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Viabilidad y morfologia del polen de diferentes

materiales de palma de aceite
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Notas del Director

El Programa de Biologia y Mejoramiento de la Palma de
Aceite, que adelanta Cenipalma, se enfoca en determinar
los mecanismos de adaptacion de la palma de aceite a las
condiciones limitantes del cultivo en Colombia, y entre sus ac-
ciones y experimentos incluyé el tema de fisiologia de germi-
nacién del polen.

La fertilidad del polen depende de muchos factores: ambien-
tales (humedad, temperatura, composicién de la atmésfera y
presién parcial de oxigeno), genéticos (morfologia del po-
len - forma y tamafio), la germinacién (porcentaje y tasa),
el crecimiento, la viabilidad y la capacidad de competencia
germinativa.

En esta publicacion presentamos los avances de la investiga-
cién sobre la viabilidad y morfologia del polen de los mate-
riales E. guineensis, E. oleifera y del hibrido OxG, factor de
gran importancia para la produccién de aceite y para los
programas de mejoramiento genético.

Se presentan los resultados de dos técnicas de tincién, ambas
sensibles, rdpidas y Utiles, que se convierten en una alternati-
va interesante en la bisqueda de la calidad del polen, y en
los pasos siguientes del estudio de su fisiologia.

José Ignacio Sanz Scovino, Ph.D.
Director Ejecutivo de Cenipalma

Introduccidn

Los programas de mejoramiento en palma de aceite estdn diri-
gidos a la introgresién de genes de la especie silvestre america-
na (Elaeis oleifera, Cortés) en las lineas avanzadas de mejora-
miento de palma africana (Elaeis guineensis, Jacq.), para obte-
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ner el hibrido interespecifico OxG, el cual presenta tolerancia a
algunas enfermedades, tiene una tasa reducida de crecimiento
y mejor calidad de aceite. No obstante, en este proceso se han
encontrado problemas con la reproduccién relacionados con la
viabilidad del polen. El hibrido OxG tiene valores muy bajos de
viabilidad (<6%), en contraste con los de la especie E. oleifera
(20 a 60%) y la E. guineensis (>70%) (Alvarado et al., 2000). Es
asi como la baja viabilidad del polen del hibrido OxG dificul-
ta su mejoramiento genético; ademds de resultar en una menor
cantidad de frutos fecundados por racimo que afecta negativa-
mente la produccién.

La formacién de polen fértil no solo depende de factores am-
bientales tales como humedad, temperatura, composicién de la
atmésfera y presién parcial de oxigeno, sino que también se ve
determinada por caracteristicas genéticas como la morfologia
del polen (forma y tamafio), la germinacién (porcentaje y tasa),
el crecimiento del tubo polinico, la viabilidad y la capacidad de
competencia germinativa (Davarynejad et al., 2008). De esta
forma, los estudios de la morfologia polinica permiten identificar
las adaptaciones del polen a factores como el medio ambiente,
las interacciones polen-polen, polen-estigma intra e interespeci-
ficas y el medio de dispersidn por el viento, agua o la accién de
animales. También, es reconocida como una técnica taxondmica
para el estudio de familias botdnicas que permite la agrupacién
de poblaciones genéticas (Salgado-Labouriau, 197 3).

La determinacién precisa de la fertilidad del polen de la pal-
ma de aceite es de gran importancia y puede ser estimada
mediante varias técnicas, entre las que se encuentra la tincién
con colorantes nucleares in vivo (Riano y Dafni, 2000). Con
esta técnica se logra distinguir los granos de polen vivos, a
diferencia de las técnicas de germinacién in vitro, que evalGan
la capacidad del polen para producir un tubo polinico como
medida de su fertilidad (Davarynejad et al., 2008). Se han
utilizado varios colorantes para diferenciar el polen viable y
no viable en las plantas, entre los cuales se encuentran el ace-
tocarmin para la tincién de cromosomas (Arnaud, 1980, Orillo
y Bonierbale, 2009), la tincién con diclorhidrato de 4’6-dia-
midino-2-fenilindol (DAPI), una sustancia fluorescente que tifie
los acidos nucleicos y permite ver los nicleos de las células al
usar el microscopio de fluorescencia (Coleman y Goff, 1985,
Barcellona et al., 2004).

El polen de las palmas ha sido objeto de numerosos estudios
taxondmicos y sistemdticos durante los Gltimos cuarenta afios.



Los primeros estudios detallados sobre morfologia polinica se
iniciaron con Erdtman hacia 1920, quien fue el primero en pro-
poner una metodologia de clasificacién de polen y esporas, ba-
sado en la posicidén, nimero y forma de las aperturas del grano.
La gran diversidad de formas, tamafios, aperturas, caracteres
estructurales y esculturales de la exina son una manifestacién
de la adaptacion que asegura que el polen pueda llegar hasta
el estigma de la flor por varios medios como la gravedad, el
viento, el aguaq, y los insectos. (Erdtman, 1986; Fonnegra, 1989).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la viabilidad y morfo-
logia de los granos de polen de los materiales E. guineensis, E.
oleifera y del hibrido OxG por medio de dos técnicas de tincién.

Materiales y métodos

Se utilizaron individuos de palma africana (Elaeis guineensis,
Jacq.) provenientes de la coleccién biolégica de origen Angola
y materiales comerciales como testigo, establecidos en el Cam-
po Experimental Palmar de La Vizcaina; palmas oleifera (Elaeis
oleifera, Cortés) provenientes de plantaciones comerciales esta-
blecidas antes de 1993 y palmas pertenecientes al hibrido in-
terespecifico OxG de varias plantaciones. De alli se realizé una
colecta de inflorescencias masculinas, las cuales se aislaron para
asegurar la pureza del polen y se cosecharon posteriormente
cuando alcanzaron el estado fenolégico 607 o antesis segin la
escala BBCH (Hormaza et al., 2011).

Para la evaluacién de la viabilidad del polen se utilizé el mé-
todo de tincién morfolégica con los colorantes acetocarmin al
1% y DAPI (diclorhidrato de 4’6-diamidino-2-fenilindol), para
realizar una clasificacién visual bajo el microscopio de los gra-
nos viables y no viables, y calcular el porcentaje de viabilidad
mediante la siguiente férmula:

No. granos de polen viables

% Viabilidad

100
No. granos de polen totales

En el caso del acetocarmin, los granos vivos se identificaron por
medio de la coloracién rojiza de los granos y los no tefiidos se
consideraron como muertos. Estas observaciones se realizaron
bajo un microscopio éptico. Para la tincién con DAPI se conside-
raron viables aquellos granos con un nicleo tefido, mientras que
los que no lo mostraron se consideraron como muertos. Para es-
tas observaciones se utilizé el microscopio de fluorescencia Leica
DMI40008B. Alli también se realizaron las medidas de didmetro
polar y ecuatorial. El didmetro polar se refiere al lado mds lar-
go del grano y el didmetro ecuatorial corresponde al lado mas
ancho. Asi mismo, las descripciones morfolégicas de los granos
de polen se basaron en los trabajos de Erdtman (1986).

Resultados
[

Tincién con acetocarmin

Los granos de polen fueron observados 10 minutos después de
la aplicacién del acetocarmin y se logré diferenciar los granos
tefiidos y los no tefiidos como lo muestra la Figura 1.

Figura 1. Diferenciacién de los granos de polen viables (tefiidos) y
muertos (no tefiidos) por tincién con acetocarmin.

De acuerdo con lo observado, el polen proveniente de los ma-
teriales Dura, Ténera y E. oleifera muestra porcentajes de via-
bilidad mayores a los obtenidos en el hibrido OxG con valores
entre 29,5 y 98,2%, como lo muestra la Tabla 1.

Tabla 1. Viabilidad de los granos de polen obtenida por tincién con
acetocarmin 1%

Material Media Desv. Est.
Angola 98,2 1,69
Ténera 97,1 2,23
E. oleifera 88,8 15,31
Hibrido OxG 29,5 16,99

Estos resultados son similares a los reportados por Arnaud
(1980) quien después de evaluar la viabilidad del polen de
especies colectadas en Brasil y Colombia con diferentes coloran-
tes, encontré con el acetocarmin un porcentaje de viabilidad de
21,9% para el hibrido OxG y 95% para la especie E. guineensis
colectada en Colombia. Respecto a la desviacién estdndar de
cada material se observan valores mds estables para la espe-
cie E. guineensis y valores mds dispersos para los materiales E.
oleifera e hibrido OxG, lo cual refleja la variabilidad dentro de
cada uno debida a factores genéticos y ambientales (Figura 2).

Figura 2. Vista al microscopio de la tincién con acetocarmin. A) Polen
de la especie E. guineensis. B) Polen del hibrido OxG



Tincion con DAPI

Las lecturas se realizaron de seis a ocho horas después de apli-
car el DAPI para lograr diferenciar los nicleos tefiidos de los
granos de polen (Figura 3). Los porcentajes de viabilidad del
polen de los materiales evaluados usando DAPI (diclorhidrato
de 4’6-diamidino-2-fenilindol) se muestran en la Tabla 2. Al
igual que con el método descrito anteriormente, se obtuvieron

valores mads altos para el material E. guineensis y valores bajos
para el hibrido OxG (Figura 4). Ademds, en este caso el mate-
rial E. oleifera presenta un promedio de viabilidad mds cercano
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Figura 3. Granos de polen tefiidos con DAPI. A) Grano de polen
muerto. B) Granos de polen vivos

.
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Figura 4. Vista al microscopio de fluorescencia de los granos de

polen tefiidos con DAPI. A) Polen del material E. guineensis de Ango-
la. B) Polen de material E. guineensis Ténera comercial C) Polen del
material hibrido OxG. D) Polen del material E. oleifera.

Tabla 2. Viabilidad de los granos de polen obtenida por tincién
con DAPI

Material Media Desv. Est.
Angola 97,4 0,40
Ténera 99,1 6,05
E. oleifera 90,4 10,92
Hibrido OxG 26,3 16,04

a la especie E. guineensis. Por otro lado, los datos obtenidos
para E. guinenesis son mds altos que los presentados por Nasu-
tion et al., (2009), donde se reportan valores entre 40% y 69%
de viabilidad.

Igualmente la desviacién estdndar fue mds alta en los materiales
oleifera e hibrido OxG a diferencia de la especie E. guineensis.

Descripcion morfolégica

Para las medidas de didmetro polar se identificé el lado mds
largo de los granos y para el ecuatorial, el mds ancho, como lo
muestra la Figura 5.

Figura 5. Medidas morfolégicas de los granos de polen en E. gui-

neensis. A) Didmetro polar de los granos de polen. B) Didmetro
ecuatorial de los granos de polen.

Los didmetros de los granos de polen de cada material se mues-
tran en la Tabla 3. En este caso se promediaron las lecturas de
150 granos aproximadamente por muestra. De alli se puede
resaltar que los valores para los granos de la especie E. gui-
neensis son muy cercanos sin importar la procedencia. Para el
didmetro ecuatorial los valores se encuentran entre 39,7 y 40,2
Um; y para el didmetro polar, entre 39,5 y 40,1 Um. En cambio
para E. oleifera el didmetro ecuatorial es de 36,2 ym y 42,3 uym

Tabla 3. Didmetros de los ejes polar y ecuatorial de los materiales

evaluados
Material Diam ecua (Um) Diam polar (Mm)
Angola 40,2 39,5
Ténera 39,7 40,1
E. oleifera 36,2 42,3
Hibrido OxG 29,6 34,2




el polar. Para el hibrido OxG se obtuvieron valores de 29,6 um
en el eje ecuatorial y 34,2 Um en el eje polar, lo que indica que
los granos son de menor tamaiio.

En cuanto a la forma y aperturas de los mismos se encontraron
grandes diferencias entre los materiales evaluados (Figura 6).
Morfolégicamente, las aperturas son dreas definidas o adel-
gazamientos de la exina (pared celular) que facilitan el inter-
cambio iénico del interior del grano con el exterior, y a través
de ellas, normalmente, emerge el tubo polinico en el momento
de la fecundacién. Otra funcién importante es la de facilitar la
acomodacién de los granos a los cambios de humedad. Por lo
tanto, el éxito y velocidad de salida del tubo polinico depende
de su conformacién (Erdtman, 1986). En el caso de la especie E.
guineensis se encontré que los granos tienen una forma triangular
con apertura tricotomocolpada (tres aperturas). Para E. oleifera
los granos de polen son elipsoides y con apertura monocolpa-
da (una apertura) a lo largo de este. Pero el material hibrido
OxG no presenta una forma definida, sino que al parecer tiene
la combinacién de las formas de sus parentales (E. oleifera y E.
guineensis), de ahi que su viabilidad y fertilidad es muy baja o
casi nula.

C

Figura 6. Detalle de la forma y apertura de los granos de polen.
A) E. guineensis. B) E. oleifera. C) Hibrido OxG.

Los resultados muestran que las diferentes técnicas utilizadas son
sensibles, rdpidas y Utiles para determinar la viabilidad del po-
len, y concuerdan con los resultados obtenidos por otros autores.
Por lo tanto, constituyen no sélo una alternativa interesante des-
de el punto de vista de aseguramiento de la calidad del polen,
sino que ademds son un insumo importante para el estudio de
la fisiologia del polen que en este momento realiza Cenipalma.
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