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RESUMEN

La viabilidad del polen influye en la produccién y en la calidad
de frutos de las especies cultivadas. Su estudio es necesario
en los programas de mejoramiento, especialmente, cuando
se pretende producir cultivares hibridos. La investigacién, se
realiz6 en Monteria, Departamento de Cérdoba, Colombia,
con el propésito de comparar la eficiencia de dos métodos
para evaluar la viabilidad del polen de berenjena (Solanum
melongena L. cv. Lila criolla) —germinacién in vitro y sal de
tetrazolio-, bajo condiciones tropicales, y determinar su uso
potencial, para la produccién de semilla hibrida. La prueba
de viabilidad con la sal de tetrazolio mostré que la concen-
tracién de 0,25% permite diferenciar, cualitativa y cuanti-
tativamente, los granos de polen viables y, ademés, acusé
disminucién lineal significativa por cada unidad porcentual
de la concentraciéon de la sal. Con el método in vitro, el in-
cremento lineal fue significativo por cada hora de incuba-
ciéon. Ambos métodos resultaron confiables, para estimar la
viabilidad del polen en el cultivar estudiado, con la salvedad
de la concentracién de tetrazolio.

Palabras clave: Respiracién del polen, floracién, tetrazolio,
germinacién in vitro.

SUMMARY

Pollen viability influences the production and fruit quality of
cultivated species. Its study is necessary in breeding pro-
grams, especially when trying to produce hybrid cultivars.
The research was carried out at Monteria, Cordoba, Colom-

bia, in order to compare the efficiency of two methods for
assessing pollen viability of the eggplant (Solanum melon-
gena L. cv. Lila criolla): in vitro germination and tetrazolium
salt- under tropical conditions, and to determine its potential
use in hybrid seed production. The viability test with the te-
trazolium salt showed that the concentration of 0.25% allows
differentiating, qualitatively and quantitatively, viable pollen
grains, and it also presented significant linear decrease per
unit of concentration of salt. In the in vitro method, the linear
increase was significant for each hour of incubation. Both
methods were reliable for estimating pollen viability in the
cultivar studied.

Key words: Pollen respiration, flowering, tetrazolium, in vitro
germination.

INTRODUCCION

En el Caribe colombiano, la produccién de berenjena se rea-
liza durante todo el afio con variedades, cuyos rendimien-
tos no superan las 10t-ha”, lo que afecta la competitividad
y la posibilidad de incursionar en mercados internacionales
(Agronet, 2011). La baja productividad obedece a factores
que afectan el potencial de produccién y la calidad de fruto,
tales como floracion deficiente, aborto de flores y la malfor-
macion de frutos, a causa de las oscilaciones de humedad
relativa (79% a 99%), nimero de horas luz inferiores a siete
y valores altos de temperatura ambiental (24°C a 30°C), que
inciden en la microsporogénesis y germinacién del grano de
polen (Araméndiz et al. 2007). Esto constituye un problema,
si se pretende acceder a mercados altamente demandantes
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y exigentes, como Estados Unidos y Canadé (Araméndiz et
al. 2008), de manera que, volumen, calidad y trazabilidad,
resultan relevantes para el aprovechamiento de los tratados
comerciales, presentes y futuros. Ante este escenario, el uso
de semilla hibrida representa una alternativa para mejorar los
indicadores de rendimiento y de calidad de fruto.

El almacenamiento del polen es de gran importancia en los
programas de mejoramiento genético, cuando los padres
difieren en su etapa reproductiva, ya que permite la sincro-
nia artificial, con fines de hibridacién para la produccién
de semilla hibrida, con caracteristicas genéticas favorables
presentes en parentales; en tales casos, el polen podria ser
utilizado en cualquier momento para polinizacion artificial,
como también para complementar la accién de agentes po-
linizadores (Bettiol Neto et al. 2009).

La viabilidad del polen puede ser medida, a través de dife-
rentes técnicas. Estas pueden ser agrupadas en métodos
directos in vitro (Gomes et al. 2003; Pio et al. 2007) e in
vivo (Oliveira et al. 2001) y métodos indirectos, basados en
parémetros ecolégicos, como el color de la reaccién bioqui-
mica (Dafni, 1992).

La prueba de tincién con sales de tetrazolio pertenece al gru-
po de las pruebas citolégicas, cuya caracteristica es entregar
una indicacién colorimétrica de la actividad metabdlica de
los granos de polen luego de su rehidratacién, permitiendo
estimar la viabilidad del polen (Astudillo, 2006). Estas prue-
bas tinen los constituyentes especificos de los granos de po-
len maduros, almidén y calosa, en particular, gracias al azul
de anilina o al yoduro de potasio (Dumas et al. 1984) y la
pared y el protoplasma, simultdneamente (Alexander, 1969).
Ademas, pueden indicar la presencia de enzimas funciona-
les, como peroxidasa, esterasa y deshidrogenasa (Iborra et
al. 1992).

Considerando lo antes anotado, el objetivo de la presente
investigacién fue comparar la eficiencia de dos métodos
para evaluar la viabilidad del polen de berenjena (Solanum
melongena L. cv. Lila criolla), bajo condiciones tropicales y
suministrar informacién valiosa para su uso potencial en la
produccién de semilla hibrida.

MATERIALES Y METODOS

El material experimental, se obtuvo en la vereda “Garzones”,
del municipio de Monteria, Colombia, ubicada a 13 m.s.n.m.
y coordenadas geogréficas de 8° 44’ de latitud norte y 75°
33’ de longitud oeste. En abril de 2011, se colecté polen
de berenjena del cultivar regional “Lila criolla”, a partir de
botones florales en pre-antesis, en horas de la manana (7:00
a.m. a 8:00 a.m.). Se almacend, inicialmente, en bolsas de
papel y se transportd en nevera de polietileno expandido, al

Laboratorio de Genética y Fitomejoramiento de la Facultad
de Ciencias Agricolas de la Universidad de Cérdoba. Para la
extraccion del polen de los botones florales, se usé un vibra-
dor eléctrico, siguiendo las indicaciones de Araméndiz et al.
(2008). Las condiciones ambientales del dia de recoleccién
del polen fueron: 27,3°C de temperatura, 81,0% de humedad
relativa, 2,8 horas de brillo solar y 7,0mm de precipitacion.

Prueba de la sal de tetrazolio: para evaluar la calidad del po-
len, se llevé a cabo un experimento con la sal de tetrazolio,
diluida en agua destilada, a las concentraciones de 0,25%;
0,50%; 0,75% y 1,0%. El efecto de la sal de tetrazolio, se
evalué sobre 250 granos de polen contenidos en cinco tu-
bos eppendorf, los cuales, fueron cubiertos con una lédmina
de aluminio. Cada unidad experimental estuvo conformada
por 50 granos de polen. Una vez aplicada la sal de tetrazolio,
se agitaron los tubos durante 20 segundos, para un mejor
contacto entre los granos de polen y la solucién, siguiendo
la metodologia de Franca Neto et al. (2009); luego, se colo-
caron en una incubadora a 25°C, durante 24 horas.

Las variables respuesta consideradas en la investigacion
fueron el color de la masa en el microtubo a simple vista;
el color de los granos de polen observados al microscopio
6ptico a 10x; el color de los granos de polen visualizados
en el computador, después de ser puestos en papel filtro,
usando lentes de aumento 0,5x y registros fotogréficos, uti-
lizando una cémara Visca Visién modelo DV-2B acoplada al
microscopio y el porcentaje de polen viable (obtenido por la
relacién entre el nimero de granos de polen viables y el total
de cada tratamiento). Es importante resaltar que los granos
de polen viables registran coloracién roja, en tanto que los
no viables, acusan ausencia de coloracion.

Prueba de evaluacién in vitro: Para determinar la viabilidad
del polen en condiciones in vitro, se utilizd el medio de cul-
tivo de Reddy & Kakani (2007), constituido por 100g de sa-
carosa (C,,H,,0;,), 500mg de nitrato de calcio [Ca (NO;),.
4H,0], 120mg de sulfato de magnesio (MgSO,), 100mg de
nitrato de potasio (KNO;) y 120mg de acido bérico (H;BO,),
disueltos en 1000 ml de agua destilada. Posteriormente, se
le agregd 10g de agar y el pH fue ajustado a 6,0.

El medio de cultivo (28mL) fue vertido en cajas de Petri de vi-
drio de 9,0cm de didmetro. Previo a su dispersion en el me-
dio de cultivo, con el uso de un pincel, los granos de polen
fueron rehidratados durante dos horas en camara hiimeda, a
temperatura ambiente, para la restauracién de lipidos en las
membranas celulares (Franca Neto et al. 2010), facilitando
su germinacion. La temperatura de incubacion fue de 25°C,
por ocho horas, con lecturas cada dos, de acuerdo a la me-
todologia propuesta por Guler et al. (1995).

Se tomaron cinco campos 6pticos al azar por repeticion,
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para el conteo de polen. Un grano de polen, se consideré
germinado, cuando el tubo polinico registré una longitud
mayor o igual al didmetro del grano de polen, siguiendo las
indicaciones de Singh & Shono (2003), Franca Neto et al.
(2009) y Suérez et al. (2010).

Las variables de respuesta fueron la longitud del tubo polini-
co (mm), el didmetro del grano de polen (mm), el nimero de
granos de polen viables y el porcentaje de granos de polen
germinados, sobre la base de 50 granos tomados al azar por
repeticion. Este, se defini6 por la relacién entre el nimero
de granos de polen germinados en cada campo 6ptico y to-
tal de granos de polen en el mismo, de acuerdo a Sorkheh
et al. (2011). Para las observaciones, conteo y fotografia de
los granos de polen germinados, se utilizé un estereoscopio
6ptico Carl Zeiss, Stani 2000-C, con aumento de 4x, acopla-
do a una cémara fotografica Canon Power Shot G10, con
visualizacién en un monitor Philips. Las mediciones, se reali-
zaron utilizando el Software Analizador de Imagen Carl Zeiss,
AxioVision 4.3.

Para la prueba de evaluacién in vitro, se utilizaron cinco
tiempos de incubacién: 2, 4, 6 y 8 horas. El efecto del tiem-
po de incubacién, en el medio de cultivo, sobre la viabilidad
del polen, se evalu6 sobre los granos de polen, contenidos
en cinco cajas de petri (unidades experimentales). La estruc-
tura del disefio de tratamientos es de gradiente, por lo que
las estimaciones se hicieron mediante anélisis de regresion.

Como complemento, se empled la prueba de Tukey al 5%.
Se analizaron los datos con el paquete estadistico SAS ver-
sién 9.2 (SAS, 2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

Viabilidad del polen con la prueba del tetrazolio: El anéli-
sis cualitativo para determinar la viabilidad del polen de be-
renjena (Figura 1), mostré respuesta diferencial a las con-
centraciones de la sal de tetrazolio, en las condiciones que
se realiz6 el estudio. A concentraciones mayores a 0,25%, los
granos de polen presentaron tonalidad de roja muy tenue,
lo que segun llgin et al. (2007), se pueden calificar como
semiviables y se explica por la escasa reduccién de la sal
de tetrazolio a formazén, por accién de las enzimas deshi-
drogenasas en las células constituyentes de los granos de
polen (Delouche et al. 1976). Ello coincide con lo reportado
por Franca Neto et al. (2009), quienes a concentraciones de
0,5% y 1,0% reportaron coloracién blanca y muy oscura de
los granos de polen, para la primera y la segunda concentra-
cién, en el cultivar hibrido de berenjena Cica, lo que conduce
a evaluaciones inadecuadas, ya que dichas concentraciones
afectan la actividad de la deshidrogenasa.

La concentracién de 0,25% de sal de tetrazolio fue la mejor
para identificar granos de polen viables (Figural), cuya con-
dicién esté relacionada con la alta humedad relativa (81%)
y temperatura del ambiente (22°C), al momento de la co-

Figura 1. Polen de berenjena (Solanum melongena L. cv. Lila criolla) sometido a la prueba de tetrazolio, a 0,25% (a); 0,50%
(b); 0,75% (c) y 1,0% (d). Al 0,25% de concentracién (a), se observan las coloraciones de granos de polen considerados como
viable (1), con viabilidad limitada (2) e inviable (3). Imagen al microscopio en 10x.
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lecta, lo que segiin Bonaventure (1999) son dos aspectos
fundamentales para la polinizacién y la fecundacién. La sal
de tetrazolio reacciona con el hidrégeno, producto de la res-
piracion celular, al entrar en contacto con tejidos vivos y vi-
gorosos y facilita la coloracion lenta y uniforme de color rojo,
por lo que se considera un método colorimétrico confiable,
que suministra resultados semejantes a los estimados, a tra-
vés de métodos in vitro (Munhoz et al. 2008; Gaspar — Oli-
veira et al. 2010).

Las concentraciones de 0,50%, 0,75% y 1,0% (Figura 1)
afectan la uniformidad y la distribucién del color rojo, que
resulta mucho mas claro, por la poca reduccién de la sal de
tetrazolio a formazén por las enzimas deshidrogenasas (De-
louche et al. 1976) y concuerda con lo reportado por Barros
et al. (2005), en semillas de Cucurbita pepo y Bhering et
al. (2005), en semillas de Citrullus lanatus. Estos ultimos
autores indican que los tejidos vigorosos, cuando son so-
metidos a altas concentraciones, en vez de registrar un color
rojo intenso, acusan una coloracién rojo tenue, por la poca
actividad de las enzimas deshidrogenasas.

Contrariamente, en semillas de leucaena (Leucaena leuco-
cephala (Lam.) de Wit.), en las cuales, se evalud la respuesta
a tres concentraciones de tetrazolio, Costa & Santos (2010)
observaron que, bajo la concentracién de 1,0%, los tejidos
asumen un color rojo intenso. Esto dificulta la valoracién de
las semillas, siendo ideal el tratamiento de 0,15%, por un
tiempo de dos a cuatro horas.

El color rojo intenso, se relaciona con polen viable. En las
coloraciones rojo tenue y muy tenue, el polen presenta una
viabilidad limitada y los granos sin color son inviables, de
acuerdo a la guia la técnica utilizada por ISTA (1996), para
andlisis de viabilidad de semillas agricolas. De acuerdo a lo
observado en el presente trabajo (Figura 1), la concentracién
de tetrazolio més adecuada para evaluar la viabilidad de po-
len de berenjena es la de 0,25%, ya que presentd una mejor
reaccién bioquimica, obteniéndose una coloraciéon roja bien
definida de los granos de polen viables; sin embargo, Franca
Neto et al. (2009) reportaron el valor de 0,75%, sefalando

que la tincién del polen al 1% fue demasiado oscura y al
0,5% clara, lo que puede obedecer al genotipo y a las con-
diciones ambientales de colecta. Reportan, ademas, que la
mayoria de los granos de polen resultaron incoloros, cuan-
do se observaron al microscopio, bajo lupa y en papel, a
la concentracién de 0,5%. Esto corrobora lo anotado por
Barros et al. (2005) y Bhering et al. (2005), en el sentido de
que las altas concentraciones de sal de tetrazolio afectan la
coloracién roja normal, arrojando conclusiones ambiguas,
en razén a que granos de polen abortados pueden presen-
tar coloraciéon semejante a la de los granos viables (Heslop-
Harrison & Heslop-Harrison, 1970).

El porcentaje de granos de polen viables presentd respues-
ta lineal negativa altamente significativa, con respecto a las
concentraciones de tetrazolio (0,25%, 0,50%, 0,75% y 1,0%).
En la ecuacién estimada Y= 53 - 43,84X, (R® 54,35%), el
porcentaje de granos de polen viable disminuye en 43,84%
por cada centésima porcentual de concentracion de la sal de
tetrazolio, en el rango de concentracién probado.

El anélisis de varianza para el porcentaje de granos de polen
viable registré diferencias altamente significativas, entre las
concentraciones de tetrazolio.

La prueba de comparaciéon de medias (Tabla 1) corrobora
que la concentracién de 0,25% resulté ser el mejor trata-
miento para cuantificar el porcentaje de granos de polen via-
ble, con un 42,80%, hecho que concuerda con la valoracién
cualitativa realizada en los tubos Eppendorf, coloraciéon en el
papel y microscopio 6ptico en 10x, donde se registré una
declinacion en la coloracion, cuando se incremento la con-
centracion de la sal de tetrazolio. Esto indica que la viabilidad
del polen es afectada por la sal, ya que una mayor absorcién
de la misma puede causar dano en los tejidos vivos, por una
alta actividad respiratoria.

Viabilidad del polen bajo condiciones de germinacién in
vitro: La tabla 2 resalta las regresiones lineales estimadas
para la germinacién de los granos de polen en condiciones
in vitro, en funcién del tiempo de incubacién. Las ecuacio-

Tabla 1. Valores medios para el porcentaje de granos de polen viable (%GPV) sometidos a diferentes concentraciones de

tetrazolio.
Concentracion de tetrazolio (%) (%) GPV
0,25 42,80 a*
0,50 32,00 b
0,75 16,00 b
1,00 11,60 b

* Medias con la misma letra no difieren significativamente, prueba Tukey al 5%.
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nes que explican el comportamiento de la longitud del tubo
polinico (LTP), nGmero de granos de polen viables (GPV) y
no viables (GPNV) y porcentaje de granos de polen viables
(%QV), resultaron ser altamente significativas. Para el didame-
tro del grano de polen (DGP), la regresién lineal resulté no
significativa, por lo que no pudo ser explicado satisfactoria-
mente, dada la magnitud de su coeficiente de determinacién
(Tabla 2).

El porcentaje de granos de polen viable in vitro, se ajusté a
un modelo de regresién lineal altamente significativa y des-
taca incrementos del 4,75%, por cada hora de incubacién.
Este efecto, se podria atribuir al calcio y a los iones de hi-

drégeno, que juegan un papel importante en el crecimien-
to y en la orientacién del tubo polinico, como lo reportado
por Michard et al. (2008), destacando el rol importante de
estos elementos en la actividad respiratoria. Estos valores,
se consideran superiores a los reportados por Franca Neto
et al. (2010), quienes después de cuatro horas registraron
ausencia de germinacién, logrando un 66,0% a las 24 horas
de incubacién, dado que a medida que transcurre el tiempo,
se incrementa el porcentaje de germinacién de los granos de
polen, hasta un punto méximo, después, del cual, decrece
hasta hacerse nulo, por declinacién de la respiraciéon (Kara-
panos et al. 2009).

Tabla 2: Ecuaciones de regresion lineal simple estimadas en funcién del tiempo para las variables longitud del tubo polinico
(LTP), granos de polen viables (GPV), granos de polen no viables (GPNV), porcentaje de granos viables (%GPV) y didmetro de
grano de polen (DGP), con el método de germinacion in vitro en Solanum melongena L. cv. Lila criolla.

VARIABLE ECUACION R’ cv
LTP Y=0,220+0,041X" 60,69 18,64
GPV Y=18,25+2,5X" 60,31 15,76

GPNV Y=31,75-2,5X" 60,31 25,10
%GPV Y=36,50+4,75X" 59,55 15,53
DGP Y=0,05 — 0,0007X™* 17,98 7,77

La longitud del tubo polinico presentd respuesta lineal alta-
mente significativa, segun, la cual, el crecimiento del tubo
polinico es de 0,041mm por cada hora de incubacién, en el
periodo de 8 horas de duracién de la prueba. Tal crecimiento
es relativamente lento para la fecundacién, ante una posible
similitud del tejido conductor del estilo con la composicién
del medio de cultivo utilizado, ya que una demora considera-
ble para la cariogamia en el saco embrionario del rudimento
seminal, podria conducir a la degradacién del ovario (Sharafi
2011), afectdndose la calidad de fruto y el rendimiento (Ka-
rapanos et al. 2009).

La tasa de crecimiento en longitud del tubo polinico, esti-
mada en el presente estudio, es inferior a las registradas por
Figueroa-Castro & Holtsford (2009), en Nicotiana longiflo-
ra y N. plumbaginifolia, quienes después de 12 horas de
incubacién encontraron valores entre 0,39 = 0,06mm/h y
0,70 £0,08mm/h, respectivamente, siendo ademas supe-
riores para polen derivado de polinizacién cruzada que por
autofecundacién. Esto se explica por mecanismos de post-
polinizacién, que favorecen el crecimiento del tubo polinico,
que no garantizan éxito en la fecundacién, dada la existencia
de mecanismos pre — zigéticos, como la interaccién entre
el estilo y el grano de polen, que pueden favorecer o inhibir
el crecimiento del tubo polinico (Erbar, 2003; Kruszewski &
Galloway, 2006).

El didmetro del tubo polinico no registré regresién significa-
tiva en los modelos polinémico, logaritmico y exponencial
probados, por lo que el crecimiento diametral permanece
practicamente constante, mientras crece en longitud. No se
observé un crecimiento diferencial entre estos dos tipos de
crecimiento alométrico, que puede estar influenciado por la
concentracion variable de calcio y de magnesio (Gass et al.
2005; Karapanos et al. 2006).

El andlisis de regresién para el nimero de granos de polen
viables mostré respuesta lineal significativa, indicando una
reduccién de 2,5 granos de polen por cada hora de incu-
bacién, en el medio de cultivo; lo que indica, que las reser-
vas de energia endégena en los granos de polen son sufi-
cientes para mantener una tasa respiratoria, que garantiza
la viabilidad de los mismos. De forma similar, Karapanos et
al. (2009) encontraron que en tomate tal tasa respiratoria
decrece después de ocho horas de periodo de incubacion.
Al respecto, Soares et al. (2008) y Franca Neto et al. (2009)
senalan que el azicar en el medio de cultivo debe proveer un
balance osmético entre la solucién y la germinacién del gra-
no de polen, con el fin de suministrar la energia necesaria,
para el crecimiento del tubo polinico, simulando el ovario de
la planta.
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Los anteriores resultados confirman que el método de ger-
minacién in vitro da una aproximacién mucho més cercana
a lo que ocurre en realidad (La Porta & Roselli 1991), puesto

Mill). Ed. Pontificia Universidad Catdlica de Valparai-
so. 54p.

que este medio de cultivo simula el exudado estigméticoy 6. BARROS, D.I.; DIAS, D.C.ES.; BHERING, M.C., DIAS,

proporciona un sustrato para que la germinacién del polen, L.A.S.; ARAUJO, E.F. 2005. Uso do teste de tetraa-

se lleve a cabo. Posteriormente, el conteo de los tubos poli- zolium para avalicao da qualidade fisiologica de se-
nicos y su longitud aseguran que los granos de polen estén mentes de abobrinha (Cuctrbita pepo L.). Rev. Bras.
vivos y que estan ocurriendo procesos metabdlicos en ellos. Sementes. 27(2):165-172.

Los dos métodos aqui evaluados son Utiles para estimar la 7. BETTIOL NETO, J.E.; DEL NERO, M.; KAVAT, R.; PIN-

calidad del polen de berenjena. La concentracién de tetra- TO-MAGLIO, C. 2009. Viabilidade e conservacao de

zolio al 0,25% permite identificar la viabilidad de granos de polen de trés anonas comerciais. Bragantia (Brasil).
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