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Resumen

El tomate de arbol es uno de los diez cultivos de mayor importancia econémica en Ecuador. Es
susceptible a diversas patologias ocasionadas por bacterias, hongos, insectos y nematodos y es tratado
con pesticidas de todo tipo. El uso prolongado de pesticidas y en dosis inadecuadas desencadena
cambios morfolégicos, anatémicos y fisiolégicos como la inhibicion de la germinacién del polen y del
tubo polinico que afectan a la produccion del fruto. Ante esta problematica, el presente estudio tiene
como objetivo observar en el Microscopio Electrénico de Transmision (TEM) cortes ultrafinos de polen
de Solanum betaceum que evidencien el efecto que causan los pesticidas convencionales, biolégicos y
ecolégicos en la morfologia del grano de polen de tomate de arbol. Se recolectaron _ores maduras de
Selva Alegre, Pichincha y se extrajo polen de las anteras para la germinacion in vitro. Se realizd el
acondicionamiento quimico de las muestras para poder ser observadas en el TEM que consta de: fijacion
con glutaraldehido 2 %, tetradxido de osmio 1% y deshidratacién con series graduadas de alcohol.

La muestra fue infiltrada con acetonitrilo y fue polimerizada en resina media epoxy. Para obtener cortes
los bloques con las muestras fueron seccionados con un espesor de 90 nm en el ultramicrétomo.
Finalmente, se realizo la tincion de las secciones con acetato de uranilo 1% y citrato de plomo 2% previa
a la observacion en el TEM. El total de pesticidas visualizado fue seis, dos por cada tipo de pesticida mas
dos controles con y sin germinacién. En el TEM se pudo apreciar la morfologia del grano de polen
germinado caracterizado por presentar una forma tricolporada. De los 140 pdlenes observados los
pesticidas quimicos ocasionaron dafio en el 80% de las muestras, los de tipo ecolégico modificaron al
50% y los de tipo bioldgico generaron una variacion en el 10% de las muestras. Por lo tanto, se logro
evidenciar los dafios generados en el polen de tomate de arbol mediante la observacion en el TEM.

biomagnificacion de sustancias toxicas en las
cadenas de los organismos vivos. Las plantas
no son la excepcion pues los pesticidas han

Introduccion
El tomate de arbol es un cultivo tradicional de
los Andes, el cual con el paso del tiempo ha

desarrollado importancia econémica al extender
sus cultivos desde Meéxico hasta Argentina
(Rios, 2010). En Ecuador, las plantaciones de
esta especie, se las localiza mayoritariamente en
las provincias de: Imbabura, Tungurahua,
Chimborazo y Azuay ocupando de acuerdo a los
datos publicados por el Sistema de Informacion
Nacional de Agricultura, Ganaderia,
Acuicultura y Pesca, en el afio 2011 un total de
2308 hectareas cosechadas. Sin embargo, Lucio
et 1997, han reportado enfermedades
relacionadas con el desarrollo de plagas de
insectos, nematodos, afitodos y hongos que
afectan al cultivo. Esta es la mayor razdn por la
que el sector agricola se ha visto obligado al uso
de pesticidas que pueden generar dafios en la
fertilidad de la planta. De hecho,
investigaciones realizadas en frutos de interés
en otros paises, han comprobado que el uso
prolongado de pesticidas en el control de plagas,
junto con las malas técnicas agricolas ha
ocasionado serios problemas ambientales y de

causado dafios en las funciones de fotosintesis y
transpiraciéon de la planta. Fallas que han
desencadenado cambios morfoldgicos,
anatémicos y fisioldgicos importantes como la
inhibicién de la germinacion del polen y del
tubo polinico que afectan a la produccion del
fruto (Tort, 2005). Para la comprobacién de las
afecciones causadas por los pesticidas, en el
presente estudio se pretende aprovechar la gran
resolucion del TEM para observar muestras de
polen de tomate de arbol expuestas in vitro a
pesticidas y muestras sin pesticidas para realizar
una comparacién. Mediante el seccionamiento
de la muestra en el ultramicrétomo, se
obtendran cortes ultrafinos que evidenciaran los
cambios en la estructura interna del polen
debido a los cambios generados ante la
exposicion de pesticidas ecoldgicos, biolégicos
y quimicos. Cabe recalcar que, a nuestro
conocimiento, no se han reportado estudios
similares en el Ecuador que realicen cortes ultra
finos en polen para la visualizacion de dafios en



el Microscopio Electrénico en una especie
endémica.

Materiales y Métodos

Se empez6 el estudio a partir de un muestreo
que consisti6 en la recoleccion de
aproximadamente 500 flores maduras de
Solanum betaceum de los sectores de Selva
Alegre y la Hacienda el Prado (Pichincha) y de
la zona de Patate (Tungurahua). Se separd un
control sin germinacion y libre de pesticida al
tiempo cero y otro control con germinacidn,
pero sin pesticidas. Al cabo de seis horas en
incubacién a 22° C, se tomaron nuevamente
muestras que representaron el polen vya
germinado. Se obtuvieron un total de 6 muestras
suspendidas en medio de germinacién mas
pesticidas y dos controles con y sin
germinacion. Para la observacion en el TEM se
sigui6 el protocolo de acondicionamiento
quimico que consisti6 de tres pasos
fundamentales:  fijacion, posfijacion y
deshidratacion. Para la fijacion se tomé como
base el protocolo descrito por Kuo (2007), se
suspendid la muestra en glutaraldehido al 2%
disuelto en buffer fosfato y tetradxido de osmio
(TOO) 1% para la posfijacion. En la
deshidratacion se tomo como base el protocolo
descrito por Kulhmann (2008), efectuando
diluciones seriadas de etanol a distintos
porcentajes: 30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90% y
99.9%. Los tiempos para ambos protocolos
fueron modificados, para la fijacion en
glutaraldehido al 2% se dej6 al polen
suspendido durante toda la noche. Para
continuar, se realizé la posfijacion en TOO
durante una hora y se efectuaron dos lavados
con agua destilada. Para finalizar, Ila
deshidratacion consistié en soluciones seriadas
de etanol al 30 %, 50% y 70% por 30 minutos y
por una hora en 90% y 99.9%. Se elaboré resina
epon y se infiltr6 la muestra empezando con una
proporcion  1:1  acetonitrilo:etanol,  2:1
acetonitrilo:resina, 1:1 resina: acetonitrilo, 2:1
resina:acetonitrilo durante toda la noche. Para
terminar, se embebi6 a la muestra en resina al
100% por 6 horas y finalmente se realizé un
cambio por resina pura. Una vez embebida se
inicié la polimerizacion de la resina a 60° C en
la estufa durante 72 horas. Los cortes semifinos
fueron obtenidos con una cuchilla de vidrio seca
0 con una cuchilla incorporada con un bote
lleno. Las secciones ultrafinas fueron obtenidas
después de localizar en los cortes semifinos el
drea de interés para el seccionamiento.
Posteriormente, se obtuvo en el ultramicr6tomo
a una velocidad de corte de 1.5 mm/seg cortes
de 90nm de espesor. Los cortes fueron tefiidos
con acetato de uranilo 1% vy citrato de plomo
2% previo a la observacion en el TEM.

Resultados

El estudio morfolégico del polen de Solanum
betaceum se dividi6 en tres grupos de
pesticidas: quimicos, ecoldgicos y biolégicos;
un control sin germinacién y un control
germinado. El total de pesticidas analizado fue
seis, dos por cada grupo de pesticida, mas los
dos controles. El control sin germinacion fue
tomado tras la recoleccion sin exposicion a
ninglin tipo de pesticida ni medio de
germinacion y fue suspendido directamente en
el fijador glutaraldehido. Este control
corresponde a la forma natural del polen de
tomate, en el cual se observd la estructura
caracteristica de la familia Solanaceae. La figura
1A, obtenida en el microscopio electrénico de
Barrido (SEM) permite apreciar un polen de un
tamafio de aproximadamente de 27 nm, una
simetria radial (SR) y la presencia de tres poros
0 estructura tricolporados. El corte ultrafino
(Figura 1B) ayuda a distinguir la estructura
interna del polen, la exina (EX) gruesa que
recubre al grano de polen y la intina (IN) mas
delgada. También se notd abundante citoplasma
(CI) con un nacleo prominente que representa al
nucleo vegetativo (NV), localizado casi en el
centro de la estructura proximo a una apertura
(AP) y un nacleo generativo (NG) situado cerca
de la intina. El otro control corresponde a un
grano de polen tras seis horas de germinacion
(Figura 1C), imagen obtenida en el SEM, donde
se apreci6 la formacion de un tubo polinico de
15 nm. Por su parte, el corte ultra fino de otro
grano de polen control germinado, permitio
observar la presencia de dos nicleos. El nlcleo
mas grande representa al nicleo vegetativo
localizado cerca de la apertura y junto al mismo
se encuentra un ndcleo mas pequefio, el nicleo
generativo. Dentro de la estructura, se puede
apreciar unas estructuras blancas, identificadas
como plastidos rellenos con granulos de
almidon presentes en granos de polen. Como
parte caracteristica del polen germinado se
observo la elongacion de un tubo polinico de 3




Figura 1: Polen de Solanum betaceum. A. Vista polar de un
polen sin germinacién muestra la presencia de un polen de
un tamafio de 25 nm (barra indicadora de la escala 5 mm) y
presencia de tres poros (SEM). B. Corte ultra _no de 90 nm
visualizado a 2500X, muestra una exina gruesa, una intina
fina, tres aperturas, la presencia de un nlcleo vegetativo
prominente situado cerca a una apertura y un ntcleo
generativo junto a la intina (TEM).

CORTES ULTRAFINOS DE POLEN NO
GERMINADO Las iméagenes obtenidas a partir
del control sin germinacién fueron similares
unas de otras al presentar dos nicleos y tres
aperturas cortas. No se evidencié la presencia
del tubo polinico, pero se divis6 una exina de
igual grosor recubriendo todo el grano (Figura
2). En cuanto a los nicleos generativo y
vegetativo, no se pudieron identificar
claramente, pero se visualizd6 abundantes
plastidos en todo el citoplasma.

Figura 2: Polen de Solanum betaceum, cortes de 100nm,
control  sin  germinacién.Presencia de polenes con
morfologia similar, observacién de tres aperturas y nicleos
internos. El ndcleo prominente representa el nicleo
vegetativo (NV) y al lado opuesto se encuentra el nudcleo
germinativo (NG). La capa externa, exina (EX) se mantiene
constante envolviendo al toda la estructura (TEM 2500X).

CORTES ULTRAFINOS DE POLEN
GERMINADO Cada grano de polen observado
mostr6  diferentes  tamafios, formas vy
localizacion de estructuras. Tal es el caso de las
figuras 3A y 3D, las cuales muestran la
presencia de un Unico nucleo en el centro
correspondiente al nacleo vegetativo y la
formacion de un tubo polinico pequefio.
Independiente a lo anterior, las figuras 3B y 3C
revelan un ndcleo generativo de un tamafio
considerable y no se diferencia claramente la
localizacion del nicleo generativo.

Figura 3: Polen de Solanum betaceum, muestra control sin
germinacion, cortes ultra finos de 90-100 nm. Al interior del
polen se observan un nicleo grande localizado en el centro
el citoplasma, nicleo vegetativo (NV). Se evidencia la
morfologia tricolporada y la formacion de un tubo polinico
(TEM 2500X).

CORTES ULTRAFINOS
BIOLOGICOS

Los pesticidas biologicos en los cuales fue
sometido el polen de tomate de &rbol fueron Ay
B. Los cortes ultrafinos del pesticida A
presentaron una variacion en la morfologia, los
pélenes son alargados y no mantienen la
estructura tricolporada (Figura 4AC). Por otro
lado, existen otros pélenes que mantienen la
forma caracteristica de la familia Solanacea
(Figura 4BD). En cuanto a los nucleos, todos los
pélenes presentaron un ndcleo grande, un
nlcleo vegetativo, cerca de una de las aperturas
y en contadas ocasiones se distinguié el nicleo
germinativo claramente (Figura 4A).

Casi todas las fotografias captadas en el TEM
ayudaron a distinguir la capa externa, exina,
rodeando al polen, y la capa interna intina
delineando ligeramente al citoplasma.

PESTICIDAS




Figura 4: Polen de Solanum betaceum, cortes de 90 -100nm,
pesticida biol6gico.A, D Cambio de la forma tricolpada del
polen a una forma alargada. B,D Los p6élenes mantuvieron la
forma comin de la familia Solanacea (TEM 2500X). D
Formacion del tubo polinico.

En el segundo pesticida biolégico B, se
observaron cambios en la morfologia del polen
pues no se logré ver la forma tricolporada de un
polen perteneciente a la familia Solanaceae
(Figura 5B,D). También se aprecié la formacion
de dos tubos polinicos en dos de tres aperturas
del grano de polen y se notd variacién en el
grosor de la exina en una de las imagenes
captadas (Figura 5B) junto con la presencia de
una abundante presencia de plastidos (P)
rellenos con almidén (AL) en todo el
citoplasma.

Figura 5: Polen de Solanum betaceum, cortes de 90-100,
pesticida biolégico. A. Visualizacién de dos tubos polinicos
(TP) creciendo a partir de dos de las tres aperturas del grano
de polen. B. Notable variacion en la morfologia, sin
observarse la estructura caracteristica de la familia
Solanacea y se aprecia la presencia de abundantes plastidos
con un centro de almidén dentro. C. Observacion de la
presencia de dos nucleos de casi igual tamafio, nlcleo
generativo (NG) y nucleo vegetativo (NV). D. Notable
deformacién en la morfologia del grano de polen y de los
nlcleos vegetativo y generativo (TEM 2200X).

CORTES ULTRAFINOS PESTICIDAS
ECOLOGICOS Los dos pesticidas ecolégicos
empleados para el estudio fueron: C y D. El
primer pesticida, C presentd una estructura
acolpada, sin prominencias o aperturas (Figura
6AB,C) y mostrd6 una variacion en la
localizacion de los nucleos generativo y
vegetativo (Figura 6B). Sin embargo, permitid
distinguir organelos internos como células
generativas (CG) dentro de su ndcleo y la
presencia de mas de un tubo polinico en el
grano de polen (Figura 6C).

Figura 6: Polen de Solanum betaceum, cortes de 90-100 nm,
pesticida ecoldgico. A, Observacion del ndcleo vegetativo
(NV) cerca del tubo polinico (TP) y un nlcleo generativo
(NG) al lado opuesto dentro del citoplasma del polen.
B.Formacion de tubo polinico (TP) y el ndcleo vegetativo
(NV) ubicado dentro del tubo, C. Nucleo generativo (NG)
de gran tamafio con estructuras internadas identificadas
como las células germinativas (CG) y presencia de la
formacion de dos tubos polinicos. D. Grano de polen con
estructura interna irregular llena de pléastidos internos (P)
(TEM 2200X).

Finalmente, una de las estructuras observadas
presentd una morfologia particular al evidenciar
un sélo ndcleo cubriendo casi la totalidad del
citoplasma y dentro del mismo unas estructuras
blancas, plastidos (Figura 7D). En cuanto al
segundo pesticida ecologico D, se observd una
morfologia alargada en la mayoria de los granos
de polen que presentaron casos con formacion
de dos tubos polinicos (Figura 7A).
Nuevamente, se observd en estas muestras la
presencia de células generativas definidas
dentro del nicleo y se generd una variacién en
el tamafio del nicleo vegetativo. Otra variacion
encontrada fue el alargamiento del ndcleo
vegetativo, la falta de definicion del ndcleo
germinativo y falta del tubo polinico.(Figura
7C).




Figura 7: Polen de Solanum betaceum, cortes ultra finos de
90 nm, pesticida ecolégico. A. No se evidencia una
estructura tricolporada, sino méas bien alargada, los ntcleos
generativo y vegetativo se encuentran situados uno junto al
otro y no varian notablemente en tamafio. B. Nucleo
generativo predominante (NG) con presencia de organelos y
célula germinativa (CG). C. Morfologia con una sola
apertura, nicleo vegetativo de gran tamafio. D. Se evidencia
un nucleo vegetativo alargado y un nicleo germinativo sin
definicién localizado junto a la intina (TEM 2100X).

CORTES ULTRAFINOS PESTICIDAS
QUIMICOS Los dos pesticida quimicos
empleados para la observacion de la morfologia
fueron: E y F. El pesticida E present6 grandes
variaciones en cuanto a morfologia, pues los
polenes fueron totalmente deformados o no
presentaron estructuras internas reconocibles
(Figura 8B,D). En la figura 8A, se observa la
formacion del tubo polinico, pero no se divisan
ndcleos internos. Por otro lado, de los pocos
granos de polen que presentaron ndcleos
internos, se pudo observar que el ndcleo
vegetativo migré hacia el tubo polinico y el
ndcleo germinativo se sitda junto a la pared en
el extremo opuesto (Figura 8C).

Figura 8: Polen de Solanum betaceum, cortes de 90-100 nm,
pesticida quimico.

A. Se observé deformaciéon en la morfologia del polen y
ausencia de organelos. B. Estructura con presencia de
nlcleo germinativo (NG) junto a la intina y un ndcleo
vegetativo (NV) al lado opuesto. C. Formacion de un tubo
polinico en donde se encuentra alojado el ndcleo vegetativo
(NV). D. Morfologia tricolporada sin nicleos internos.
(TEM 2100X).

El segundo pesticida quimico F, al igual que E
mostré una fuerte variacion en la morfologia del
grano de polen y no se distinguieron organelos
internos en el citoplasma ni tubo polinico
(Figura 9A). En pdlenes en los que se observo la
formacion del tubo polinico (Figura 9B,C), se
divis6 un solo nicleo interno. Finalmente, en las
pocas secciones observadas con presencia de

nacleo germinativo y vegetativo no se identificd
la presencia de tubo polinico.

Figura 9: Polen de Solanum betaceum, cortes de 90-100
nm, pesticida quimico F. A. Observacién de polen de cuatro
aperturas y sin organelos internos. B, C. Formacion de tubo
polinico con presencia de una masa interna sin definicién.
D.Morfologia tricolporada, nucleo vegetativo (NV) de
mayor tamafio que el ndcleo germinativo (NG), presencia de

Discusion

El espécimen seleccionado fue el grano de polen
por ser el gameto masculino de las plantas
gimnospermas que juega un papel central en la
reproduccion sexual de la planta (Abreu, Costa,
Oliviera, Cunha, & Castro, 2006). En la
investigacion base realizada en campo por
Padilla (2013), se probaron 18 tipos de
pesticidas sometiendo al cultivo de tomate a
dosis recomendadas por los fabricantes de cada
producto. Los datos recolectados en campo
indicaron los pesticidas que generan mayor y
menor dafio mediante la aplicacion de un
analisis de fertilidad del polen observado bajo el
microscopio oOptico (MO). Para ayudar a
observar el dafio de los pesticidas sobre el
polen, se realizé el estudio del grano de polen
de tomate bajo el TEM. Los seis pesticidas
utilizados para el ensayo son de naturaleza
distinta y en campo actlGan para combatir
patégenos especificos. La mayoria de plagas
que afectan a los cultivos de tomate de arbol son
hongos, razon por la cual se emplean fungicidas
encargados de combatir a estos organismos.
Empezando por los pesticidas que mostraron
menores dafios en la morfologia del polen
aquellos de origen biolégico. El pesticida A es
un bioinsectida obtenido a partir del hongo
facultativo parésito Metarhizium anisopliae que
afecta a un amplio rango de insectos de
diferente orden. El ciclo de vida de este
organismo consiste en la germinacion asexual
de la conidia o espora sobre la cuticula del
insecto (Martinez, Alvarez, & Ramos, 1996). La



infeccion ocurre cuando el tubo germinativo del
hongo penetra la cuticula del insecto e introduce
pequefias hifas. Estos fragmentos de hifas
crecen y se multiplican y eventualmente matan
al insecto (Leland, 2013). El otro pesticida
biolégico utilizado es B, también obtenido a
partir de un hongo entomopatogeno
Lecanicillium lecanii. Este insecticida biol6gico
ayuda al control de la mosquita blanca (Bemisia
sp.), trips y & dos, afectando a los insectos de
los ordenes Hemiptera,Homoptera y
Thysanoptera en un lapso de 4 a 6 dias (Franco,
Rodriguez, Cevantes, & Barranco, 2011). Por
otro lado, entre los pesticidas ecoldgicos se
utiliz6 C o denominado Extracto Carboxamida,
el cual es aplicado en los cultivos para inhibir el
crecimiento de hongos. Su mecanismo de accién
consiste en inhibir la enzima ubiquinona
succinato deshidrogenasa del complejo I
mitocondrial ocasionando la interrupcion del
trasporte de electrones en la cadena de la
respiracion  mitocondrial; asi el hongo
permanece sin energia y es eliminado (Elskus,
2012). El pesticida D también de tipo ecolégico,
formado por Hidroximetil Alquil N Dimetil es
un fungicida y bactericida de contacto de accion
sistémica. Su mecanismo de accién consiste en
localizar al fitopatogeno y activar un
mecanismo de competencia por oxigeno, donde
se precipitan las proteinas propias del hongo y
se las elimina por blogueo enzimético (Padilla,
2013). El pesticida E o clorotalonil (C8CI4N2)
es de accidn fungicida de amplio espectro usado
en plantaciones de arboles frutales y posee alta
persistencia en el suelo. Ha sido reconocido por
la FAO como un producto carcinogénico, toxico
para animales acuaticos y que ocasiona
infertilidad en humanos (FAO, 1982). El
mecanismo de accion de cloratalonil radica en
afectar a los enlaces del glutation, un
antioxidante no enzimatico que es basico para
importantes  funciones enzimaticas en la
detoxificacién y respiracion celular. Por otro
lado, F o Pyraclostrobin + Epoxiconazol es un
fungicida sistémico empleado para el control de
enfermedades foliares, empleado debido al
doble modo de accion combinado de sus dos
ingredientes. El ingrediente activo Epoxiconazol
inhibe la biosintesis de ergosterol, constituyente
de la membrana celular de los hongos. El otro
ingrediente activo Pyraclostrobin actia como
inhibidor del transporte de electrones en las
mitocondrias de las células de los hongos
inhibiendo la formacion de ATP. En los cultivos
es usado generalmente debido a que inhibe la
germinacion de esporas

y el desarrollo de tubos germinativos de los
hongos (Carretero, 1992). Segun De Lacerda
(De Lacerda, Gomes, Cruz, & De Oliveira,
1994) existe interferencia de los agrotoxicos en

la germinacion del polen obesrvando que ciertos
productos reducen la germinacion del tubo
polinico, tanto in vitro como in vivo al ser
utilizados de manera excesiva. Esta es una de
las motivaciones por las cuales se decidi6
emprender un estudio que muestre las
variaciones a nivel interno, permitiendo
observar los cambios morfolégicos generados
ante la influencia del uso de pesticidas.

Conclusiones

El analisis de los cambios efectuados en la
morfologia del polen sometido a tres grupos de
pesticidas identificé los dafios internos sufridos
ante la exposicion in vitro durante la
germinacion. De los tres tipos de pesticidas
empleados los productos de tipo quimico
generan un dafio del 80% de los polenes
observados en los dos pesticidas empleados.
Seguido por los pesticidas ecolégicos que dafian
el 50% de los pdlenes donde el producto que
gener6 mayor efecto corresponde a Hidroximetil
Alquil N Dimetil. Por ultimo los pesticidas
biolégicos generaron una variacion en la
morfologia del 10% de los cuales Metarhizium
anisopliae es el tipo de pesticida que generd
mayor dafio en las muestras. Por lo tanto, se
establece que los pesticidas de tipo quimico son
los productos que ocasionan mayores cambios
en la morfologia del polen, la intina y los
nlcleos internos presentes.El estudio de los
efectos de los tres grupos de pesticidas ayudé a
evaluar la viabilidad del polen, la cual refleja
una incidencia significativa en la morfologia
interna que en consecuencia afecta a la
reproduccion sexual de la planta.
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