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La Calidad del Polen: Requisito Indispensable del
Mejoramiento Tradicional de la Papa en Cuba

Maria Elena Gonzélez', Ana Estévez', Juan Castillo, Jorge
Salomér?, Olivia Moré? y Ma. Margarita Herandez*

Resumen

En el Instituto Nacional de Ciencias Agricolas se realizaron estudios de la
calidad del polen en diferentes especies y variedades de papa, para lo cual
se utilizaron los métodos de tincion, y germinacion in vitro e in vivo con
polen fresco (primer dia de colectado) y almacenado a 17°C y 4°C. Ademas
se estimaron los porcentajes de viabilidad y germinacion, y las ploidias a
partir de las mediciones del didmetro del polen. Con polen del primer dia de
conservado a 4°C (por 10 y 20 dias) se realizaron ocho combinaciones
hibridas y se evaluaron el nimero de bayas, el porcentaje de fructificacién y
el numero de semillas por fruto. Se comprob6 que la tincion morfolégica no
es una técnica confiable para estimar la viabilidad polinica y que la
germinacién del polen in vitro e in vivo son métodos efectivos para la
estimacioén de la calidad del polen, los cuales estan correlacionados con el
nimero de semillas por fruto. Se puso de manifiesto que la medicién del
diametro del polen es un indicador de la ploidia en papa y constituye un
método indirecto que permite la identificacion de materiales diploides y
tetraploides. Esos resultados brindaron la posibilidad de utilizar métodos
rapidos, sencillos y confiables que hacen de estos indicadores herramientas
utiles en los Programas de Mejoramiento.
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Pollen Quality: An Essential Requirement for the
Traditional Potato Breeding in Cuba

Summary

Pollen quality studies of different potato species and varieties were
carried out at the National Institute of Agriculture Sciences using stain, in
vivo and in vitro germination methods with fresh pollen (first day of
collection) stored at 17 and 4°C. The percentages of viability and
germination were estimated, also ploidy levels were determined by
pollen diameter. With the first-day-pollen stored at 4°C (for 10 and 20
days), eight hybrid combinations were made and the number of
berries, fruiting percentage and seed number per fruit were evaluated. It
was confirmed that morphological stain with acetocarmin is not a trusty
technigue to estimate pollen viability and that in vitro and in vivo pollen
germination methods were adequate to estimate pollen quality, which
are correlated with seed number per fruit. Pollen diameter is an indicator
of potato ploidy level and this technique is an indirect method to
identify diploid and tetraploid genotypes. The results enable the use of
quick, simple and reliable methods to make these indicators useful tools
for breeding programs.

Additional Index words: Pollen viability, pollen germination, ploidy

Introduccioén

Los estudios relacionados con la calidad del polen son de gran importancia
en investigaciones relacionadas con la reproduccion sexual, y
especialmente en las condiciones del tropico calido y huamedo, pues
permiten asegurar el éxito de las hibridaciones e incrementar la eficiencia
del Mejoramiento.

Las condiciones ambientales adversas pueden causar la no funcionalidad
polinica (14, 31) lo que estd en dependencia del genotipo. Las altas
temperaturas inhiben la floracién, la produccién de polen y su viabilidad,
limitando la produccion de semilla botanica. También es bloqueada la
diferenciacion, y el crecimiento del esporofito es reducido (5,1, 33).

Las variedades de la subsp. tuberosum usualmente no florecen bajo las
condiciones existentes en Cuba. Ademas, algunas variedades, raramente
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florecen y, si lo hacen es por un periodo muy corto y la viabilidad del polen
es baja. El estrés de calor y de humedad provocan una disminucién de la
cantidad y calidad del polen (33), lo que puede ser ocasionado por una
menor cantidad de nutrientes presentes en la antera y la degeneracion
temprana del tapete, asi como una reduccién importante en el nimero de
granos formados como consecuencia del elevado porcentaje de aborto de
células madre de polen y de microsporas en diferentes etapas de su
formacién (9).

Dada la necesidad de incrementar la eficiencia de las hibridaciones en el
Programa de Mejoramiento, el trabajo tuvo como objetivo el estudio de la
calidad del polen en diferentes especies y variedades de papa.

Materiales y Métodos

Los experimentos se realizaron en el area central del Instituto Nacional de
Ciencias Agricolas (INCA), San José de las Lajas, a 23°00' de latitud norte,
32°12' de longitud oeste y 130 metros snm, en la provincia de La Habana.

La colecta de flores de las variedades y especies se realiz6 en horas
tempranas de la mafiana en el momento de la antesis. Las flores se dejaron
secar a temperatura ambiente posteriormente se procedid a la extraccion
del polen con ayuda de un vibrador eléctrico.

Los métodos que se utilizaron para estimar la calidad del polen fueron:
tincién morfolégica, germinacion in vitro del polen y germinacioén in vivo del
polen.

Tincién morfoldgica o viabilidad del polen

Se utiliz6 como colorante el acetocarmin al 1%. Los granos de polen
redondeados y coloreados de rojo se consideraron viables y no viables los
constrefiidos y sin tefiir (30). Se realiz6 una clasificacion visual de los granos
de polen basada en la forma y contenido, utilizandose para las tinciones
acetocarmin y lactofenol.

Las observaciones se realizaron con un microscopio Karl Zeiss a 200x. Los
conteos de polen se efectuaron en nimero de 200 granos por preparacion
en un total de cinco preparaciones. Se utiliz6 polen fresco (primer dia de
colectado) y almacenado por 150 dias a 17°C y 4°C y se estimaron los
porcentajes de viabilidad del polen fresco y almacenado, y se realizaron
mediciones del diametro del polen (um) de algunas especies silvestres y
cultivadas de papa.



78 Gonzalez, Estévez, Castillo, Salomoén, Moré, Hernandez

Germinacion in vitro

Se utilizé el medio de germinacién compuesto por: sacarosa 12%, Ca(NO3),,
300 ppm, MgSO, 200 ppm, KNO3; 100 ppm, acido bérico 100 ppm, en
solucién acuosa pH=6. Solo se consideraron viables aquellos granos con un
tubo de longitud mayor o igual al diametro del polen. Los conteos se
realizaron con polen recién colectado (primer dia), polen conservado a 17°C
(quinto y décimo dias de almacenamiento) y conservado a 4°C al décimo y
vigésimo dias. Las observaciones al microscopio y los conteos fueron
similares a lo descrito para la tincién morfologica.

Con el polen recién colectado (primer dia) y conservado a 4°C (por 10 y 20
dias) de las variedades Omega, Cardinal, Desirée y Baraka, se realizaron
ocho combinaciones hibridas, polinizandose 30 flores de similares
caracteristicas. Se evalud el nimero de bayas logradas, el porcentaje de
fructificacion y el nimero de semillas por fruto.

Germinacion in vivo

Se emascularon y polinizaron 40 flores con caracteristicas similares, de las
ocho combinaciones hibridas que aparecen en la Tabla 1; se cortaron los
estilos a las 36 horas y se dejo el ovario para que se desarrollara el fruto.

Los estilos se fijaron en una solucion de &cido acético glacial (100%) y
alcohol (96%) en una proporcién de 1:3 y se almacenaron en condiciones
refrigeradas (4°C) durante 48 horas. Tras la fijacion, los estilos se lavaron
con agua destilada y se sumergieron en NaOH 8N durante seis horas. La
tincién de los tubos polinicos se llevé a cabo con una solucion al 0.1% de
azul de anilina hidrosoluble en 0.1M de K3P0,. Las observaciones se
realizaron en un microscopio Karl Zeiss de fluorescencia con luz de
excitacion ultravioleta, con un objetivo tipo Jena, observandose a 100x.

En cinco estilos por cada cruzamiento se evaluaron: el porcentaje de
germinacion del polen en el estigma, el nidmero de tubos polinicos que
alcanzaron la base del estilo y el nimero de semillas por fruto.

Analisis estadistico

Para realizar los analisis de variancia, los porcentajes de viabilidad y
germinacion del polen in vitro e in vivo de las variedades fueron
transformadas a arcoseno o, %Y los caracteres numéricosa . x

Los datos de los porcentajes de viabilidad y germinacion in vitro del polen
se procesaron a partir de un andlisis de variancia de efecto fijo bajo un
disefio completamente aleatorizado en arreglo factorial (7x2x2) y (7x2)
respectivamente, donde los factores fueron variedades, dias de
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almacenamiento y temperatura de conservacion para el primero y
variedades y dias de almacenamiento para el segundo. Con los caracteres
evaluados por el método de germinacion in vivo se realizaron andlisis de
variancia bajo un disefio completamente aleatorizado. Las medias fueron
comparadas segun la prueba de rangos multiples de Duncan para p<0.05.
Para comparar la eficiencia de los métodos de germinacion del polen, se
hallaron las correlaciones lineales entre la germinacion del polen in vitro y el
namero de frutos y semillas por fruto, y entre la germinacion del polen in
vivo y el niimero de tubos en la base del estilo y el nimero de semillas por
fruto.

Resultados y Discusion

Tinciones morfologicas o viabilidad del polen

En la Tabla 1 se aprecian los porcentajes de tincién del polen de algunas
especies silvestres y cultivadas de papa. Estas especies en su mayoria
presentaron valores de tincion superiores al 90%, solamente las especies
Solanum hougassi, Solanum guerreroense Corr., Solanum brevicaule Bitt,
Solanum knappei Yuz et Buk., Solanum schickii Yuz et Buk, Solanum.
subtilius, Solanum ochoanum Lechn y Solanum garciae Yuz et Buk
obtuvieron menores porcentajes. Pandey y Gupta (26) sefialaron que la
fertilidad del polen es muy superior cuando proviene de la subsp. andigena
que cuando proviene de la subsp. tuberosum.

Tablal.  Porcentajes detincién del polen de especies de papa.

% %

Especies tincién Especies tincion
S. cardiophyllum Lindl. 99 S. vallis-mexici Yuz. 96
S. demissum Lindl. 99 S. lechnoviczii Hawk. 96
S. arrac-papa Yuz. 99 S. sparsipilum (Bitt) Yuz et Buk. 96
S. leptophyes Bitt. 99 S. simplicifolium Bitt. 96
S. tarigense Hawk. 99 S. chacoense Bitt. Pl 275136 96
S. chacoense Bitt Oka. 99 S. chacoense Bitt. Pl 275141 96
S. bulbocastanum Dun. 98 S. phureja Yuz y Buk. 96
S. polytrichon Rydb. 98 S. chacoense Bitt. Pl 217451 94
S. acaule Bitt. 98 S. laplaticum Buk. 93
S. parodii Yuz y Buk. 98 Runa Redonda 92
S. saltemse Hawk. 98 S. commersonii Dun. 91
S. brachicarpum Cor. 97 S. subtilius 89
S. ajuscoense Buk. 97 S. ochoanum Lechn. 85
S. brachistotrichum (Bitt) Rydb. 97 S. brevicaule Bitt. 82
S. multidissectum Hawk. 97 S. guerreroense Cor.r 77
S. spegazzini Bitt. 97 S. schickii Yuz y Buk. 77
S. macolae Buk. 97 S. knappei Yuz y Buk. 72
S. chacoense Bitt. 97 S. hougasii 71
S. semidemissum Yus. 96 S. garciae Yuz y Buk 68
S. fendleri Gray. 96 S. tuberosum subsp. andigena
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Tabla 2. Porcentaje de tincion del polen  El porcentaje de tincion de polen de

de variedades de papa las variedades presenta en la Tabla 2,
% destacandose las variedades Lady
Variedades Viabilidag  Rosseta y Redsen con 91 y 87%
respectivamente. Las variedades
Larga 47 Larga, Spunta, Atlantic, Crystal,
Cascade 54 Maradonna, Phyne Red, Lutetia y
Desiree o1 Rosa presentaron porcentajes de
Spunta 40 tincion inferiores al 50%, siendo la
Atlantic 15 4 . k .
Monona 79 variedad Atlantic la que alcanzo el
Crystal 34 menor valor (15%).
F-72090 65
Maradonna 45 Es de resaltar que la variedad Spunta
Redsen 87 presentd anteras palidas, lo cual a
Romano 69 veces coincide con la esterilidad
Delcora 39 masculina. Las plantas  con
Phyne Red 31 citoplasma de tuberosum  con
Lutetia 23 frecuencia muestran baja fertilidad del
EgggRosetta s% polen debido a la esterilidad

. masculina genético-citoplasmatica
Bienmond 79-157 75 (11).

Los estadigrafos de variedades y especies estudiadas (Tabla 3)
evidenciaron una media del 93%, para las especies y de 51% para las
variedades, con rango que oscild6 entre 71 y 99% y 15 y 91%
respectivamente; asi como, una mayor variabilidad entre variedades con un
coeficiente de variacion de 41 .8%. Estévez (10) en estudios de viabilidad
del polen en 5 variedades de papa, encontré que los valores oscilaban entre
30y 80%.

Tabla 3. Estadigrafos de variedades y especies de papa.

Genotinos Media Desviacion Coeficiente de Ranao
P estandar (%) variacion (%) 9
Especies 93 8.6 9.2 71-99
Variedades 51 21.3 41.8 15-91

Para el polen conservado que normalmente mantiene su capacidad de
hidrataciéon y su morfologia normal aunque va perdiendo su potencialidad
para germinar en el tiempo, se ha probado que las tinciones morfolégicas no
son una buena técnica de medida de la fertilidad real (29, 24, 31).

En la Tabla 4 se observa que el porcentaje de tincidn del polen, de nueve
especies de papa a los 150 dias de conservacion, se mantuvo superior al
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95%. Si se comparan estos valores con los obtenidos al primer dia de
colectado el polen (Tabla 1), se aprecia que casi no hubo variacion. En
investigaciones realizadas en cinco variedades de papa, se pudo apreciar
un comportamiento diferencial con valores mas bajos para el porcentaje de
viabilidad, que disminuyé con el tiempo de forma mas marcada, lo cual
puede deberse a que son diferentes genotipos y otras condiciones de
almacenamiento del polen.

Tabla4.  Porcentajes de tincion del polen de nueve especies de papa a
los 150 dias de almacenamiento a 17°C.

Especies % Tincion
S. brachistotrichum (Bill) Rvdb. 96
S. vallis mexici Yuz. 96
S. ajuscoense Buk. 97
S. flenderi Grav. 97
S. multidissectum Hawk. 96
S. brachycarpum Corr. 97
S. simplicifolium Bitt. 95
S. chacoense Bitt. 98
S. phureja Jus y Buk. 96

En la Tabla 5 se muestra, la apreciacién visual de los granos de polen
viables para el método de tincién morfolégica con acetocarmin y lactofenol-
carmin. Con carmin son teflidos de rojo, los granos redondos vivos,
redondos con citoplasma muerto y redondos con degeneracion del
citoplasma. Con lactofenol-carmin son tefiidos de rojo brillante, los granos
vivos y redondos con citoplasma muerto.

Tabla 5. Apreciacién visual de los granos de polen viables para dos
tinciones. Clasificacién basada en la forma y el contenido de los
granos de polen.

Caracteristicas fenotipicas del grano de polen

Tinciones Redondos con  Redondos con  Redondos con
citoplasma citoplasma degeneracion
Vivo muerto del citoplasma
Carmin + + +
Lactofenol + + -

El carmin y el lactofenol tifieron citoplasma vivo y muerto, donde se realiza
una sobre estimacién de la fertilidad del polen. Esto se evidencia en la Tabla
6, donde se observan valores muy similares para los dos métodos, aunque
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hay que resaltar que el lactofenol no colore6 los granos de polen con
degeneracion del citoplasma, sin embargo, estos granos se presentaron en
muy baja frecuencia es por ello que no aportaron mucho al porcentaje total.
Janssen y Hermsen (21) encontraron porcentajes de viabilidad del polen
para S. phureja superiores al 80% y valores menores de 40% en S.
tuberosum, logrando los mismos resultados de viabilidad utilizando
acetocarmin y fucsina.

Estos métodos son muy faciles y rapidos pero dan solamente una indicacién
de la fertilidad masculina.

Los analisis de proporciones realizados para cada variedad, tinciones y dias
de almacenamiento se presentan en la Tabla 6, donde no se encontraron
diferencias significativas entre colorantes y sus valores fueron muy
parecidos. Las variedades Marinca y Kondor presentaron los mayores
porcentajes de viabilidad del polen, mientras que la variedad Atlantic
alcanz6 muy bajos valores, lo que la limita como progenitor masculino. La
esterilidad masculina es mas comun que la femenina en los cultivares de S.
tuberosum (11).

Tabla 6. Porcentaje de tincion de polen fresco y almacenado por diferentes
dias a4°C.
Tinciones
Variedades Dias
Carmin Lactofenol-carmin
Marinea 1 78 77
5 82 81
10 86 84
Kondor 1 78 75
5 83 80
10 80 78
Aninca 1 55 54
56 55
10 59 57
Desirée 1 49 50
52 50
10 50 51
Atlantic 1 10 10
5 12 9
10 9 8

En polen fresco las tinciones tampoco expresan con exactitud la capacidad
germinativa ya que estas técnicas se basan en la determinacion de
variabilidad mas no germinabilidad; proceso un tanto alejado de la
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germinacién, y audn mas de la fertilizacion, sobrestimando la viabilidad
polinica real (32, 18, 23), ya que una parte de los granos no abortados
pueden haber perdido la facultad de germinar sin que ello se traduzca en
malformaciones morfolégicas (30, 22).

Los resultados del andlisis de Tapla 7. Porcentajes de Tincion del

variancia para el porcentaje de polen de variedades utilizadas como
viabilidad del polen evidenciaron la  nyrggenitores

inexistencia de interaccion entre “\/zriedades Medias
variedades, temperatura de

conservacion y  dias de Omega 53.7a(64.9)
almacenamiento. Los resu]ta_ldos de Cardinal 50.9 b (60.2)
la prueba de rangos mdltiples de pgaraka 49.2 ¢ (57.3)
Duncan (p<0.05) mostraron la pesirée 46.8 d (53.3)
existencia de diferencias Lizen 39.3e(40.2)
significativas entre las Marlene 36.6 f (35.5)
variedades con valores que Spbunta 34.7 g (32.5)
oscilaron entre 34.7 y 53.7%, X*Es 44.5+ 0.3***

destacandose la Omega y la () valor original *** significativo para
Cardinal con los porcentajes mas P<0.001

: . P Medias con letras en comun no
elevados y diferencias significativas presentan  diferencias  significativas
entre ellas y el resto de las

. segun prueba de Duncan p<0.05
variedades (Tabla 7)

El polen conservado mantuvo su morfologia normal a través del tiempo y fue
capaz de colorearse, no apreciandose variaciéon para las dos temperaturas
de conservacién y dias de almacenamiento; sin embargo, el polen va
perdiendo su potencial para germinar con el tiempo (31). Estos resultados
coinciden con lo encontrado por otros autores (19, 25), donde se menciona
porcentajes de tincién similares para polen fresco y almacenado.

El acetocarmin sobrestima la viabilidad del polen, pero da informacién
adicional de la morfologia nuclear (32). Este método se puede utilizar para
la discriminacion cuando se tienen muchos genotipos, pues tiene la ventaja
de permitir hacer predicciones rapidas de la fertilidad masculina.

Las tinciones solo permiten detectar diferencias entre granos de polen
abortados y no abortados y su utilidad es fundamentalmente en los estudios
de androesterilidad (31,15), para conocer el diametro del polen (4, 7, 26,17,
8) y para conocer la dotacién cromosdmica (21).

En la Tabla 8 se aprecian las mediciones del diametro del polen de especies
utilizadas como progenitores asi como los niveles de ploidia informados y
estimados. Las especies diploides 2n=2x=24, presentaron medias muy
similares, que oscilaron entre 21.10 y 22.84um respectivamente. Sin
embargo, la especie tretaploide presenté un valor de 25.51um. Brown et al.

(7) plantearon un diametro de 20um para polen "n" y 26um para "2n".
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Tabla 8. Mediciones del diametro del polen y niveles de ploidia de algunas
especies silvestres y cultivadas de papa.

Diametro del
. polen Ploidia
Especies
(um)
X*Es Informada Estimada
S. leptophyes BIT. 21.10 +0.23 2X 2X
S. tarijense Hawkes 22.37+0.16 2X 2X
S. verrucosum Schlechtd 22.20+ 0.20 2X 2X
S. commersonii Dun. 22.70 + 0.19 2X 2X
S. chacoense Bitt. 22.12 +0.18 2X 2X
S. multidisectum Hawkes 20.57 +0.14 2X 2X
S. politrychon Rydb.. 25.51 +0.17 4x 4x
S. stenotomum Jus. y Buk 22.84 +0.23 2X 2X
S. phureja Jus. y Buk. 22.72 +0.19 2X 2X

De acuerdo con los resultados encontrados se pudo determinar que existio
coincidencia total entre los niveles de ploidia informados y observados,
pudiéndose determinar el nivel de ploidia de las especies silvestres
diploides (2n=2x=24) y tetraploides (4n=4x=48) segun el diametro del polen,
lo que corrobora la efectividad del método de medicién del diametro del
polen para la estimacién del nivel de ploidia.

Los resultados obtenidos al analizar el diametro del polen estimado de un

tetraploide a partir de la relacién ndlx difiere de lo observado en 0.18um
con una coincidencia de 99.5% y una correlacion de 0.98 (Tabla 9), lo que
confirma para este caso que el método es valido. Esta relacion entre ploidia
y diametro del polen de papa coincide con lo sefialado por Brown et al (7).
Por otra parte, Bamberg y Hanneman (3) afirmaron que este método es
valido para distinguir diploides de tetraploides, sin tener en cuenta sus
antecedentes taxondmicos.

Tabla9.  Resultados obtenidos al analizar el diametro del polen (um)

Ploidia del donante 2X 4x
Ploidia del polen 1x 2x
Diametro observado 22.23 26.49
Diametro estimado - 26.67
Diferencia - 0.18
% de coincidencia - 99.50

Coeficiente de correlacién 0.98
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Germinacion in vitro

En la Tabla 10 se muestra el porcentaje de germinacién de especies de
papa en diferentes dias de almacenamiento, el cual disminuyé a medida
que transcurrio el tiempo, no existiendo a los diez dias ninglin polen
germinado. Se observé un comportamiento muy similar entre las especies
silvestres, solamente la especie cultivada, S. phureja, fue la que presenté un
comportamiento diferencial, perdiendo rapidamente su potencialidad para
germinar.

Los resultados encontrados evidencian que no se debe almacenar el polen
a 17°C por més de cinco dias.

Tabla 10. Porcentajes de germinacién del polen de nueve especies de papa
en diferentes dias de almacenamiento a 17°C

Especies % germinacion
Dias

1 5 10
S. brachistotrichum (Bill) Rvdb. 75 28 0
S. vallis mexici Yuz. 74 26 0
S. ajuscoense Buk. 72 25 0
S. flenderi Grav. 75 26 0
S. multidissectum Hawk. 79 19 0
S. brachycarpum Corr. 77 20 0
S. simplicifolium Bitt. 80 22 0
S. chacoense Bitt. 76 26 0
S. phureja Jus. y Buk. 73 5 0

El analisis de variancia para los porcentajes de germinacion del polen en
dos temperaturas de conservacion (17°C y 4°C) puso de manifiesto la
existencia de interaccién entre las variedades y los dias de almacenamiento
del polen.

En las Tablas 11 y 12 se muestran las medias después de efectuada la
prueba de rangos multiples de Duncan (p<0.05). El polen de las variedades
Omega, Cardinal, Baraka y Desirée al primer dia, presentaron los
porcentajes mas elevados de germinacion in vitro, con valores de 33.6, 32.7,
32 y 30.1% respectivamente. Para las dos temperaturas de conservacion,
existio una disminucion de forma significativa a través del tiempo, pero de
forma méas marcada para el polen conservado a mayor temperatura. Cuando
se conservé a 17°C, a los 10 dias no se registrd ningln grano de polen
germinado, lo que coincide con estudios de conservacion del polen a 17°C
en especies silvestres y cultivadas de papa (19); sin embargo, a 4°C,
todavia hubo porcentajes de germinacion superiores al 18%.
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Al comparar estos resultados con los obtenidos por las técnicas de tincién
(Tabla 7), se aprecia una marcada disminucion en los valores, lo que
evidencia que este método es mas confiable para estimar la viabilidad del
polen. En papa ha sido recomendado por Bamberg y Kearns (2, 22) los que
plantearon que es el método mas directo y que aporta resultados mas
precisos, correspondiéndose en gran medida con los éxitos en los
cruzamientos.

Estos resultados evidencian un incremento en valor cuando se disminuye la
temperatura, lo que coincide con reportes anteriores que plantean una
mayor germinacion del polen con la disminucion de la temperatura (16).

Tabla11l. Porcentajes de germinacion in vitro del polen fresco y almacenado
por diferentes dias a 17°C.

Dias Conservacién a17°C

1 33 a (30.70)

Omega 5 91 f (2.50)
10 0 I (0)

1 32.7 ab (29.20)

Cardinal 5 8.9 f (2.40)
10 0i (0)

1 320 b (28.10)

Baraka 5 8.7f (2.40)
10 0i (0)

1 301 c (25.20)

Desirée 5 5.6 h (0.96)
10 0i (0)

1 29.1 c (23.70)

Lizen 5 6.7 ¢ (1.40)
10 0i (0)

1 27.8 d (21 .80)

Marlene 5 5.6 gh (0.96)
10 0i (0)

1 25.6 e (18.70)

Spunta 5 5.3h (0.86)
10 0i (0)

X+ Es 12.42 + 0.4 ***

() Valor original *** Significativo para p<0.001

Medias con letras en comun no presentan diferencias significativas segun
prueba de Duncan para p<0.05

El resultado de los cruzamientos con polen de diferentes dias de
almacenamiento a 4°C se aprecia en la Tabla 13. Cuando se utilizaron
como progenitores masculinos las variedades Baraka, Omega y Cardinal, se
logré la mayor cantidad de frutos, asi como los mejores porcentajes de
fructificacion, destacandose la combinacion Desirée x Baraka con 33.3 %.
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En cambio, con polen del primer dia de colectado, se alcanzaron los
menores valores (20 %) en la combinacién Marlene x Desirée.

Resultados similares sefialan que el polen de papa mantiene una buena
viabilidad de dos a tres semanas, si es conservado en ambiente seco y
temperatura proxima a los 5°C (11).

Tabla 12. Porcentajes de germinacion in vitro del polen fresco y almacenado
por diferentes dias a 4°C.

Variedades Dias Conservacion a 4°C
Omega 1 33.6a (30.70)
10 24.2 ef (16.70)
20 31 i (0.3)
Cardinal 1 32.7a (29.20)
10 22.9f (15.20)
20 3.6i (0.40)
Baraka 1 32.0b (28.10)
10 24.0 ef (16.60)
20 16 i (0.80)
Desirée 1 30.1 b (25.20)
10 20.6 gh (12.40)
20 1.6 ijk (0.80)
Lizen 1 29.1 ¢ (23.70)
10 22.2fg (14.30)
20 1.1 jk (0.40)
Marlene 1 27.8d (21.80)
10 19.4h (11.00)
20 0.8 k (0.02)
Spunta 1 25.6 e (18.70)
10 18.3h (9.90)
20 0 k (0)
X + Es 17.82 + 0.7***

() Valor original  *** Significativo para p<0.001.

Medias con letras en comun no presentan diferencias significativas segun prueba de
Duncan para p<0.05

En los trépicos humedos la produccién de semilla botanica es afectada
seriamente, con una disminucion del nimero de bayas, la produccién de
polen y su fertilidad (1).

El mayor namero de semillas por fruto se encontrd6 en la combinacion
Desirée x Omega (35), seguido de Desirée x Cardinal (33) y Desirée x
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Baraka (28), lo que se corresponde con los resultados encontrados
anteriormente para la germinacion del polen (Tabla 13). Las combinaciones
hibridas donde Desirée fue el progenitor masculino presentaron valores muy
similares, oscilando entre 22 y 24 semillas por fruto. Se pudo apreciar que a
medida que aumentaron los dias de almacenamiento fueron disminuyendo
los valores de las variables estudiadas, por lo que no es recomendable
utilizar el polen conservado a 4°C por mas de 10 dias para realizar las
polinizaciones.

En la Tabla 14 se observan los valores de los coeficientes de correlacion
entre la germinacion del polen in vitro de las variedades utilizadas como
progenitores masculinos y el nimero de bayas y semillas por fruto. Un
normal desarrollo de las bayas es debido a polinizaciones con polen
compatible, que permite una abundante formacién de semillas (6).

Se encontraron correlaciones positivas y altamente significativas entre las
variables, alcanzandose una correlacion de 0.80 ** entre la germinacién del
polen in vitro y el nimero de semillas por fruto. Resultados similares se
encontraron sefalando que este método da resultados confiables para
planificar los cruzamientos, asi como que la germinacion del polen in vitro
esta significativamente correlacionada con el nimero de frutos y semillas
por fruto, brindando un estimado confiable de la fertilidad masculina (12, 20,
22).

Los resultados encontrados pueden ser de utilidad para los mejoradores,
pues es necesario conocer la viabilidad del polen, para determinar el tipo a
emplear como progenitores masculino y femenino en los programas de
mejoramiento tradicional de cultivo.

Germinacion in vivo

En estudios realizados sobre el comportamiento del crecimiento de los tubos
polinicos a través del pistilo en las ocho combinaciones hibridas
intraespecificas, se pudo determinar que después de las 24 horas de
polinizadas las flores, los tubos polinicos sobrepasaron la base del estilo y
penetraron al ovario; esto posibilité la utilizacion de los estilos para estimar
la germinacién del polen sin afectar el ovario, el cual puede continuar
desarrollandose y formar el fruto.

La Tabla 15 muestra los porcentajes de germinacién in vivo del polen en el
estigma, el nUmero de tubos polinicos en la base del estilo y el nUmero de
semillas por fruto de las combinaciones hibridas estudiadas. El mayor
porcentaje de germinacion lo presenté la variedad Omega con 41.7, que no
difirid significativamente de la Cardinal (36.5) pero si del resto de las
variedades, que a su vez no difirieron entre si.

Teniendo en consideracién los porcentajes alcanzados anteriormente por el
método de germinacién del polen in vitro (Tabla 10 y 11), se aprecié un
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incremento para las variedades Omega y Cardinal; sin embargo, disminuyd
en las variedades Baraka y Desirée con excepcion de la combinacion
Marlene x Desirée, lo que pudiera deberse a las condiciones ambientales.

La determinacién de la germinacién del polen in vivo posibilita hacer
estimaciones confiables de la fertilidad, ademas de utilizarse para el estudio
de incompatibilidades en los cruzamientos (13, 34).

Tabla 13  Resultados de las combinaciones hibridas con polen conservado a
4°C en diferentes dias de almacenamiento

Combinaciones Dias Numero de Numero de Porcentaje NuUmero de

hibridas poliniza- frutos de fructifi- semillas por
ciones cacion fruto
Desirée 1 30 9 30.0 35
X 10 30 7 23.3 20
Omega 20 30 1 3.3 5
Desirée 1 30 9 30.0 33
X 10 30 6 20.0 22
Cardinal 20 30 1 3.3 7
Cardinal 1 30 8 26.7 24
X 10 30 6 20.0 14
Desirée 20 30 0 - -
Baraka 1 30 7 23.3 22
X 10 30 6 20.0 16
Desirée 20 30 0 - -
Desirée 1 30 10 33.3 28
X 10 30 9 30.0 18
Baraka 20 30 0 -
Spunta 1 30 10 33.3 22
X 10 30 8 26.7 15
Desirée 20 30 0 - -
Lizen 1 30 7 23.3 23
X 10 30 5 16.7 11
Desirée 20 30 0 - -
Marlene 1 30 6 20.0 22
X 10 30 5 16.7 10
Desirée 20 30 0 - -
1 240 64 26.2 26.7
Total 10 240 54 22,5 16.1

20 240 2 0.8 6
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Tabla 14. Correlaciones lineales entre la germinacién del polen jn vitro, el
ndmero de frutos y el nimero de semillas por fruto.

Caracteres Germinacion del Namero de frutos
polen in vitro

NUmero de semillas por fruto 0.80** 0.78 ** 0.73**
Namero de frutos

** Significativo para p<0.01

Con respecto al nimero de tubos polinicos en la base del estilo, se pudo
apreciar que las combinaciones Desirée x Omega, Desirée x Cardinal y
Desirée x Baraka presentaron los mayores valores, con 4, 3.4 y 3.2
respectivamente, los que no difirieron significativamente entre si. Los
cruzamientos donde se utiliz6 a Desirée como progenitor masculino
presentaron los menores valores, sin diferencias significativas entre ellos.
Es de resaltar que el cruce Marlene x Desirée a pesar de tener un valor de
31.1 de porcentaje de germinacion, alcanzé el menor numero de tubos
polinicos en la base (2.1), lo que pudiera deberse a problemas en la
compatibilidad de los alelos S entre estos progenitores (34, 28).

El ndmero de semillas por fruto presentd un comportamiento similar al
namero de tubos en la base del estilo, oscilando entre 4.4 y 6.5. Presenté el
valor mas alto el cruce Desirée x Omega, seguido por Desirée x Baraka y
Desirée x Cardinal. Se logra una abundante formacién de semillas cuando
existe compatibilidad polen-pistilo (6).
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Tabla15. Porcentaje de germinacion in vivo del polen en el estigma, nimero
de tubos polinicos en la base del estilo y nimero de semillas por
fruto.

Combinaciones hibridas

Germinacién Numero de tubos Numero de

del polen in polinicos semillas por fruto
Vivo

Desirée x Omega 41.7a (44.2) 4.0a (16.0) 6.5a (42.2)
Desirée x Cardinal 36.5 ab (35.4) 3.4ab (11.8) 5.7 abc (32.6)
Marlene x Desirée 31.1 bc (27.0) 21d (4.8 44c (20.2)
Spunta x Desirée 29.2 bc (25.0) 24cd (6.2) 48bc (24.4)
Desirée x Baraka 28.1 bc (22.2) 3.2 abc (10. 6) 6.0 ab (37.0)
Lizen x Desirée 27.9 bc (23.0) 24cd (6.2) 47c (22.8)
Cardinal x Desirée 26.7c (20.6) 2.7 bed (7.8) 4.8 bc (23.6)
Baraka x Desirée 255c¢c (19.2) 22d (5.4 45c (20.8)
x + Es 30.8 £ 2.7* 2.8 +0.3%** 5.2 +0.4**

() valor original **significativo para p<0.01  ***significativo para p<0.001
Medias con letras en comin en la misma columna no presentan diferencias significativas
segun prueba de Duncan para p<0.05

En la Tabla 16 se presentan los valores de los coeficientes de correlacion lineal
entre la germinacion del polen in vivo en el estigma, el nimero de tubos en la base
del estilo y el nimero de semillas por fruto. Se aprecian correlaciones positivas y
altamente significativas entre las variables, presentandose la asociacion mas alta
(0.95 **) entre el nimero de semillas por fruto y el nimero de tubos en la base del
estilo.

Fernandez (13) encontrd que el nimero de tubos polinicos al final del estilo fue la
variable que mas correlacion6 con el nimero de semillas por fruto, recomendandolo
como un buen indicador para estimar la eficiencia en las hibridaciones.

Tabla 16. Correlaciones lineales entre la germinacion del polen in vivo en el
estigma, el nimero de tubos polinicos en la base del estilo y el
numero de semillas por fruto.

Germinacion del Numero de
Caracteres polen in vivo tubos
polinicos
Numero de semillas por fruto 0.89 ** 0.95 **
Numero de tubos polinicos 0.90 **

** Significativo para p<0.01

Conclusiones

En general se pudo apreciar que los métodos estudiados para la estimacién de la
calidad del polen no presentan la misma confiabilidad.
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Se comprob6 que la tincion morfolégica no es una técnica confiable para
estimar la viabilidad del polen fresco y almacenado de papa pues
sobrestima la viabilidad polinica, no expresando con exactitud la capacidad
germinativa, ya que se basan en determinar la viabilidad mas no la
germinabilidad y pudiera ser que granos no abortados perdieran la
capacidad de germinar, sin que ello se traduzca en malformaciones
morfolégicas. No obstante puede ser usado para la discriminacion cuando
se tienen muchos genotipos.

Se pudo comprobar que la germinacién del polen in vitro e in vivo son
métodos efectivos para la estimacion de la calidad del polen, los cuales
estan correlacionados con el nimero de semillas por fruto, permitiendo
estimados confiables de fertilidad masculina y de esta forma seleccionar al
gue sera utilizado como progenitor masculino o femenino. Sin embargo, la
germinacion in vitro es un método mas facil y aporta resultados confiables.

Se comprobé que el polen no debe conservarse a 4°C y 17°C por mas de
10 y 5 dias respectivamente para ser utilizado en las polinizaciones, asi
como que la variedad Atlantic no debe utilizarse como progenitor masculino,
por su baja viabilidad del polen en las condiciones cubanas.

En las pruebas de germinacién in vivo se cuenta el nimero de semillas o el
namero de tubos polinicos en la base del estilo; estas medidas son las que
estdn més cerca de una auténtica estimacion de la fertilidad del polen. Es
un proceso laborioso, que requiere de tiempo y de microscopio de
fluorescencia con luz ultravioleta, aunque presenta la ventaja de que una
vez fijados los estilos puede conservarse el material hasta el momento de su
tincion y observacion.

El trabajo también puso de manifiesto que la medicién del diametro del
polen es un indicador eficiente de la ploidia en papa y constituye un método
indirecto que permite la identificacion de materiales diploides y tetraploides.
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