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Resumen

Los estudios de viabilidad y longevidad del polen en los genotipos seleccionados como
progenitores son Utiles para asegurar el éxito de las hibridaciones en un programa de mejoramiento
genético. El presente estudio se llevo a cabo en el Campo Experimental Tecoman del INIFAP, en
Tecomén Colima, Mexico, durante los meses de enero y febrero de 2008 y 2009. Se estimo la
viabilidad y longevidad del polen en tres variedades de limén mexicano [Citrus aurantifolia):
‘Colimex’, ‘ColimOn’ y ‘Lise’, dos hibridos naturales de limoén mexicano; CV 63-64 y CV 67-68
asi como el ‘Citrange C-35 (C. sinensis x Poncirus trifoliata) como testigo. Se evaluaron las
formulaciones de Brewbaker y Kwack (1963); Lora et al. (2006); Leal (1969) modificado. Los tres
medios de cultivo promovieron la germinacion in vitro de granos de polen en proporciones muy
similares, cercanas a 20%. Los genotipos, ‘ColimOn’ y ‘Lise’ registraron porcentajes de
germinacion bajos 0.78% y 3.05% respectivamente. Por su parte, la variedad ‘Colimex’ y el hibrido
natural CV 63 -64, tuvieron valores porcentuales intermedios, mientras que el ‘Citrange C-35’ y el
hibrido natural CV 67-68 alcanzaron los porcentajes de viabilidad de polen mas altos (43.3% y
39.69% respectivamente) y pueden funcionar como donadores de polen. El polen de todos los
genotipos evaluados, conservado a temperatura ambiente, que fluctuo entre 21 °C y 30 °C, perdio
casi 100% de su viabilidad a las 48 h posteriores a la antesis. Este es el primer estudio sobre
viabilidad y longevidad de polen de limén mexicano usando pruebas de germinacion in vitro.
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Introduccion

La hibridacion sexual o convencional es uno de los métodos de mejoramiento genético de plantas
que plantea la oportunidad de recombinar genomas y crear variabilidad genética en las nuevas
combinaciones de genes aportados por los progenitores involucrados en las cruzas. Los trabajos de
hibridacion generalmente se inician con la identificacion de las caracteristicas deseables de los
progenitores dentro del germoplasma disponible, entre las que destacan la viabilidad y longevidad
del polen en los progenitores es un requisito indispensable (Gonzélez et al., 2002; Soares et al.,
2013; Olatunji et al., 2016).

La calidad del polen es un parametro fundamental para los estudios relacionados con la biologia
de la polinizacion, ya que existen numerosos procesos esenciales para la mejora genética y la
produccién de los cultivos que dependen de este parametro (Rejon et al., 2010). Por lo tanto, para
los fitomejoradores la calidad del polen es fundamental ya que les permite asegurar el éxito de las
polinizaciones en sus programas de hibridacion (Sulusoglu y Cavusoglu, 2014; Olatunji et al.,
2016). Otra razén de su valor reside en la eficiencia que aporta para la produccién de fruta con
buenas caracteristicas para el consumidor, ya que afecta el volumen de cuajado de fruta (Sharafi,
2011) y al producir semillas incrementa la sintesis de giberelinas que resulta en mayor tamafio y
calidad de la fruta (Zhang et al., 2010).

La fisiologia del polen, especialmente la germinacion y la viabilidad, ha recibido una atencion
considerable para aplicarse, tanto en programas de mejoramiento de plantas, como en la
conservacion, adaptacion y comprension del comportamiento fisioldgico de la fertilizacion de los
granos de polen (Khan y Perveen, 2014). La caracterizacion y la viabilidad de los granos de polen
son herramientas Utiles para guiar los cruzamientos en programas de mejoramiento (Soares et al.,
2013), ya que permite discriminar y usar solo los mejores donadores de polen y hacer un buen
manejo de este en los trabajos de polinizacion (Gaaliche et al., 2013; Baswal et al., 2015).

La viabilidad del polen varia sustancialmente entre y dentro de especies y puede ser reducida por
distintos factores (Yeamans et al., 2014). De acuerdo con estos autores, el polen llega a ser inviable
ya sea durante su desarrollo en los botones florales o después de su desarrollo completo. Por su
parte, Davarynejad et al. (2008), sefialan que la formacién de polen fértil depende de factores
ambientales como humedad y temperatura y de factores genéticos como morfologia, capacidad
para la germinacion y crecimiento del tubo polinico. Factores ambientales como las altas y bajas
temperaturas, la humedad relativa y el estrés hidrico ocasionan una reduccion en el metabolismo y
un ciclo de vida corto (Khan et al., 2013; Khan y Perveen, 2014).

La viabilidad del polen y su poder germinativo en laboratorio se puede determinar mediante a):
Pruebas de germinacion in vitro (Moura et al., 2015; Shekari et al., 2016); b) medicién de la
actividad enzimatica (Gozlekci et al., 2011; Soares et al., 2013; Demir et al., 2015); y c) la tincion
del citoplasma del grano de polen (Maiti y Rodriguez, 2015; Baswal et al., 2015). Sin embargo,
Soares et al. (2013); Kundu et al. (2014); Shekari et al. (2016), coinciden que la germinacion in
vitro es mas confiable ya que los métodos de tincion pueden sobreestimar la viabilidad del polen.
Por otra parte, la longevidad del polen, considerada como el periodo de tiempo durante el cual el
polen mantiene su viabilidad, es decir, la capacidad de germinacion y de fertilizacion, varia mucho
con las especies de plantas y las condiciones de almacenamiento (Dafni y Firmage, 2000).
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Se han realizado estudios para conocer la viabilidad y longevidad del polen de citricos (Khan y
Perveen, 2014; Kundu et al., 2014; Baswal et al., 2015; Demir et al., 2015; Ahmed et al., 2017);
sin embargo, no se conocen estudios realizados en limon mexicano, por lo que hasta el momento
se desconoce su comportamiento respecto a estas caracteristicas del polen. Por lo anterior, se llevo
a cabo esta investigacion con la finalidad de determinar la viabilidad y longevidad del polen de tres
variedades de limén mexicano, dos hibridos naturales y el ‘Citrange C-35’ como testigo, que
forman parte del banco de germoplasma de citricos del Campo Experimental Tecoman del INIFAP
y que se utilizan en el programa de mejoramiento genético de limén mexicano.

Materiales y métodos

El estudio se llevd a cabo en el laboratorio de Biotecnologia del INIFAP Campo Experimental
Tecoman en los meses de enero y febrero de 2008 y 2009. Se utilizaron arboles de seis a ocho afos
de edad. La colecta de las flores se llevo a cabo entre las 9:00 y 10:00 de la mafiana, hora en que
se presenta la mayor frecuencia de apertura de flores en limén mexicano y se inicia la dehiscencia
de las anteras (Robles-Gonzélez y Medina-Urrutia, 1984).

Medios de cultivo para la germinacion in vitro

Los medios para la germinacion in vitro se prepararon segun las formulaciones de Brewbaker y
Kwack (1963) (BBK): CaNO3 300 mg L%, MgSO47H20 200 mg L, H3BO3 100 mg L, KNO3
100 mg L, Sacarosa 100 mg L. Lora et al. (2006): MgSO47H,0 200 mg L, Ca (NOs)24H.0
250 mg L, KNO3 100 mg L, H3BO3 100 mg L, Sacarosa 80 g L. Leal, (1969) modificado:
sacarosa 80 g L. A los tres medios se les ajusto el pH a 6.5, se gelificaron con 10 g L™ de agar y
se esterilizaron en una autoclave vertical marca AESA, durante 20 min a 121 °C y a presion de 15
Ib pulgada. Se usaron sales minerales de grado reactivo de la marca SIGMA.

Estimacion de la viabilidad del polen recién liberado de las anteras

Para este estudio se utilizo polen fresco de las variedades ‘Colimex’, ‘Lise’, ‘Colimoén’, los hibridos
naturales de limén mexicano CV 63-64 y CV 67-68 y el ‘Citrange C-35’ como testigo, extraido
dos horas después de antesis. Se colectaron 25 a 30 flores recién abiertas y con anteras en proceso
de liberacion del polen. Las flores se depositaron en cajas Petri de plastico estériles de 10 x 100
mm y dos horas después se friccionaron entre ellas para propiciar que el polen se desprendiera de
las anteras abiertas. Para la siembra de polen, se utiliz6 el método de la gota sobre el portaobjetos.
Con la ayuda de una micropipeta se depositaron cinco gotas del medio de cultivo en los
portaobjetos. Se prepararon cinco portaobjetos por cada medio de cultivo.

Una vez gelificadas y frias las gotas, se dejaron caer los granos de polen sobre estas con un pincel
de pelo de camello. Los portaobjetos se etiquetaron y se colocaron en una cadmara himeda para
evitar la deshidratacion del medio de cultivo. La camara himeda se llevé al cuarto de incubacion
por un periodo de 24 h con una temperatura que fluctud entre 25 y 28 °C. Después de ese tiempo
las muestras se observaron con el objetivo 40 x de un microscopio compuesto Motic BA200. En
cada gota se observaron cinco campos y en cada uno se cuantifico el total de granos visualizados,
asi como el nimero de granos que emitieron y desarrollaron su tubo polinico, como lo sefiala
(Kalinganire et al., 2000). Con esos datos, se determinaron los porcentajes de germinacion.
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Determinacion de la longevidad del polen conservado a temperatura ambiente

Para este experimento se utilizd polen de los genotipos diploides ‘Colimex’, ‘Colimén’ y ‘Lise’,
asi como del ‘Citrange C-35’ como testigo. Se colectaron 25 a 30 flores recién abiertas y con
anteras liberando el polen. Las flores se depositaron en cajas Petri y se friccionaron entre ellas para
propiciar que el polen se desprendiera de las anteras abiertas. Después de obtener el polen, se
conservo en las cajas de Petri y se mantuvo a temperatura ambiente del laboratorio, que fluctué
entre 21 y 30 °C, hasta su utilizacion para las pruebas de viabilidad, misma que se llevaron a cabo
2, 24y 48 h despues de la antesis. Para la siembra, observacion y registro de variables se utilizo la
metodologia descrita anteriormente.

Anadlisis de datos

En ambos experimentos se utilizé un disefio experimental en bloques al azar con arreglo factorial
y cinco repeticiones. Para la estimacion de la viabilidad de polen fresco, se probaron tres medios
de cultivo y seis genotipos. Para estimar la longevidad del polen se utilizaron tres medios de cultivo
y cuatro genotipos. El andlisis se realiz6 con los promedios de dos afios de estudio. Los valores en
porcentaje se transformaron a valores de arcoseno mediante la ecuacion: Bliss [y= arc sen
(N(x/100)]. Andres et al. (1999). Los analisis estadisticos se realizaron con ayuda de los programas
estadisticos Statistix 9 de Analytical Software, (2010).

Resultados y discusion
Estimacion de la viabilidad del polen recién liberado de las anteras

Los tres medios de cultivo permitieron la germinacién de granos de polen de los distintos
genotipos estudiados (Figura 1). Después de 24 h, se pudo observar crecimiento del tubo polinico
a partir de los granos de polen, los que se cuantificaron como viables. Los resultados registrados
en 2008 fueron coincidentes con los obtenidos en 2009 tanto para medios de cultivo como para
genotipos.

Figura 1. Germinacion de granos de polen de limén mexicano ‘Colimex’ en tres medios de cultivo a)
Brewbaker y Kwack (1963); b) Lora et al. (2007) modificado; y c) Leal (1969).
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Para el analisis estadistico se utilizaron los promedios de los dos afios de estudio, de cada una de
las variables registradas. EI Anova no reportd diferencias significativas para el factor medios de
cultivo. Sin embargo, se detectaron diferencias altamente significativas (p= 0.01) para el factor
genotipos, asi como para la interaccion entre medios de cultivo*genotipos.

De acuerdo con los resultados que se muestran en el Cuadro 1, se puede apreciar que los tres medios
de cultivo evaluados promovieron la germinacion de granos de polen en proporciones muy
similares y resultaron estadisticamente iguales entre si. Los porcentajes de germinacion en los tres
medios de cultivo fluctuaron entre 20.4% a 21.6%.

Cuadro 1. Porcentaje de granos de polen germinados en cinco genotipos de limén mexicano y el
‘Citrange C-35’ en tres medios de cultivo.

Medio de cultivo

Promedios por

Genotipos Brewbalzig gg;j Kwack Lc()gaé 8t7 )al. Leal (1969) genotipos
‘Colimon’ 1.04 fg 0.18¢g 1.11 fg 0.78 e
‘Lise’ 4.33 fg 3.37f 1.46 fg 3.05d
‘Colimex’ 13.94 de 16.9 de 104 e 13.74 ¢
CV 63-641 22.23cd 21.45cd 30.02 bc 2457 b
CV 67-681 45.12 a 40.45 ab 33.49 abcs 39.69 a
‘Citrange C-35° 42.95 ab 41.17 ab 45.95 a 43.35a
Prom. medio 21.6a 20.59 a 20.4 a

CV=14.71. Promedios con letra distinta dentro de grupos son estadisticamente diferentes (Tukey p< 0.05). *hibridos
naturales de limén mexicano.

Seguln Soares et al. (2008) la germinacion in vitro es uno de los métodos comunmente utilizados para
estimar la calidad de granos de polen, en estudios de biologia reproductiva y seleccion de
progenitores masculinos en programas de mejoramiento genético. Es el principal indicador de la
viabilidad funcional del polen (Cerovic et al., 2014). Para ello se han desarrollado medios de cultivo
simples y algunos méas complejos para reproducir las condiciones que brinda el estigma de la flor
para que el polen germine y el tubo polinico crezca por el estilo, hasta alcanzar el saco embrionario.

En nuestro estudio, no se encontraron diferencias en los porcentajes de germinacion de granos de
polen germinados entre los tres medios de cultivo evaluados. Desde la formulacion mas simple
(Leal, 1969) modificado, que solo incluyo 80 g L™ de sacarosa + 10 g L™ de agar, en el que se
alcanzd un promedio de 20.4% de granos de polen germinados, hasta el medio mas complejo (Lora
et al., 2006), que ademas de llevar 80 g L™ de sacarosa y 10 g L de agar, se adicionaron algunas
sales minerales 'y que promedi6 21.6% de granos germinados.

Esto significa que el polen recién liberado de las anteras en los seis genotipos estudiados, no requieren
un medio de cultivo complejo y como lo sefialan Patel y Mankad (2014); Ahmed et al. (2017) una
germinacién satisfactoria del polen puede alcanzarse en una solucion de agua y azucar. Por lo tanto,
cualquiera de las tres formulaciones evaluadas resulta adecuada para estimar la viabilidad del polen
de limén mexicano en laboratorio. Si tomamos la composicién de los tres medios, el descrito por
Leal (1969) y modificado, resulta adecuado por lo simple y barato de la preparacion.
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El estudio también permitio detectar diferencias entre los seis genotipos evaluados respecto a la
capacidad del polen para germinar in vitro. Con base a los resultados, las tres variedades de limon
mexicano presentaron bajos porcentajes de germinacion respecto a los otros genotipos evaluados.
Particularmente las variedades ‘ColimOn’ y ‘Lise’ registraron porcentajes de germinacion de
0.78% y 3.05% respectivamente, por lo que se considera que estos genotipos no son deseables
como donadores de polen en trabajos de mejoramiento genético.

Por su parte, la variedad ‘Colimex’ alcanzé 13.74% de granos germinados, aunque sigue siendo un
porcentaje bajo de polen viable comparado con lo informado por Khan y Perveen (2014); Ahmed
et al. (2017) para otros citricos, puede utilizarse como progenitor masculino con mejores
expectativas de fecundar el ovulo y generar hibridos.

El resultado obtenido para ‘Colimex’ tiene coincidencia con lo informado por Viloria y Grosser
(2005) que registraron 7.5% de polen viable, aunque estos autores hicieron sus estimaciones
usando el método tincidn con acetocarmin al 1%. Por otro lado, el ‘Citrange C-35 alcanzo los
porcentajes de viabilidad de polen mas altos y por lo tanto puede ser considerado como un buen
candidato para usarse como donador de polen (Cuadro 1). De acuerdo a estos resultados, la
capacidad de germinacion in vitro del polen fue diferente entre variedades de limon mexicano y
especies citricas. (Dominguez et al., 1999; Kundu et al., 2014; Khan y Perven 2014; Ahmed et
al., 2017) también reportaron diferencias en los porcentajes de germinacion del polen entre
distintas especies citricas.

Determinacion de la longevidad del polen conservado a temperatura ambiente

En este experimento el Anova reportd diferencias altamente significativas para el factor tiempo de
almacenamiento después de la antesis (TDA), para el factor genotipos y la interaccion
TDA=*genotipos. Con los resultados que se muestran en el Cuadro 2, es claro que los tratamientos
con polen conservado a temperatura ambiente por 2 y 24 h a partir de la antesis presentaron valores
entre 10.03 y 13.92% de granos de polen con capacidad de germinar y resultaron estadisticamente
iguales entre si. Para el caso del polen conservado por 48 horas en ambiente natural antes de la
siembra, préacticamente perdi6 su viabilidad. Por su parte, los genotipos presentaron un
comportamiento diferente para esta variable y registraron distintos porcentajes de granos de polen
germinado, que los hizo estadisticamente diferentes entre si. El ‘Citrange C-35’, alcanz6 el mayor
porcentaje de polen germinado in vitro, seguido por el ‘Colimex’, ‘Lise’ y ‘Colimén’.

Cuadro 2. Porcentaje de granos de polen germinados en tres genotipos de limén mexicano y el
‘Citrange C-35’ y tres tiempos de almacenamiento.

Horas después de Genotipo )
tosi Promedio por horas
antesis ‘Colimén’ ‘Lise’ ‘Colimex’ ‘Citrange C-35’
2 0.63f 3.78e 12.71c 38.57a 13.92 a
24 217e¢ 853cd 7.64d 21.77b 10.03 a
48 0.16 f 0.46 f 0.17f 0.34f 0.28 b
Prom. genotipo 0.98d 4.25¢ 6.84 b 20.23 a

CV=29.94. Promedios con letras distintas dentro de grupos son estadisticamente diferentes (Tukey p< 0.05).
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Se puede apreciar que los genotipos muestran interaccién sélo con los tratamientos de 2 y 24 h de
almacenamiento. Con el polen sembrado dos horas después de la antesis, los genotipos alcanzaron
diferentes porcentajes de germinacion, resultando estadisticamente diferentes entre si. El ‘Citrange
C-35’ presenta el mayor porcentaje de germinacion, seguido de la variedad ‘Colimex’, ‘Lise’ y
‘Colimon’. Con polen sembrado después de 24 h desde la antesis, los genotipos mostraron un
comportamiento similar al descrito para el tratamiento de dos horas después de la antesis. Para el
tratamiento con polen almacenado por 48 h, los porcentajes de germinacion de los granos de polen
se redujeron significativamente en todos los genotipos.

La longevidad de los granos de polen es una caracteristica importante para un programa de
mejoramiento genético mediante hibridacion convencional. La duracion de la viabilidad,
monitoreada a traves del tiempo y mediante el registro de la capacidad del polen para germinar in
vitro, puede ayudar a estimar su longevidad. En muchas especies vegetales este periodo de tiempo
generalmente es corto si el polen se mantiene a temperatura ambiente, aunque de acuerdo con Dafni
y Firmage (2000), esto puede variar fuertemente entre especies y condiciones de almacenamiento.

Al respecto, Wang et al. (2012) determinaron que bajo condiciones de dias nublados el polen de
pasto forrajero (Festuca arundinacea Schreb.) transgénico y no transgénico, permanecié viable
hasta 240 min, con 5% de viabilidad después de 150 min de almacenamiento. Sin embargo, bajo
un ambiente soleado, la viabilidad del polen se reduce al 5% en solo 30 min, con una pérdida
completa de viabilidad en 90 min.

Es escasa la informacion detectada respecto a la longevidad del polen de citricos. Sin embargo,
Khan y Perveen (2014), sefialan que en almacenamiento bajo condiciones de refrigeracion (4 °C),
el polen de C. limon, C. aurantium, C.reticulata y C. sinensis perdio cerca de 50% de su capacidad
para germinar in vitro en comparacion con lo observado en polen fresco, después de 48 semanas,
mientras que C. paradisi perdi6 cerca de 95% de su viabilidad en ese mismo periodo de tiempo.
Estos autores no evaluaron la viabilidad con polen almacenado a temperatura ambiente.

Por su parte, Ahmed et al. (2017), en un trabajo similar, determinaron que el polen de tres
variedades de toronja (C. paradisi), en promedio perdieron 80% de capacidad para germinar in
vitro, en comparacion con lo registrado con polen fresco, después de 48 semanas de
almacenamiento a 4 °C, mientras que en dos variedades de Tangelo (C. reticulata x C. maxima x
C. paradisi), tres de pomelo (C. maxima.) y tres de mandarina (C. reticulata) la pérdida fue de 60%
y en tres variedades de naranja, se perdio 49%. En ese mismo estudio, las muestras de polen de
todas las especies y variedades conservadas a temperatura ambiente no presentaron granos de polen
viables después de 8 dias.

En nuestro estudio, el polen se conservé en el laboratorio a temperatura ambiente, que fluctud entre
21 °Cy 30 °C, lo que propicié que la capacidad de germinacion del polen se redujera rapidamente.
Las muestras de polen tomadas dos horas después de la antesis alcanzaron los porcentajes mas altos
de germinacidn en los genotipos ‘Colimex’ y el ‘Citrange C-35°. En las muestras tomadas 24 h
después de la antesis los porcentajes de germinacién bajaron casi a la mitad en ambos genotipos.
Mientras que en los genotipos ‘ColiméOn’ y ‘Lise’ los resultados fueron ligeramente diferentes y
los mayores porcentajes de germinacion se alcanzaron a las 24 h después de la antesis. Sin embargo,
para las 48 h de almacenamiento, la viabilidad se redujo significativamente en todos los genotipos
evaluados, que registraron en promedio 0.28% de granos de polen germinados.
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Un resultado similar fue descrito por Shekari et al. (2016) en ortiga borde (Leonurus cardiaca)
quienes registraron porcentajes de germinacion de 82.84, 24.37, 11.04 y 0.19 en muestras de polen
colectado a 2, 24, 48 y 72 h después de la antesis, mientras que el polen almacenado a -60 °C
mantuvo los mas altos valores de germinacion in vitro después de las 48 semanas de
almacenamiento. Es necesario, continuar este trabajo y determinar las mejores condiciones para la
conservacion a bajas temperaturas o crioconservacion, lo que ayudard a contar con polen en
cualquier época del afio y coincidir con los donadores de semilla y eficientar el mejoramiento
genético de limoén mexicano.

Conclusiones

La viabilidad del polen de limén mexicano de las variedades ‘Colimex’ y ‘Lise’ resulto baja si se
compara con lo observado con el ‘Citrange C-35’, pero puede ser util para utilizarse como
progenitor masculino en programas de mejoramiento genético por hibridacion. La longevidad del
polen de genotipos de limén mexicano y del ‘Citrange C-35’ es de apenas 24 h si se almacena a
temperatura ambiente, por lo tanto, si el polen se conserva bajo esta condicion, debe utilizarse el
mismo dia de la liberacion de las anteras 0 maximo 24 h después para obtener mejores resultados
de fertilizacion de dvulos.
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