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METODOS PARA LA DETERMINACION
DE LA FERTILIDAD DEL POLEN Y SU RELACION
CON LOS RESULTADOS DE LAS POLINIZACIONES

Maria E. Gonzalez, Ana Estévez y Diana Garcia

ABSTRACT. Two staining methods -aceto carmin and
acid fuchsine lactophenol- and in vitro germination were
used to estimate pollen fertility in five potato varieties
within the first, fifth and tenth days of pollen storage.
Fertile pollen was ranked into three groups according to
grain shape and content. Fertile pollen percentage de-
creased according to method arrangement and germina-
tion was reduced as days were passing away. Highly
significant and positive correlations were recorded be-
tween aceto carmin and lactophenol. Just in vitro pollen
germination was proved to be significantly correlated to
fruit and seed number per fruit, giving an actual male
fertility estimate.
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INTRODUCCION

La determinacion de la fertilidad del polen es un
aspecto importante a tener en cuenta, para hacer con-
clusiones con respecto a investigaciones relacionadas
con la reproducciéon sexual (Bamberg y Hanneman,
1991). Cuando observaciones microscopicas de los
estilos indican que los tubos polinicos no penetran en
el estilo, esto puede ser debido a incompatibilidades o
a que el polen no es viable.

Existen diferentes métodos directos e indirectos
para determinar la fertilidad del polen (Maria E. Gonza-
lez et al., 1992).

Los métodos de tincion son indirectos y han sido
utilizados por diferentes investigadores (Ehlenfeldt, y
Hanneman, 1984; Ana Estévez, 1985; Brown, 1989,
Adiwilaga y Brown, 1991; Brown y Adiwilaga, 1991;
Bamberg y Hanneman, 1991; y Maria E. Gonzélez et a/.,
1992); sin embargo, tienen la ventaja que permiten
hacer predicciones rapidas de la fertilidad masculina.
La determinaci6n de la germinacién in vitro del polen,
es un método mas directo con resultados mas precisos,
los que se corresponden en mayor medida con los
éxitos en los cruzamientos (Jansen y Hermsen, 1976).

El objetivo del trabajo fue el estudio de la fertilidad
del polen, a diferentes tiempos de conservacion a 4°C
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RESUMEN. Dos métodos de tinci6n -aceto carmin y lac-
tofenol fuchina 4cida- y germinacién in vitro, fueron apli-
cados para estimar la fertilidad del polen en cinco
variedades de papa al primer, quinto y décimo dias de
almacenamiento del polen. El polen fértil fue dividido en
tres clases basado en laforma y el contenido de los granos.
Se apreci6 un decremento en el porcentaje de polen fértil
en el orden indicado de los métodos, asi como una dismi-
nucién de la germinacién con el transcurso de los dias. Se
encontraron correlaciones positivas y altamente significa-
tivas entre los métodos de aceto carmin y lactofenol. Se
pudo comprobar que solamente la germinacién del poler
in vitro estuvo correlacionada significativamente con el
namero de frutos y semillas por fruto, dando un estimado
mds real de la fertilidad masculina.
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mediante tres métodos y la relacién entre estos méto-
dos y el nimero de frutos y semillas por fruto.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio de la fertilidad y germinacion
in vitro del polen en cinco variedades de papa (Desirée,
Atlantic, Kondor, Aninca Yy Marinca). Se colectaron
100 flores de cada variedad en el momento de la ante-
sis, aproximadamente a las 10 de la manana del dia 20
de enero de 1994, Se realizo la extraccion det polen el
mismo dia de colectado y se conservé en frascos de
vidrio tapados, Ios que se colocaron en condiciones
refrigeradas a 4°C durante 10 dias.

Los conteos al microscopio con un aumento de
450x%(45%13x) se realizaron en nimero de 1 000 granos
al primer, quinto y décimo dias de almacenamiento y se
determinaron los porcentajes de fertilidad y germina-
cién del polen. Se realizé una apreciacion visual de los
granos de polen fértiles para los tres métodos, basado
en el poder de germinacion, la forma y el contenido de
los granos de polen para los tres tiempos de conserva-
cién. Se consider6 como polen con citoplasma muerto
el redondo que se colored y no germiné.

Métodos utilizados para la determinacion de la
fertilidad del polen:

1.- Tincién con aceto carmin (1%), donde se consider6
como polen fértil el redondo y coloreado de rojo.



2.- Tincién con lactofenol fuchina acida, donde se con-.

sideré como polen fértil el redondo y coloreado de
rojo brillante.

3.- Germinacién in vitro, mediante el método descrito
por Marfa E. Gonzélez et al. (1992), donde se consi-
der6 como grano de polen germinado aquel que el
tubo poalinico fuese dos veces mayor a su didmetro
(Ramanna y Hermsen, 1974).

Se realizaron diferentes combinaciones hfbridas,
donde se seleccionaron 30 botones con caracteristicas
similares por cada progenitor femenino y se polinizaron
(Tabla lil) con polen de uno, cinco y 10 dias de almace-
namiento. Posteriormente alrededor de los 25 dias se
cosecharon los frutos botanicos (bayas), contandose
por cada combinacién el nimero de semillas total y se
determind el nimero promedio de semitlas por baya y
el porcentaje de fructificacién (porcentaje de éxito).

Se hicieron andlisis de proporciones para cada
variedad con los tres métodos utilizados y los dias de
coleccién, con el objetivo de detectar si existieron dife-
rencias entre los métodos y entre los dias.

Se estimaron los coeficientes de correlacion, asi
como los de sendero, considerandose un esquema
causal donde:

Efecto: Yo- numero de semillas por fruto
Causas: X1- polen tefiido con aceto carmin (%)
Xeo- polen tefiido con lactofenol fuchina 4cida
(%)
Xa- polen germinado (%)
X4- nimero de frutos

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla | se muestra fa apreciacién visual de
los granos de polen fértiles para los métodos de tincién
conaceto carmin, lactofenol y germinacién invitro. Con
carmin son tefidos de rojo, {os granos redondos vivos,
redondos con citoplasma muerto y los redondos con
degeneracion del citoplasma. Con lactofenol son tefii-
dos de rojo brillante, los granos redondos vivos y re-
dondos con citoplasma muento. Por el método de
germinacién in vitro, solamente germinan los granos
redondos vivos.

Tabla |. Apreciacion visual de los granos de polen
tértiles para tres métodos. Clasificacion
basada en el poder de germinacion, la
forma y el contenido de los granos de
polen

Métodos Caracteristicas fenotipicas dei grano de polen
Redondos  Redondos con Redondos con
vivos citoplasma  degeneracién
muerto del citoplasma
Carmin + + +
Lactotenol + + -
Germinacién + - -

Estos resultados indican que el método de germi-
nacién determina el porcentaje de polen con citoplas-
ma vivo, mientras que el carmin y lactofenol tifien
citoplasmas vivos y muenrtos, donde se realiza una
sobreestimacién de la fertilidad del polen. Esto se evi-
dencia claramente en la Figura 1(a-e). En esta se obser-
va una disminucién del porcentaje de polen fértil en el
orden carmin, lactofenol y germinacién. Con los méto-
dos de tincidén no disminuye el porcentaje en el trans-
curso de los dfas, lo que coincide con los resultados
encontrados por Ana Estévez (1985), poniéndose de
manifiesto que tifen todo tipo de citoplasma. Estos
métodos son muy faciles y rapidos, y permiten analizar
un gran nimero de observaciones, pero dan solamente
una indicacién de la fertilidad masculina.

Por otro lado, con la utilizacién del método de
germinacion, se observa que a medida que transcurren
los dias de almacenamiento del polen la viabilidad del
mismo disminuye.

Seglin Tanner et al. (1990), el aceto carmin sobre-
estima la viabilidad del polen, pero da informacion adi-
cional de la morfologia nuclear. Este método también
es utilizado para medir el didmetro del polen (Bannberg
y Hanneman, 1991).

Los anélisis de proporciones realizados para cada
variedad por los tres métodos y dias de almacenamien-
to, no muestran diferencias entre los métodos del car-
min y lactofenol, pero si existieron diferencias entre
estos y la germinacion. La Marinca no presento diferen-
cias entre los métodos de tincion ni entre los dias de
conservacion, pero si difirieron los dos primeros de la
germinacién, con excepcién del carmin el primer dia.

La variedad Kondor no difirié entre los dos prime-
ros métodos, pero si entre estos y la germinacion para
el quinto y décimo dias de aimacenamiento del polen.
La Aninca present6 un comportamiento similar a la
Kondor.

En la Desirée, en general, no se presentaron dife-
rencias entre métodos, solamente se observaron dife-
rencias para la germinacion al décimo dfa.

Para la Atlantic, solo hubo diferencias significati-
vas entre el carmin con polen de cinco dias y la germi-
nacion.

Se puede apreciar una disminucién de los porcen-
tajes en el orden carmin, lactofenol, germinacién, asi
como valores muy parecidos para los dos primeros
métodos de tincién, los que son muy similares y no
tendieron a variar con el tiempo de conservacién; sin
embargo, no ocurrié 1o mismo para la germinacion,
donde hay una marcada disminucion de los valores en
el transcurso de los dias de almacenamiento del polen.
Segun Ramanna y Hermsen (1974), el método de ger-
minacion es el mas efectivo para la determinacién de la
viabilidad, lo que coincide con los resultados obtenidos
en este trabajo y reafirma lo encontrado por Maria E.
Gonzalez et al. (1992).

Las variedades Kondor y Marinca presentaron los
porcentajes de germinacién mas elevados, mantenién-
dose todavia polen funcional con un 23 y 35 % a los
10 dias de conservacion a 4°C.

La Anincay la Desirée presentaron comportamien-
tos similares, con valores al décimo dia de 15y 11 %
respectivamente.
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Figura 1. Porcentajes de polen fértil para tres métodos

La Atlantic presentd muy bajos porcentajes, lo que
la limita como progenitor masculino.

En estudios realizados por Maria E. Gonzalez et al.
(1992), con polen de diferentes especies silvestres y
cultivadas de papa conservadas a 170C, se confirmé
que a los 10 dfas la germinacion era cero; sin embargo,
en este trabajo se aprecia un incremento en valor cuan-
do se disminuye la temperatura, 1o que coincide con
Sahar y Spiegel-Roy (1980), Ganeshan (1985), Lee,
Thomas y Buchman (1985), los que plantean una mayor
prolongacién de la germinacién del polen con la dismi-
nucion de la temperatura.

Los resultados de los cruces con polen de diferen-
tes dias de conservacién se aprecian en la Tabla Il.
Cuando se utilizaron como progenitor masculino las
variedades Kondor y Marinca, se logré la mayor canti-
dad de frutos, asf como los mejores porcentajes de
fructificacién, destacandose la combinacion Atlantic x
Kondor con un 76.7 %, Atlantic x Marinca (70 %) y
Desirée x Marinca (66.7 %). No se lograron éxitos cuan-
do se utilizé la Atlantic como progenitor masculino,
debido a su mala fertilidad masculina (Tabla I1).

El mayor nimero de semillas por fruto se encontro
en la combinacién Atlantic x Kondor (58), seguido de la
Atlantic x Marinca (56), Aninca x Kondor (53) y Desireé
x Kondor (50), lo que se corresponde con los resultados
encontrados en la Tabla il en cuanto a la germinacién
del polen.

Los cruces Desirée x Aninca, Atlantic x Aninca y
Atlantic x Desirée presentaron valores muy similares
(32, 33 y 31) en cuanto a semillas por fruto.

De 300 flores cruzadas por cada tratamiento, me-
diante polen del primer dia se cosecharon 114 frutos
con 5 555 semillas, teniendo un promedio de semillas
por fruto de 48.7; mediante polen de cinco dias se
cosecharon 70 frutos con 1 891 semillas y un promedio
de semillas por fruto de 27{ mediante polen de 10 dias
solo se lograron 33 frutos con 651 semillas y un prome-
dio de 19.7 semillas.

Se pudo apreciar que a medida que aument6 el
tratamiento de almacenamiento, van disminuyendo los
valores de las variables estudiadas.

En la Tabla lil se observan las correlaciones entre
los métodos y los resultados de las polinizaciones. Se
encontraron correlaciones positivas y altamente signifi-
cativas entre los métodos de carmin y lactofenol, lo que
manifiesta que se obtuvieron resultados muy similares
en la determinacion de la fertilidad masculina.

Se apreciaron también correlaciones positivas y
altamente significativas entre el método de germinacion
y el nimero de frutos y semillas por fruto, corroboran-
dose que este método nos da resultados mas confia-
bles para planificar los cruzamientos. Esto confirma lo
planteado por Janssen y Hermsen (1976), los que con-
cluyeron que solamente la germinacion del polen in
vitro, esta significativamente correlacionada con las
bayas y semillas por baya, dando un estimado confiable
de la fertilidad masculina.




Tabla Il. Resultados de los cruces con polen al primer, quinto y décimo dias de almacenamiento

Combinaciones Dias Namero Nuamero Porcentaje Namero Namero de
hibridas de coleccién de polinizaciones de frutos logrados de fructificacion  de semillas total  semillas por fruto
Desirée x Aninca 1 30 10 33.3 316 32
5 30 6 20.0 109 18
10 30 2 6.7 17 8
Desirée x Marinca 1 30 20 66.7 1 000 50
5 30 10 33.3 212 21
10 30 4 13.3 127 16
Aninca x Kondor 1 30 16 563.3 849 53
5 30 9 30.0 181 20
10 30 5 5.6 60 12
Atlantic x Kondor 1 30 23 76.7 1334 58
5 30 18 60.0 792 44
10 30 8 26.7 256 32
Atlantic x Aninca 1 30 9 30.0 300 33
5 30 6 20.0 113 19
10 30 2 6.7 20 10
Atlantic x Marinca 1 30 21 70.0 1176 56
5 30 16 53.3 384 24
10 30 9 30.0 135 15
Atlantic x Desirée 1 30 12 40.0 517 31
5 30 5 16.7 100 20
10 30 3 10.0 36 12
Marinca x Aninca 1 30 3 10.0 63 21
5 30 0 0.0 - -
10 30 0 0.0 - -
Aninca x Atlantic 1 30 0 0.0 - -
5 30 0 0.0 - -
10 30 0 0.0 - -
Desirée x Atlantic 1 30 0 0.0 - -
5 30 0 0.0 - -
10 30 0 0.0 - -
Total 1 300 114 38.0 5 555 48.7
5 300 70 23.0 1891 27
10 300 33 11.0 651 19.7

Tabla lll. Correlaciones entre los métodos y los
resuitados de las polinizaciones

Carmin Lacto- Germi-  Namero-
fenol naciébn  de frutos
Lactofenol 0.972**
Germinacién 0.380 0.413
Nimero 0.352 0.426 0.869 **
de frutos
Namero 0.197 0.251 0.915** (0.904 **
de semillas
por fruto

También se encontré asociacién entre el nimero
de frutos y el numero de semillas por fruto. Segun
Brown y Adiwilaga (1991), un normal desarrollo de las
bayas es debido a polinizaciones con polen compatible,
el cual permite una abundante formacién de semillas.

No hubo asociacién entre los métodos de tincion
y los resultados de la polinizacion, ni entre estos y el
método de germinacion in vitro.

El nimero de semillas es un requisito indispensa-
ble para iniciar el mejoramiento por hibridacion, siendo
necesario determinar qué variable de forma directa
aporta una mayor contribucién a esta, lo que se puede
lograr mediante la contribucion de la técnica de los
coeficientes de sendero, pues los coeficientes de corre-
lacién involucran los efectos directos e indirectos de las
variables (Maria E. Gonzalez et al., 1987).
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En la Tabla IV se presentan las contribuciones
directas (senderos) e indirectas con el niimero de semi-
llas por fruto. La variable que presentd una mayor
contribucién directa fue la germinacioén del polen. Ade-
mas, se observd que la correlacién que alcanzd el
namero de frutos con el nimero de semillas, se debe
fundamentalmente a su influencia indirecta a través de
la germinacion del polen.

En el trabajo se pudo comprobar que cuando se
utilizan los métodos de carmin y lactofenol, se hace una
sobreestimacion de la fertilidad del polen, por lo que
deben utilizarse con precaucion.

Tabla IV. Contribuciones directas (coeficientes de
sendero) e indirectas de diferentes
variables con el numero de semillas por

fruto
Correlacién
Carmin Lacto- Germi- Numero con el
fenol  naciébn de frutos namero
de semillas
Carmin 0.1132 -0.0382 0.6278 -0.5059 .0.1970
Lactofenol 0.0398 -0.1085 0.5600 -0.2404 0.2510
Germi- 0.0484 -0.0412 1.4738 -0.5658 0.9150**
nacién
Namero 0.0984 -0.448 1.4325 -0.5821 0.9040**
de frutos

Efecto residual 0.4273




Se evjdencié que solo el porcentaje de germina-
cién in vitro estuvo correlacionado con el nimero de
frutos y semillas por fruto, siendo este el que presenté
la mayor contribucién de forma directa al nimero de
semillas logradas, donde se corroboré que el nimero
de semillas depende de la cantidad de polen germina-
do. Entonces se puede afirmar que el método de ger-
minacion in vitro brinda una estimacién mas real de la
fertilidad del polen.
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