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DETERMINACION
DE LAVIABILIDAD Y
FERTILIDAD DEL POLEN

En los programas de mejoramiento

genético del cultivo de papa, la
determinacién de la viabilidad del polen

es un factor esencial para iniciar el plan de
cruzamientos, realizar hibridaciones dirigidas
exitosas y obtener la semilla hibrida deseada.



! .
Toma de la muestra
Para realizar las evaluaciones se requiere
colectar flores completamente abiertas,
con las anteras proximas a la dehiscencia
o completamente dehiscentes; se dejan
secar a temperatura ambiente y
posteriormente se procede a la extraccion

del polen en capsulas de gelatina con la
ayuda de un vibrador eléctrico (Fig. 1).

Fig. 1. Colecta de polen
de una flor dehiscente,
utilizando un vibrador

eléctrico.

Procedimiento

Prueba de tincion o
viabilidad de polen

En papa, una de las técnicas de tincion
ampliamente utilizada es la Gelatina de
Acetocarmin Glicerol. Esta prueba mide
la integridad del citoplasma: los granos
de polen se colorean de color rojo
cuando la membrana citoplasmatica se
encuentra integra (Marks, 1954).

Fig. 2. Esparcir suavemente el polen sobre el
colorante con la ayuda de un palillo mondadientes.

Al centro de un portaobjeto, previamente identificado, colocar 1 o 2 gotas
de Gelatina de Acetocarmin Glicerol al 2% (Anexo 1a). Utilizando la punta
de una aguja o con un palillo mondadientes de madera extraer el poleny
colocarlo en la ldmina portaobjeto, esparcir el polen en el colorante con
ligeros movimientos circulares (Fig. 2). Dejar reposar la muestra por 1
minuto y cubrirla con una [dmina cubreobjeto. Mantener las [dminas
montadas en posicién horizontal por uno o dos dias. Si se quiere guardar
las muestras, colocarlas en cajas disefiadas para este propdsito y
refrigerarlas a 4°C.

Observar bajo un microscopio éptico a un
aumento de 200 o 400. Una tincion de
color rojo intenso y un citoplasma limpido
es indicativo de un polen viable o fértil,
mientras que un citoplasma no coloreado
o de color rosa indica un polen no viable o
estéril (Fig. 3). Comparados con los granos
viables, los granos estériles son deformes,
con el citoplasma granular y/o retraido
(eclipse de esterilidad).

Fig. 3. Observacion de granos de polen de papa, con

tincion de Gelatina de Acetocarmin Glicerol a 200x.
Barra =20 pm



Fig. 4. Observacion de anormalidades a un aumento de 200x; a) Polen 2n, b) polen viable,
¢) tétradas estériles), d) Diadas estériles. Barra=20um

Si se observan anormalidades, como tétradas o granos de polen con 4
nucleos, significa que la muestra de polen es infértil (Fig. 4 ¢, d). En muestras
de polen de papas diploides, también podran observarse granos de polen
de un tamanfo mayor al de un grano normal, que corresponden a polen con
carga genética no reducida (polen 2n) (Fig. 4 a).

Los conteos se realizan en 250 granos de polen en toda la Idmina, y los
resultados se expresan como el porcentaje respecto al nimero total de
granos de polen.

Ademas, se propone una escala basada en los rangos de la viabilidad de
polen de genotipos promisorios a fin de determinar si pueden ser utilizados
como parentales masculinos en los programas de mejoramiento (Tabla 1).

Tabla 1. Escala para determinar el grado de viabilidad de una muestra de polen de papa.

Escala Rangos Descripcion de la viabilidad
1 0 Estéril

3 <50 Bajo

5 >50-80 Moderado

7 >80-100 Alto

Germinacion in vitro

La germinacion del polen in vitro permite hacer Fig. 5. Colocar el
estimaciones confiables de la fertilidad. Esta polen sobre las
técnica simula el desarrollo del tubo polinico en los gztcausl::iis:)medlo
tejidos estilares, ya que el medio de cultivo :
utilizado semeja en su composicién al mucilago
del estigma (Rodriguez-Riano & Dafni, 2000; Van
Marrewijk, 1993).

El medio de cultivo utilizado para la germinaciény
crecimiento del tubo polinico de genotipos de
papa contiene sucrosa (sacarosa), acido bérico y
polisorbato 20 (Tween 20) (Anexo 1b).

Procedimiento

Colocar 4 gotas del medio de cultivo sobre el
interior de la tapa de una placa de Petri de 5.5 cm
de diametro, distribuyéndolas en los vértices de un
cuadrado imaginario. Con la punta de un palillo
mondadientes adicionar pequeiisimas cantidades
de polen de una misma muestra sobre cada gota,
esparciendo el polen con ligeros movimientos
circulares (Fig. 5). Preparar una cdmara humeda



colocando un papel filtro humedecido con agua Fig. 6. Observacion
destilada cubriendo el fondo de la placa de Petri. de polen
Cubrir la placa de Petri con la contratapa y dejar a una e

medio de cultivo a
temperatura de 20 a 24 °C hasta el dia siguiente. 100x. Barra=10um

Colocar una gota de solucién de yodo-yoduro de
potasio (I-KI) (Anexo 1¢) en la tapa de la placa de Petri
donde se colocé la muestra de polen. Cubrir con una
ldmina cubreobjeto de 22x40 mm, y proceder a la
observacion bajo un microscopio 6ptico a un aumento
de 100. Se consideran granos de polen germinados
solo aquellos que emitan un tubo con una longitud
mayor o igual al didmetro del polen (Fig. 6).

El conteo de granos de polen germinados y no
germinados debe realizarse en un minimo de 10
campos, y los resultados se expresan como el
porcentaje respecto al nimero total de granos de
polen por campo. Un porcentaje promedio del 80%
indicara un polen fértil. En la misma figura se puede
observar granos de polen que no han germinado.









