éste a su vez inferior al primero (botones castrados,

sin cubrir) al mismo nivel de significancia.
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CUADRO N® 14

EFECTO DE LA POLINIZACION ARTIFICIAL EN LA FERTILIZACION DE
FLORES NORMALES

% de
Tratamientos N2 de botones N2 de frutos Fructi
emasculados logrados ficacién

1. Botones castrados, sin cubrir 224 117 52.23
2. Botones castrados, cubiertos,

sin polinizar 225 41 18,22
3. Botones castrados, cubiertos,

polinizados el primer dia

de la apertura de la flor 200 153 76.50
4. Botones castrados, cubiertos,

polinizados el primer y

segundo dfa de la apertura

de la flor 223 156 69.96

Los resultados del ensayo de polinizacién en flores semiabiertas se
encuentran en el Cuadro N&2 15, en el cual se observa una fructificacién
mayor en el testigo constituifdo por flores semiabiertas sin ningtn tra-
tamiento. El porcentaje de 12,57 obtenido de flores castradas, cubier-
tas y sin polinizar demuestra que parte de las flores se polinizan el
mismo dfa de su semiapertura, Como el nfmero de flores en cada repeti=-
cién varié mucho porque varios estigmas se malograron durante la manipu-
lacién se hizo un andlisis previo del nfmero de flores por repeticién,
encontrdndose diferencias al 5% de probabilidades, de allf que pare fi-
nes comparativos en este experimento se tuvo que hacer el andlisis de la
covariancia el cual muestra la superioridad del testigo al 1% con respec-
to a los tratamientos. Entre é&stos fue superior el tratamiento con flo-

res castradas cubiertas y polinizadas al nivel de 1%.
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CUADRO N2 15

EFECTO DE POLINIZACION ARTIFICIAL EN FLORES SEMIABIERTAS

N& de Frutos % de Fruc
Tratamientos N2 de Flores logrados tificacién

Testigo 174 106 60.92

Flores castradas y cubiertas
sin polinizar 175 22 12,57

Flores castradas, cubiertas y
polinizadas al tercer dia de
la castracién 140 70 50.00

Los resultados del experimento utilizando polen irradiado a 3 do=-
sis diferentes (400r, 800r y 1600r) se encuentran en el Cuadro N® 16,
en el cual se puede observar que el porcentaje de fructificacién logra-
do en todos los tratamientos es casi uniforme. Aunque se nota una lige-
ra superioridad del tratamiento con 800r el andlisis de la variancia nos
demuestra que no hay superioridad estadisticamente aceptable entre tra-
tamientos, incluyendo el testigo; existen diferencias a 17%, a pesar de
que el porcentaje de fructificacién con 1600r fue el mds bajo. Esto
nos lleva a la conclusién de que las irradiaciones con rayos gamma has-
ta 1600r no disminuyen la capacidad de fertilizacién del polen.

Los resultados de cruzamiento real determinados en la semilla, con-
siderando como tales aquéllas de endosperma verde, Se encuentran en el
Cuadro N2 17, Estos datos se hallan expresados en porcentajes.

Observando la columna correspondiente a caracolillo se ve que a
LOOr y 800r este porcentaje es casi similar al control, pero a 1600r

se aumenta al doble el ntmero de semillas de este tipo.
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CUADRO N2 16

EFECTO DE POLINIZACION ARTIFICIAL UTILIZANDO POLEN IRRADIADO

N2 de Botones N2 de Frutos % de Fruc-
Tratamientos emasculados obtenidos tificacién
Testigo 198 125 63.13
4,00r 199 125 62.81
800r 191 135 70.68
1600r 164 92 56.10
CUADRO N2 17

CRUZAIIENTO REAL Y CARACTERISTICAS DE LA SEMILLA OBTENIDA
CON POLEN IRRADIADO, EXPRESADOS EN PORCENTAJE

Tipo de endosperma Clase de semilla
Tratamientos Verde Amarillo Dudosas Normales Caracolillo Anormales

% % % o % 3
Testigo 99.44 - 0.56 93.28 5.60 1.12
L400r 97.13 0.48 2.39 94.26 5.26 0.48
800r 96.48 2.20 1.32 93.39 6.61 -

1600r 97.16 1.42 1.42 87.23 12.7 -
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DISCUSION

El tamafio de los granos de polen de las diversas introducciones
pertenecientes al C. arabica L. estudiadas en el presente trabajo,
muestran en la mayorfa de ellas rangos mds o menos uniformes, aunque
en algunos casos se observd una variacién muy notable. Tales variacio-
nes no son sorprendentes, puesto que el tamafio del polen no es uniforme
dentro de una especie y varia a veces dentro de limites estrechos de
4rbol a 4rbol, flor a flor, antera a antera, dentro de la misma antera
y también de floracién a floracién, y con la época de recoleccién, tal
camo lo indican Kuprijanov, Oncinnikov, Harris y Gould (citados por
Bell, 4), Dublin (19, 20), Flory y Tomes (29), y Smith (84).

Segtin Bell (4) la variacién del tamafio en polen se puede deber a
factores del medio ambiente, nutricionales y a la constitucién genéti-
ca individual en cada planta.

La curva de distribucién de los promedios por clases de las 79 in-
troducciones de C. arabica L. muestra la caracteristica normal, con po-
cos extremos y numerosos tipos centrales.

Considerando independientemente a la variedad 'Typica'! como el re-
presentante normal de C. arabica L., se ve que el rango de variacién es
de 29.58 a 40.02 micras, pramedio 34.45 micras y un C.V. de 6.69%, datos
muy similares a los mencionados por Krug (44), con una variacién menor
a 7% que segin Dublin (19) es satisfactoria en esta clase de trabajos.
No obstante, existen introducciones camo 'Cioccie! que muestra un C.V.
de 21.97%, variacién que no se encontré ni en los hfbridos interespe-
cificos estudiados, lo que hace suponer la naturaleza hibrida de tal
introduccién. Ia variedad 'Monosperma' tiene también una variabilidad
amplia, C.V. 18.83%, el cual comparado con el encontrado por Mendes y
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Bacchi (58) es relativamente bajo a pesar de que estos autores midieron
200 granos de polen, obteniendo un C.V. de 29.35%. Teniendo en cuenta
que la variacién disminuye al aumentar el nfmero de observaciones, la
variacién obtenida es muy baja. La variacién alta observada en una de
las dos muestras de 'Mundo Novo! puede explicarse con base en los estu-
dios de Mendes, Medina y Conagin Mendes (56), quienes encontraron irre-
gularidades en la distribucién de los cromosamas durante el proceso de
la microsporogénesis, que segtin ellos no se encuentra con frecuencia en
C. arabica L.

Krug (44) encontrd un rango de 28 a 60 y de 24 a 56 micras con un
C.V. de 12.6% y 124 para var. 'Bullata' (hexa y octoploide respectiva-
mente); en cambio en la misma variedad aquf estudiada no se encontré
un rango tan amplio ni granos gigantescos de 60 y 56 micras como los
citados por ese autor, ya que el rango en este caso varié de 24.36 a
38.28 micras pero con un C.V. de 10.38% que es muy parecido al hallado
por Krug. Asumiendo que se trata de un poliploide se observa que el
rango no se diferencia del de los tetraploides normales, lo cual estaria
de acuerdo con lo encontrado por Bell (4) en el sentido de que el tama-
o del polen no puede ser utilizado como un indicador de poliploidfa,
puesto que falla muchas veces, ni puede servir para diferenciar varieda-
des tal como lo sugiere Dublin para C. canephora var. 'Nana'

El promedio general de 31.23 + 3.27 micras de los 3950 granos medi-
dos en las 79 introducciones de C. arabica nos da una indicacién relati-
va del tamafio del grano de polen de la especie C. arabica, pero no como
un cardcter absoluto; aunque Medina y Mendes (56) citan la cifra de
36.79 micras como el promedio de tamafio de los granos de polen de
C. arabica, estas diferencias pueden deberse a efectos del medio ambien-

te o de origen nutricional.
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Comparando las variaciones de C. arabica con las observadas en las
L introducciones de C. canephora, vemos que en esta iltima especie no
se encuentran C.V. mayores de 12.93% ni promedios de m4s de 26.94 mi-
cras, Estos resultados no tendrfan mucho valor puesto que provienen de
un nfmero reducido de muestras, pero permiten establecer que el polen
de C. canephors es mds pequefio que el de C. arabica, ya que el promedio
general es de 26.31 micras, cifra un poco inferior a 29.44 micras cita-
da por Medina y Conagin Mendes (56).

La menor variacién en el tamafio de los granos de polen de C. cane-
phora puede explicarse de acuerdo con lo expuesto por Mendes (61), quien
observé que la microsporogénesis es normal en esta especie: de 95 micros-
porocitos observados solamente 2 presentaron anormalidades en el senti-
do de que 10 cromosamas van a un polo y 12 al otro; expresada en porcen-
taje dicha meiosis es igual a 93.68. Sin embargo, el mismo Mendes (60)
en una publicacién anterior anoté que en esta especie hay una gran varia-
bilidad de tamafio, el cual no serviria para identificarla.

Se observa una variacién mucho menor en el polen de C. eugenioides,
teniendo esta especie camo promedio general de las 3 introducciones es-
tudiadas 28.77 micras, tamafio intermediario entre las 2 especies ante-
riormente citadas y casi similar al de C. salvatrix que fue de 29.04
micras,

Las mediciones de polen de las 2 introducciones de C. liberica
muestran una mayor variacién que en el C. canephora, C. enioides,

C. salvatrix y C. racemosa, pero presenta un tamafio promedio mucho m4s
pequefio canparado con las demds especies estudiadas a excepcién de la
fltima, en la cual se observé el tamafio m4s bajo.

Por otra parte, la variacién no muy acentuada en los hibridos
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intervarietales estudiados permite especular en el sentido de creer
que tal vez en C. arabica las llamadas variedades no sean sino lineas
con diferencias genéticas no muy notables, que han sido separadas por
seleccién,

En cambio, tal como se esperaba, en la mayorfa de los hibridos
interespecificos la variacién fue alta, siendo mayor en el polen de 2
plantas del cruce !'Villalobos' 2594 x 'Quillou' (C.V. 20.83 y 20.32%);
sin embargo, llama la atencién el caso del F, de 'Villalobos'2594 x
C. Canephora 2770 que dio una variacién bajisima, incluso mds baja que
muchas introducciones de C. arabica. Krug y Mendes (48) encontraron
que para el cruzamiento de C. arabica x C. canephora y C. canephora x
C. arabica, el tamafio del grano de polen de estos hibridos es extremada-
mente variable con un C.V. de 24.18% debido a que los procesos meiéticos
dan un nimero variable de microsporas desde 4 hasta 9. Es interesante
el hecho de que en ningn hibrido interespecf{fico estudiado, se observa-
ron granos de 48 micras como los encontrados por estos autores, pues el
tamafio méximo hallado fue de 43.5 micras perteneciente al cruzamiento
C. liberica x C. arabica.

Teniendo en cuenta que el tamafio de los granos de polen es una ca=-
racter{stica muy variable como lo han demostrado numerosos autores, y
que en C. arabica hasta la fecha tan s6lo se han efectuado estudios es-
porddicos en este aspecto, se sugiere una determinacién m4s exacta de
dicha caracterfstica considerando un nimero mayor de granos, debido a
que en el presente trabajo se obtuvieron datos algunas veces contradic-
torios. En otras especies de café, en cambio, se han realizado tales
estudios en forma mds detallada como en C. canephora por Dublin (19), y
en C. dewevrei por el mismo Dublin (20) y Medina y Mendes (56).
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Las primeras pruebas de germinacién de polen de C. arabica (Cua-
dros Nos. 2 y 3), permiten establecer que las mejores dosis de sacarosa
son 10 y 15%, determinaciones que m4s que todo fueron basadas en el de-
sarrollo y conformacién del tubo polinico, y no en los porcentajes de
germinacién, porque éstos muchas veces son errdéneos y muy diferentes
(40, 64). 1Las fotografifas de la Lémina IV ilustran mds objetivamente
lo expuesto con anterioridad.

Considerando que el tubo polinico tiene que recorrer una distancia
relativamente grande durante el proceso de la fertilizacifn, se podria
decir que tal caracteristica es un fndice de viabilidad mucho mids préc-
tico porque de nada servirfia tener porcentajes de germinacién elevados
y a 1a vez tubos mal desarrollados. Por esta razén, en la determinacién
del medio mis adecuado se tamé muy en cuenta esta caracteristica.

Los resultados obtenidos al ensayar 10 y 15% de sacarosa indican
que la geminacién y crecimiento del tubo polifnico son fenémenos no re-
lacionados tal como lo han indicado otros autores (Addicott, 1; Viser,
citado por Brewbaker, 6).

las dosis més efectivas de agar fueron 0.2, 0.5 y 1% y entre éstas
fue ligeramente superior 0.2 en el caso de 10% de sacarosa y 1% en la de
15% de sacarosa. Por estos resultados se puede concluir que las concen-
traciones 10 y 15% de sacarosa, y 0.2, 0.5 y 1% de agar son las mejores
para la germinacién del polen de C. arabica.

Desde el punto de vista prédctico puede considerarse como la m4s con-
veniente de estas concentraciones 10% de sacarosa y 0.2% de agar, debido
a que en ella se obtienen los tubos mids grandes. Es también fécil de
preparar por la cantidad relativamente baja de sus constituyentes, lo

que permite e¢fectuar tales pruebas en un tiempo mds corto evitando la
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pérdida de viabilidad del polen por accién del tiempo, y lo que es mis
importante aprovechar al mdximo las cortas floraciones tan peculiares
del género Coffea.

En medios de cultivo constitufdos por 10% de sacarosa y 0.2% de
agar se obtuvo 65.37% de germinacién, inferior a 83% logrado por Mendes
(60) con dosis de 10% de sacarosa y 0.5% de agar, cifra que no puede
compararse con el primero porque dicho autor no especificé el tiempo
de germinacién empleado ni la forma de determinacién de tal porcentaje.
En cambio, en el presente trabajo, el perfodo de germinacién fue de 4
horas y s6lo se contaron como germinados aquellos granos cuyos tubos
eran 3 veces mayores que el didmetro del polen. Sin embargo, en las
mismas dosis sugeridas por Mendes se obtuvo finicamente 64% de germina-
cién.

Medina (53, 54), después de 24 horas, encontrd 69% de germinacién
en sustratos germinativos de 0.5% de agar y 15% de sacarosa y concluye
diciendo que este porcentaje es nomal para polen de C. arabica, pero
en los ensayos realizados con la misma dosis se obtuvo 72.50% y en la
sexta parte del tiempo utilizado por Medina,

El 90% de germinacién considerado como normal para C. arabica por
Krug (44) y Krug y Mendes (48) es muy dudoso y tal vez carece de valor,
ya que dichos autores no especificaron las condiciones de germinacién,
el medio y el tiempo utilizado. En cambio, en las condiciones expuestas
en este trabajo el porcentaje m4s alto observado fue 74.85% que se lo-
gré con 15% de sacarosa y 0.2% de agar. Considerando todos los ensayos
realizados el porcentaje mds alto que se obtuvo fue 86.06% (en 10% de
sacarosa y 0.25% de agar, Cuadro N® 2); pero si tenemos en cuenta que .

en ese caso se contaron como germinados los granos con una ligera
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protuberancia, podemos considerar como mfs aceptable 74.85% como el mds
alto.

Dublin (19) en medios de 10% de sacarosa en agua destilada encon-
tré 330.6 micras como promedio de las longitudes de tubos de C. canephora,
después de 4 horas de germinacién. En las mismas condiciones se obtuvo
para C. arabica un promedio de 249 micras, lo cual estarfa en desacuerdo
con lo expuesto por Mendes (60), quien indicé que el tubo polfnico en
C. canephora crece en forma més lenta que en C. arabica. Esta diferen-
cia tal vez se deba a condiciones de germinacién, a la edad del polen
(83) o a la clase de medio que empled este autor, muy diferente al de
Dublin y al nuestro.

Estudios de germinacién de polen en C. dewevrei (Dublin, 20) de-
muestran que el polen de esta especie puede germinar bien hasta en agua
pura (60% de germinacién), cifra que es muy similar a la encontrada en
C. arabica en concentraciones de 10 y 15% de sacarosa en agua destilada
(Cuadros Nos. 4 y 5), en las cuales los tubos fueron muy engrosados y
muchos reventaron; esto harifa suponer que tal vez la presién osmética
en el polen de C. arabica es mayor que en C. dewevrei y aln que en
C. canephora porque Devreux y otros (18) encontraron un porcentaje de
germinacién muy alto (90%) en soluciones de sacarosa al 1%.

Brink (7) cree que el crecimiento de los tubos polinicos en el
medio de cultivo se limita por falta de agua y sustancias de reserva,
en cambio in vivo estas condiciones se mantienen en igual proporcién,
pero esto no explicar{a lo encontrado en estos ensayos, puesto que en
soluciones simples de sacarosa (10 y 15%) sin adicién de agar, el polen
de C. arabica tendrfa la suficiente cantidad de humedad y nutrientes, y

sin embargo en estas concentraciones la longitud alcanzada por los tubos



- 97 -

polinicos fue m4s baja que cuando se agregd agar. Esto hace suponer que
el agar tiene un efecto distinto al que generalmente se le asigna, ya
que su ausencia o exceso se hace sentir en forma notable (ver figuras
Nos. 4, 5 y 6 de la Limina V para dosis elevadas).

A pesar de los resultados satisfactorios encontrados en estos estu-
dios seria interesante realizar pruebas de la misma naturaleza con po-
len de C. arabica, controlando otros factores como por ejemplo la tem=-
peratura, que influye grandemente en estos procesos (84), y el pH
(Berg, Sisa, King y Johnston, Kubo, etc. citados por Johri y Vasil, 37),

Varas (93) y otros.

El primer ensayo con &cido bérico (Cuadro N® 6 y figuras de la
Limina VI) demuestra el efecto desfavorable de esta sustancia a partir
de 100 ppm: se observa un notable enrollamiento de los tubos que se a=
centa m4s a 200 ppm. O'Kelley (68), Addicott (1), Resnik (77), Bose
(5),y otros obtuvieron buenos resultados con concentraciones de 10 y
100 ppm, lo que indicarfa que el polen de C. arabica es sensible a las
altas concentraciones de boro pero, en cambio, se aprecia un ligero in-
cremento en el porcentaje de germinacién.

El segundo ensayo utilizando dosis mucho mé4s bajas de nuevo de=
muestra que el boro a 50 pmm tiene un efecto benéfico en la germinacién
del polen pero no asi en las longitudes de tubos.

El hecho de que en el primer experimento haya diferencia significa-
tiva en la longitud de los tubos del tratamiento con 50 ppm de 4cido
bérico y que en el segundo no haya tal superioridad aceptable, demues-
tra que el medio de cultivo con 10% de sacarosa y 0.2% de agar es me-

jor que 15% de sacarosa y 0.2% de agar. Interpretando estos
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resultados en forma tentativa se puede decir que un buen sustrato ger-
minativo a base de sacarosa y agar puede ser suficiente en las prue-
bas de viabilidad del polen de C. arabica.

En general, los efectos producidos por la adicién de 4cido bbri-
co al medio de cultivo en el caso del polen de café ardbico no fueron
tan espectaculares como los observados por otros autores en otras espe=-
cies (5, 13, 50, 68, 76, 77, 89, 94). Esto tal vez podria explicarse
en el sentido de que las plantas de las cuales se colectaron las mues=—
tras de polen estédn lo suficientemente dotadas de este microelemento,
puesto que las dosis méds bajas casi fueron indiferentes, pero a medida
que se aumentaron produjeron efectos deletéreos (ver figuras Nos. 3 y 4

de la Limina VI).

Los resultados obtenidos con las 5 concentraciones de 4cido gibe-
rélico (31.25, 62.5, 125, 250 y 500 ppm) demuestran que estas concen=-
traciones no son beneficiosas para aumentar el crecimiento del tubo po-
linico. Los tubos mds largos se encontraron en el control, cuyas dimen-
siones fueron superiores a las de todos los tratamientos y a medida que
se aumenté la concentracién esta disminucién fue m4s marcada; en cambio
500 ppm de 4cido giberélico aumentéd el porcentaje de germinacién, por lo
menos asf{ lo confirma el anélisis de la variancia.

Estos resultados corroborarian, al igual que otros ensayos ante-
riormente mencionados, que la germinacién es un proceso independiente
del crecimiento del tubo polinico.

Sin embargo, en ningtin caso estos tratamientos fueron tan notables
en el incremento de la germinaciénky crecimiento del tubo polfnico camo

los encontrados por Chandler (11); Kato (38) que en polen de Lilium
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observé que con 50 ppm de AG se producen tubos 5 veces mayores que el

control; y Bose (5) que en polen de arvejas obtuvo resultados sorpren=
dentes (tubos 7 veces mayores que el control) por accién de la gibere-
lina con dosis de 0.05 pmm aunque no observd aumento en la germinacién.
Esto hace sunoner que tal vez ensayando dosis mds bajas de esta sustan-
cia en la germinacién de polen de C. arabica se podrian obtener efectos

mejores que los encontrados en el presente estudio.

En los resultados obtenidos las 6 dosis de &cido naftaleno acético
(25, 50, 100, 200, 300 y 400 ppm) fueron completamente nocivas para la
germinacién del polen de café. Estudios en que se han usado diferentes
sustancias promotoras de crecimiento, demostraron que el ANA es el me-
nos beneficioso en la germinacién y crecimiento de los tubos polinicos
que cualquier otra auxina (76, 84, 89). En cambio en polen de café ni
siquiera se observé una ligera influencia con esta sustancia, pero po-
drian ensayarse dosis mucho menores; no obstante, el afiadir cualquier
sustancia al medio de cultivo en concentraciones minimas requiere una
gran labor que no justificarian los pequefios aumentos que se pudieran

lograr.

Muchos autores informan sobre los efectos beneficiosos que ocasio-
nan partes del gineceo afladidas al medio de cultivo, incluyendo algunas
veces efectos quimiotrépicos (1, 7, 41, 49, 91, etc.), pero nuestras
experiencias con polen de cafeto ardbico demuestran que los estigmas no
producen tales influencias. Por el contrario, los estigmas disminuyen
la longitud de los tubos pero no influyen en el porcentaje de germina-
cién (Cuadro N2 11). Estos efectos son muy similares al que producen
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las anteras afiadidas al medio. Ambos tratamientos al 1% de probabilida-
des son inferiores al control, lo mismo que el experimento comparativo
del control vs. media antera (Cuadro N2 12),

Aqui surgiria una pregunta: de qué naturaleza es la sustancia que
se encuentra en anteras y aln en estigmas que ihhiben el desarrollo de
los tubos? Nada se sabe al respecto y sb6lo estudios cuidadosos podrén
aclarar este asunto.

Por otra parte, es interesante notar que en el caso del experimento
con y sin anteras se encontraron diferencias significativas entre blo-
ques, que hacen suponer la variacién de la viabilidad del polen de flor
a flor en C. arabica, debido a que en este emnsayo en cada repeticién
finicamente se utiliz6 polen de una sola flor. Esto confirmma lo encon-

trado por otros autores en el mismo sentido.

Los ensayos de germinacién de polen separado de las anteras de
'"Typica' y 'Bourbon! en desecadores con cloruro de calcio, silica gel
y 6xido de calcio, permiten establecer que las mejores sustancias dese-
cantes son cloruro de calcio y silica gel; el éxido de calcio resulté
ser inefectivo, a pesar de que Ferwerda (27) logré conservar polem de
'Robusta', 'Excelsa! e hibridos interespeci{ficos por m4s de un mes uti-
lizando esta misma sustancia,

De los dos primeros parece ser m4s efectiva la sflica gel (Cuadro
Ne 13 y Gréficos Nos., 1, 2, 3 y 4). Teniendo en cuenta lo sugerido por
Mendes (60) que 10% de germinacién es ya un porcentaje muy bajo, se
puede decir que con silica gel se logré conservar polen de C. arabica,
'"Typica' y 'Bourbon', durante 60 dfas y en cloruro de calcio 50 dias

para el cultivar !'Typica! y 30 para 'Bourbon'. En el caso de !'Typica!
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el tiempo de conservacién es suficiente para lograr los objetivos que

se persiguen con este tipo de estudios, ya que las floraciones en café
en las condiciones de Turrialba no se prolongan mis alld de dicho perfo-
do,

Por otra parte, considerando que el polen se conserva mejor en la
oscuridad y a bajas temperaturas (19, 20, 22, 33, 40, 41, 56, 64, 70, 7
72, 73, 74, 75), condiciones que no se tuvieron en cuenta en este expe-
rimento, se puede decir que utilizando estos desecantes sobre todo si-
lica gel, podria aumentarse por tiempo la conservacién de polen de
C. arabica. Sin embargo, es muy interesante el hecho de que empleando
esta sustancia Devreux y otros (18), y Medina y Conagin Mendes (56)
utilizando cloruro de calcio, no lograron buenos resultados con polen
de C. canephora y C. dewevrei, respectivamente, a pesar de que estos
Gltimos autores usaron refrigeracién en dichos estudios.

Mendes (57) encontré que el polen de C. arabica (variedades
tSemperflorens! y 'Caturra') es binucleado 3 6 4 dfas antes de la a=-
pertura de las flores y que el nficleo reproductivo se divide en el
tubo polinico. Teniendo en cuenta lo expuesto por Brewbaker (6) en el
sentido de que el polen binucleado se conserva por més tiempo que los
trinucleados, es muy probable que controlando mejor las condiciones de
almacenamiento el polen de C. arabica podrfa conservarse por un periodo
méds largo. De ahi que se sugiere llevar a cabo un estudio considerando
todos los factores que pudieran influir en la conservacién de la viabi-
lidad del polen de C. arabica, que serfa muy provechoso para poder con-
servar polen por mds tiempo con el objeto de obtener mutaciones, si te=-
nemos en cuenta lo sugerido por Cartledje, Murray y Blakeslee, citados

por Nebel (63).
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También serfa interesante realizar ensayos de capacidad de ferti-
lizacién del polen almacenado en pruebas de campo, ya que muchas veces
el polen conservado no germina bien en el medio de cultivo, dando bue-
nos resultados en experimentos in vivo. Ademéds, seria conveniente pro-
bar lo encontrado por Nebel (63), Nebel y Ruttle (64), y Pfeifer (74,
75), quienes lograron reactivar polen que parecfa muerto colocdndolo en

condiciones apropiadas de humedad,

Los ensayos realizados en botones de flores normales para determinar
cudndo los estigmas son mds receptibles y si son o no polinizados antes
de la apertura de la flor en C. arabica, demuestran que la mayor recep-
tibilidad de los estigmas se presenta el mismo dfa de la apertura de
las flores. Cuando se polinizan 2 veces (el dia de apertura y poste-
rior) se tiene un porcentaje de fructificacién m4ds bajo, el cual posi-
blemente se debe al proceso de manipulacién de las ramas con este tra-
tamiento (3 embolsados y 2 desembolsados), ya que los estigmas son muy
delicados, porque serfa ilégico que si una flor es polinizada en la
época de su mayor receptibilidad y atin se asegura la fertilizacién con
otra polinizacién, se logre un ntmero de frutos mucho menor. Sin em-
bargo, estos resultados estadisticamente no son diferentes al nivel de
5% y esta diferencia puede deberse al azar. Estas suposiciones anota-
das anteriommente se ven reforzadas por lo encontrado en un ligero ex-
perimento realizado més que todo para practicar la técnica de castra-
cién, embolsado y polinizacién, en el cual se encontrd lo siguiente:
de 72 botones polinizados el mismo dia se lograron 24 frutos (33.33% de
fructificacién); de 57 botones polinizados el segundo dia se obtuvieron

32 frutos (56.14%); de 31 botones polinizados el segundo y tercer dia
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se obtuvieron 26 frutos (83.9% de fructificacién).

Volviendo a lo anterior, vemos que los porcentajes de fructifica-
cién logrados (Cuadro N® 14) son inferiores a 80% obtenido por Krug
(43) utilizando la misma técnica de polinizacién, pero superiores a los
de Stoffels (86),quien utilizando bolsas de muselina parafinada obtuvo
59.4%.

El 18% de fructificacién obtenido de los botones castrados antes
de la apertura de la flor demuestra que hay dehiscencia del polen en el
botén cerrado, pero no tan alta como para asegurar una mayor fertiliza=-
cién, ya que baséndonos en el pequefio experimento preliminar enunciado
anteriormente, parece que antes de la apertura de las flores los estig-
mas ya son receptibles aunque no completamente. Sin embargo, este por-
centaje de fructificacién es superior a 9% encontrado por Stoffels (86)
en el Africa Central y a 13.7% hallado por Elgueta (24) en Turrialba.
BEsto podria explicarse tal vez por el hecho de que a los 8 dfas cuando
se quitaron las bolsas todavia los estigmas estaban tdrgidos y hubieran
sido polinizados con el polen de algunas flores tardias, aunque estas
posibilidades son muy remotas.

El efecto de la gravedad sobre la polinizacién cruzada parece te-
ner mucha importancia porque la mayoria de las ramas con el tratamiento
de flores castradas y dejadas a libre polinizacién, por el azar estuvie-
ron situadas en la parte inferior de las plantas, lo que dio como conse-
cuencia que en una repeticién (VIII)se lograran los 25 frutos porque en la
parte superior de esta rama se encontraba gran cantidad del follaje de
un 4rbol vecino. Como resultado de este tratamiento se obtuvo 52.23% de
fructificacién; considerando 18.22% de fructificacién normal antes de

la apertura de la flor se podrfa decir a grosso modo que hay un 34% de
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fructificacién debida a agentes naturales de polinizacién, porcentaje
muy superior al encontrado por Carvalho y Krug (10) que fue de 7.3 a
9%, ddndole estos autores mayor imvortancia como agente polinizador al
viento, a pesar de que Stoffels (86) no considera tan preponderante a
dicho agente. Por lo expuesto anteriormente, se atribuye m4s importan-
cia a la gravedad, ya que es menos probable que los insectos visiten
las flores en que se han suprimido las corolas y ademds esta suposicién
se ve reforzada por los estudios de Nogueira y otros (66) que demostra-

ron la importancia secundaria de los insectos en la polinizacién cruzada.

Leén, citado por Sybenga (88), indica que la polinizacién de las
flores que abren por la tarde se realiza al dia siguiente de su semi-
apertura, pero el 12.57% de fructificacién logrado en flores castradas
de este tipo y protegidas con bolsas de papel demuestra que m4s o menos
la quinta parte de ellas se poliniza el mismo dfa de su semiapertura,
porque en las flores marcadas que sirvieron de control se obtuvo 60.92%
de fructificacién (ver Cuadro N2 15).

En cambio, el 50% de fructificacién con flores semiabiertas y po-
linizadas al tercer dia nos estarfa indicando que tal vez la receptibi-
lidad del estigma disminuye en relacién al tiempo. El anélisis esta-
distico confirma tal suposicién, ya que el control fue superior a este

tratamiento al nivel de 1% de probabilidades.

El experimento llevado a cabo para determinar el efecto de la fer-
tilidad del polen irradiado nos demuestra que el polen de café puede
resistir f4cilmente hasta dosis de 1600r, puesto que no se encontraron

diferencias significativas en la produccién de frutos obtenidos con polen
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irradiado a dosis de 400, 800 y 1600r comparados entre ellos ni compa-
rados con los de polen sin irradiar (testigo).

Koller (42) indica que una de las condiciones para que la germi-
nacién del polen irradiado pueda ocurrir normalmente es que debe haber
un nicleo generativo diferenciado en el polen, lo cual es normal en el
polen de café arébico 3 6 4L dfas antes de la dehiscencia, Mendes (57).
Esto explicaria lo encontrado en nuestros resultados.

Nishiyama (65) demostré que el volen de 4 especies probadas es més

resistente que las semillas secas, pues a dosis de 1 x 105

r estos ti-
pos de polen germinan tan bien camo el control; sin embargo, concluye
diciendo que es dudoso que la fertilizacién se produzca con polen irra=
diado a estas dosis,

El hecho de haber obtenido un porcentaje muy bajo de semilla ama-
rilla (no cruzada) hace suponer que hubo polinizacién y fertilizaciémn
antes de la apertura de la flor, o la posibilidad de que estas semillas
fueran haploides del mutante !'Cera' originadas por induccién del polen
irradiado.

Demostrado asi que el polen de café tolera dosis relativamente al-
tas de irradiacién se abre un nuevo campo para la investigacién referen-

te a la determinacién de heterosis en esta especie, tal como lo sugiere

Osborne (71) para especies perennes.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

El presente estudio se llevé a cabo con el objeto de determinar las
caracterIsticas morfolégicas del grano de polen, los medios adecuados
para su germinacién (ensayando también algunas sustancias promotoras de
crecimiento) y los procesos de polinizacién en C. arabica L., llegindo-
se a las siguientes conclusiones:

1. El grano de polen en C. arabica L. es esférico suboblado, tricol
pado, con exina reticulada.

2, El tamafio del polen varfa mucho segfin su origen, pero de los
3950 granos medidos se tiene un pramedio de 31,23 micras.

3. las toncentraciones de agar y sacarosa méds adecuadas para la
geminacién y m4s que todo para el crecimiento del tubo polfnico son:
0.2, 0.5 y 1% de agar, y 10 y 15% de sacarosa. Las altas concentra-
ciones de estas sustancias no son beneficiosas para lograr un desarrollo
normal del tubo polinico.

4. El 4cido bérico afladido al medio en concentraciones que varia-
ron de 10 a 200 ppm, muestran que 50 ppm son beneficiosas para incre-
mentar la germinacién y crecimiento del tubo polfnico, las dosis bajas
no causan ningtn efecto, pero las altas desde 100 ppm producen arruga-
miento notable y disminucién de la longitud del tubo.

5. El 4cido giberélico ensayado a dosis de 31.25 a 500 ppm mues-
tra un efecto deletéreo de esta sustancia en el crecimiento del tubo
polinico, el cual se acentda a medida que se aumenta la concentracién;
en cambio 500 pmm aumenta el poreentaje de germinacién, a pesar de pro-
ducir tubos muy pequetios.

6. El 4cido naftaleno acético en todas las dosis probadas es com-
pletamente nocivo para la germinacién y crecimiento de los tubos polini-

cos,
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7. Los estigmas macerados y afladidos al medio de cultivo no afec-
tan la germinacién pero sf el crecimiento del tubo polinico al cual in-
hiben. No se observaron efectos quimiotrépicos de los tubos polinicos
hacia los estignmas.

8, Las anteras afiadidas al medio de cultivo tampoco afectan la
geminacién pero si disminuyen el crecimiento de los tubos polfnicos
sobre todo de los que se encuentran mis cerca de ellas,

9. Los estudios de conservacién de polen de C. arabica muestran
que la mejor forma de conservarlo es separdndolo de las anteras y en
desecadores con silica gel y cloruro de calcio, siendo un poco mds be-
neficiosa sflica gel. En estas condiciones y a temperatura de labora-
torio y luz perenne se puede conservar la viabilidad del polen por més
de 80 dfas, aunque a los 70 y 80 dfas dan porcentajes de germinacién
inferiores a 10% y tubos cada vez m4s pequefios,

10. 1las polinizaciones en botones de flores normales muestran
que los estigmas son receptibles antes de la apertura de la flor, pero
es mucho mayor el mismo dia de la apertura. La gravedad parece tener
un efecto notable en la polinizacién de C. arabica.

11, M4s o menos la quinta parte de las flores que abren por la
tarde se polinizan el mismo dia de su semiapertura, pero la mayor par-
te lo hacen al siguiente dfa.

12, 1Ia fertilidad del polen de C. arabica no disminuye al ser

irradiado. Soporta muy bien las dosis de 1600r.
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SUMMARY AND CONCLUSIONS

The objectives of the present study were to determine the
morphology characteristics of the pollen grain, the adequate media
for their germination (using growth promoting substances as well),
and the pollination processes in C. arabica L.

The results obtained were as follows:

1., The C. arabica pollen grain is spheric to oblate, tricolpate,
with reticulate exine.

2. There is great variation in pollen size according to origin
but of the 3950 grains measured an average size of 31.23 micras wes
observed.,

3. The most adequate concentrations of agar and saccharose for
gemination and especially for pollen-tube growth are 0.2, 0.5 and
1% agar,and 10 and 15% saccharose. Higher concentrations of these
substances are not beneficial for normal development of the pollen
tube.

4o When boric acid was added to the medium in concentrations
varying fram 10 to 200 ppm it was observed that 50 ppm are beneficial
for increasing germination and pollen-tube growth, Low doses had no
effect, but high ones fram 100 ppm cause considerable shrivelling and
decrease in pollen tube size.

5. Gibberellic acid applied in doses fram 31.25 to 500 ppm
results in an inhibiting effect of this substance on pollen-tube
growth. This effect increases with increases in concentration; 500
pPpn, however, increases germination percentage in spite of producing

very small pollen tubes,



- 109 -

6. Naphthalene acetic acid inhibits gemination and pollen-tube
growth completely in all the doses tested.

7. Macerated stigmas added to the growth medium do not affect
germination but inhibit pollen-tube growth. No chemotropism was
observed of the pollen tubes toward the stigmas.

8. Anthers added to the culture medium did not affect germina-
tion either, but decreased pollen-tube growth, especially of those
closest to the anthers,

9. Pollen storage studies in C. arabica showed that the best
way of storing it is to separate it from the anthers and placing it
in dessiccators with silica gel and calcium chloride. Silica gel is
most favorable. Under these conditions, at room temperature and
continuous light, poilen viability can be kept for more than 80 days,
although 70 and 80 days give germination percentages lower than 10%
and smaller tubes.

10, Pollination of normal flower buds showed that the stigmas
are receptive before the flower opens, but are much more so on the
day of opening. Gravity seems to have a notable effect on C. arabica
pollination.

11. Approximately one fifth of the flowers that open in the
afternoon are pollinated on the same day that they open, but the
larger part do so on the next day.

12, Pollen fertility of C. arabica is not decreased by irradia-

tion in doses even up to 1600r.
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