Germinacion del Polen de Berenjena (Solanum melongena L.)
en Condiciones in vitro

In vitro Pollen Germination of Eggplant (Solanum melongena L.)
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Resumen: Se evaluo la viabilidad del polen de berenjena
(Solanum melongena L.) mediante el método de germinacion
in vitro. Botones florales de la variedad Lila criolla con

eléctrico y rehidratados en camara humeda durante dos horas a
temperatura de 25 OC. Posteriormente, para la germinacion en

pincel, en un medio de cultivo constituido por 100 g de sacarosa
12" 22

potasio (KNO,) y 120 mg de &cido bdrico (H,BO,) disueltos en

produccion de semilla hibrida a través de la hibridacion artificial,
por haber registrado un aumento de germinacion de 0,4942%
con efecto cuadratico, por cada hora de incubacion.

Palabras clave: Semilla hibrida, hibridacion artificial, viabilidad
del polen, fisiologia de semillas.

caracteristicas de pre-antesis fueron colectados de las 07:00 a las
08:00 horas. Los granos de polen fueron extraidos con un vibrador

condiciones in vitro, los granos fueron dispersados, utilizando un

(C,H,,0,,), 500 mg de nitrato de calcio [Ca (NO,), 4H,0], 120
mg de sulfato de magnesio (MgSO,), 100 mg de nitrato de

1.000 mL de agua destilada. Seguidamente, se agregaron 10 g
de agar y el pH fue ajustado a 6,0. El polen fresco fue incubado
durante ocho horas con lecturas cada dos horas. Los resultados
indican que el método es confiable para cuantificar la viabilidad
de granos de polen, ya que después de ocho horas de incubacion
se logrd un 79% de germinacion, 0,50 mm de longitud del tubo
polinico y 0,0532 mm de diametro del mismo. Por lo tanto, el uso
de polen con ocho horas de almacenamiento es favorable para la

Abstract: We assessed the viability of pollen of eggplant
(Solanum melongena L.) using in vitro germination method.
The collection of flower buds in pre-anthesis of the Lila criolla
variety was carried out in the morning from 07:00 to 08:00
hours. Pollen grains were extracted with an electric vibrator and
rehydrated in a humid chamber for two hours at a temperature
of 25 OC. Subsequently, for germination in vitro, were
dispersed, using a paintbrush, in a culture medium container
100 g of saccharose (C,H,,0,,), 500 mg of calcium nitrate [Ca
(NO,), 4H,0], 120 mg of magnesium sulfate (MgSO,), 100 mg
of potassium nitrate (KNO,) and 120 mg boric acid (H,B0,)
dissolved in 1,000 mL of distilled water. Subsequently, it was
added 10 g of agar and the pH was adjusted to 6.0. The fresh
pollen was incubated in a culture medium for eight hours and
observations were made every two hours. The results indicate
that the method used is reliable to quantify the viability of pollen
grains, because after eight hours of incubation achieved the
highest percentage of germination (79%)), the pollen tube length
was of 0.50 mm and diameter of 0.0532 mm. Therefore, the
use of pollen with 8 hours of storage is favorable for hybrid
seed production through artificial hybridization, to have been an
increase of 0.4942% germination with quadratic effect, for each
hour of incubation.

Key words: Hybrid seed, artificial hybridization, viability of
pollen, seed physiology.

Laberenjena (Solanum melongenal..) es una solanacea
de importancia econémica para Colombia, cultivada
principalmente en los departamentos de Cordoba,
Sucre, Bolivar y el Valle del Cauca. Los rendimientos
en los departamentos del Caribe colombiano no son
competitivos, oscilan entre 7,9 y 10,9 t/ha, debido
al uso de materiales no mejorados y/o factores
ambientales como altas temperaturas, que durante la
floracion afectan la formacién de semillas tanto en
monocotiledéneas como dicotileddneas (Young et al.,
2004); en tanto que, en el Valle del Cauca los registros
corresponden a 40,1 t/ha, como consecuencia de
la siembra de hibridos y mejor manejo agrondmico

(Filgueira, 2000; Araméndiz et al, 2008a; Agronet,
2011).

El rendimiento de los hibridos es mayor de 58 t ha, con
respecto a las variedades de polinizacion abierta; ademas,
los hibridos registran resistencia a enfermedades,
uniformidad de frutos, precoces, carencia de espinas
en el cdliz y en otras partes de la planta y en general
presentan mejores caracteristicas agrondmicas
(Sekara et al, 2007; Franga et al, 2009). En los
Ultimos afios se estda incrementando el uso de
hibridos al aire libre, dado que la berenjena es un
cultivo que presenta vigor hibrido para caracteres
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relacionados con la produccion al cruzar parentales
no relacionados (Prohens et al., 2005). La utilizacion
de germoplasma local, adaptado a las condiciones
de cultivo al aire libre, podria contribuir al desarrollo
de nuevos hibridos mejorados, en razén a que el
tamanio de las flores facilita el proceso de produccion
de semillas.

Los estudios relacionados con la calidad del polen son
de gran importancia en investigaciones relacionadas
con la reproduccién sexual, especialmente en las
condiciones del trdpico cdalido y himedo, porque
permiten asegurar el éxito de las hibridaciones e
incrementar la eficiencia del mejoramiento (Gonzalez
et al., 2002), lo que conllevaria al mejoramiento de
los rendimientos y de la produccién de semilla para
la obtencidn de hibridos con mejores caracteristicas
agrondmicas y de calidad del fruto, perfeccionando
la competitividad del sistema de produccion.

En los programas de mejoramiento genético, el
conocimiento de la viabilidad del polen es un
factor esencial cuando se desea utilizar la técnica
de la hibridacién artificial como mecanismo en la
produccion de semilla hibrida, dado que la relacion
polen estigma depende de la viabilidad del polen,
receptividad del estigma y la interaccion genética
entre el polen y el estigma, por la existencia de
mecanismos de incompatibilidad que afectan Ia
produccion de semilla después de la fertilizacion
(Weller et al, 2007), de tal manera que ello se
vea reflejado en una mejor calidad de la semilla y
homogeneidad del fruto, pues el tamafio de la flor de
berenjena permite la produccion de semilla hibrida
sin ninguna dificultad (Araméndiz et al, 2008b;
Soares et al., 2008; Vieira et al., 2009).

Diferentes métodos pueden ser aplicados en el
estudio de la viabilidad del polen, entre ellos la
tincion con colorantes nucleares o las pruebas de
germinacion in vitro (Parfitt y Ganeshan, 1989;
Heslop et al., 1984; Koyuncu et al., 2000; Voyiatsiz
and Paraskevopoulou, 2002). El objetivo de la
técnica de tincién es determinar en el grano de
polen la actividad enzimatica de la membrana vy la
integridad y color del nlcleo (Norton, 1966; Vizintin
y Bohanec, 2004). Las pruebas de tincidon son mas
rapidas y mas faciles que las pruebas de germinacion
in vitro del polen, pero, en algunos casos, pueden
obtenerse diferentes resultados en muchas especies.
Por lo tanto, para determinar la cantidad real de
polen viable, las pruebas de germinacion in vitro son
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necesarias, ya que pueden determinar la influencia
de las condiciones externas sobre la germinacién del
polen y el subsecuente crecimiento del tubo polinico
(Martinez et al., 2000) e igualmente, la presencia de
glutation es esencial para la germinacion del polen,
y su consumo, al igual que las auxinas, esta asociado
con la longitud del tubo polinico (Zechmann et al.,
2011).

La germinacion in vitro es una metodologia para
evaluar pequefas cantidades de polen en un medio
de cultivo y a través de esta técnica, es posible
observar al microscopio el porcentaje de granos de
polen que desarrollan el tubo polinico después de
un periodo determinado. Esta metodologia ha sido
aplicada en mani (Craufurd et al, 2003), algoddn
(Kakani et al, 2005), aji (Reddy y Kakani, 2007),
berenjena (Franca et al., 2009), papa (Suarez et al.,
2010) y tomate (Karapanos et al., 2010).

Considerando los bajos rendimientos del fruto de
berenjena en el Caribe colombiano, el objetivo de
la investigacion fue evaluar la viabilidad in vitro del
polen de berenjena (Solanum melongena L.).

MATERIALES Y METODOS

El estudio se adelantd en el laboratorio de Genética y
Fitomejoramiento de la Facultad de Ciencias Agricolas
y Centro de Investigacion Piscicola (CIMPIC) de la
Universidad de Codrdoba en Monteria, Colombia,
en el periodo de abril a mayo de 2011. Fueron
colectadas flores en pre-antesis de un lote comercial
de la variedad “Lila criolla”, las cuales presentaron
coloracion Lila (Araméndiz et al., 2008b). La colecta
se realiz6 en horas de la mafiana entre las 07:00
a las 08:00 horas; las muestras se empacaron en
bolsas de papel para luego, en las dos primera horas
de apertura floral (con la ayuda de un vibrador
eléctrico), extraer los granos de polen siguiendo las
indicaciones de Araméndiz et al. (2008a).

Para determinar la viabilidad del polen en condiciones
in vitro se utilizd el medio de cultivo propuesto por
Reddy y Kakani (2007), constituido por 100 g de
sacarosa (C,,H,,0,,), 500 mg de nitrato de calcio
[Ca (NO,),. 4H,0], 120 mg de sulfato de magnesio
(MgS0,), 100 mg de nitrato de potasio (KNO,) y 120
mg de acido bdrico (H,BO,) disueltos en 1.000 mL
de agua destilada. Posteriormente, se le agregaron
10 g de agar y el pH fue ajustado a 6,0. Esta técnica
permite observar el desarrollo del tubo polinico
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después de cierto tiempo, lo que constituye una
ventaja respecto a la tincion, que no admite distinguir
entre granos de polen coloreados y no coloreados
por el tamafio de los mismos o por la dificultad de
colocarlos en el papel filtro (Franga et al., 2009).

El medio de cultivo (28 mL) fue vertido en cajas Petri
de vidrio, de aproximadamente 9,0 cm de didmetro;
los granos de polen fueron rehidratados durante dos
horas en camara himeda a temperatura ambiente,
para la restauracion de los lipidos en las membranas
celulares (Pefialoza, 2001; Franca et al, 2010),
antes de su dispersion en el medio de cultivo con la
ayuda de un pincel y facilitar asi la germinacion. El
periodo de incubacion fue de 8 horas a temperatura
de 25 °C, humedad relativa del 66% y bajo luz; las
lecturas se realizaron cada 2 horas de acuerdo con la
metodologia de Guler et al. (1995).

Los conteos fueron visuales tomando cinco campos
opticos de cada repeticion, siguiendo el sentido
de las manecillas del reloj. Un grano de polen se
considero germinado cuando el tubo polinico registrd
una longitud mayor o igual al diametro del grano de
polen, siguiendo las indicaciones de Singh y Shono
(2003), Franca et al. (2009) y Suarez et al. (2010).
Las variables de respuesta fueron: longitud del tubo
polinico (mm), didmetro del grano de polen (mm) y
porcentaje de granos de polen germinados, el cual
fue obtenido por el cociente del nimero de granos de
polen germinados en cada campo dptico con relacion
al total de granos de polen en el mismo, sobre la
base de 50 granos tomados al azar por repeticion,
de acuerdo a Sorkheh et al (2011). Para las

observaciones, conteo y fotografia de los granos de
polen germinados, se utilizé un estereoscopio éptico
Carl Zeiss® (Stani 2000-C) con aumento de 4x,
acoplado a una cadmara fotografica (Canon® Power
Shot G10) con visualizacién en un monitor Philips;
las mediciones se realizaron utilizando el Software
analizador de imagen Carl Zeiss®, AxioVision 4.3.

El disefio experimental aplicado fue completamente
al azar con cuatro tratamientos, correspondientes
al tiempo de incubacion (2, 4, 6 y 8 h) y cinco
repeticiones. La estructura del disefio de tratamientos
fue de gradiente, por lo que las estimaciones se
hicieron mediante analisis de regresion. Como
complemento se llevd a cabo la prueba de Tukey
al 5%. Se analizaron los datos con el paquete
estadistico SAS (2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los analisis de regresion de las variables longitud
del tubo polinico (LTP), porcentaje de germinacion
(GER) y diametro del grano de polen (DGP), se
encuentran consignados en la Tabla 1. Se observa
que la regresion resulté altamente significativa para
LTP y GER, vy significativa para la DGP, lo que indica
que la variacion observada depende del tiempo en
el cual se realiza la lectura, ademas de los factores
ambientales como temperatura y humedad relativa,
no considerados como variables explicativas en el
andlisis de regresion realizado, que marcan una
notable influencia en la viabilidad polinica (Pagliarini
et al., 2000; Taschetto et al., 2003; Karapanos et al.,
2010; Pozzobon et al.,, 2011).

Tabla 1. Cuadrados medios del andlisis de varianza de la regresion para longitud del tubo polinico (LTP),
didametro del grano de polen (DGP) y porcentaje de germinacion (GER) de los granos de polen de berenjena

(Solanum melongena L.) germinados in vitro.

FdeV GL LTP DGP FdeV GL GER
Regresion 2 0,096587** 0,000049% Regresion 1 2016,28 **
Residual 13 0,002520 0,000011 Residual 14 92,84
Total 15 - - Total 15 -

R? 0,855 0,4151 R? 0,6081
C.V. (%) 11,75 6,71 C.V. (%) 15 67

**Diferencias altamente significativas, P>F= P<0,01; * Diferencias significativas, P>F= P<0,05%, de acuerdo con Tukey.

Los coeficientes de variacién reportados en el
analisis de varianza de la regresion de cada variable
de respuesta, son semejantes a los mencionados
por Usman et al. (1999) en aji, e inferiores a los
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encontrados por Gonzalez et al. (2002) en papa,
lo que denota confiabilidad en los resultados y
poca influencia de factores externos sobre los
tratamientos.
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Para la longitud del tubo polinico, la ecuacion estimada

resultd ser:
LTP = -0,0754+0,1893( TIEMPO) - 0.01478( TIEMPO),.

Segun esta ecuacion, la longitud del tubo polinico
aumenta en 0,1893 mm, con efecto lineal, y disminuye
en 0,0148 mm, con efecto cuadratico, por cada hora
de incubacién en el medio de cultivo.

Entre tanto, la ecuacion estimada para el diametro del
grano de polen:

DGP = -0,06137 - 0,00532(TIEMPO) + 0,00046( TIEMPO)?,
permite afirmar que el aumento es de 0,00046 mm,
con efecto cuadratico, y la disminucion es 0,00532
mm, con efecto lineal, por cada hora transcurrida de
incubacion en el medio de cultivo.

Para el porcentaje de germinacion delosgranos de polen,
el modelo estimado: GER = 46,674 + 0,4942( TIEMPO)?
, indica que el aumento de germinacion es de 0,4942%
con efecto cuadratico, por cada hora de incubacion.

Araméndiz, H.; Cardona, C.; Lugo, E.A.

Los valores medios de longitud, diametro vy
porcentaje de germinacion del tubo polinico, estan
registrados en la Tabla 2. Se puede observar que
después de cuatro horas de incubacion de los
granos de polen, la LTP y DGP alcanzan valores que
permiten su llegada rapida al estigma, para alcanzar
la ovocélula y producirse la fecundacion, lo cual es
coincidente con lo establecido en algoddn y tomate
por Burke et al, 2004 y Karapanos et al. (2010),
respectivamente, quienes resaltan que tal evento se
explica por el incremento de la tasa de respiracion.
De igual manera, el porcentaje de germinacion
acusé incremento progresivo, mas no constante,
entre dos y ocho horas. Después de este tiempo,
se compromete el proceso de fecundacion, ya que
el grano de polen no encuentra las condiciones
ambientales ideales para cumplir su objetivo en la
reproduccion sexual y en la formacién de semillas y
frutos de buen tamafio y calidad, como lo resaltan
algunos autores (Pagliarini et al, 2000; Taschetto
et al., 2003 y Pozzobon et al., 2011).

Tabla 2. Valores medios registrados para las variables longitud del tubo polinico (LTP), didametro del grano de
polen (DGP) y porcentaje de germinacion (GER) de granos de polen de berenjena (Solanum melongena L.)
sometidos a diferentes tiempos de incubacién en un medio de cultivo.

Tiempo LTP DGP GER
(horas) (mm) (mm) (%)
2 0,2335b 0,0532 a 46,50 a
4 0,4763 a 0,0454 ab 59,00 ab
6 0,4966 a 0,0479 ab 61,50 ab
8 0,5028 a 0,0444 ab 79,00 a

Los valores medios acompafiados de la misma letra son similares estadisticamente, segun la prueba de Tukey al 5% de

nivel de significancia.

El porcentaje de germinacién del polen oscil6 entre
46% y 79%, siendo superior al informado por Franca
et al. (2009) en berenjena, quienes después de cuatro
horas de incubacién no encontraron germinacion de
granos de polen. También es superior al 66% hallado
después de 24 horas en el mismo estudio, lo que
puede obedecer al tipo de cultivar y condiciones
ambientales de reducida actividad respiratoria y
consecuente baja produccién de CO,, como lo indican
Hoekstra y Bruinsma (1975). Esta Ultima condicion
puede incidir en la capacidad de germinar en un
estigma receptivo y compatible para la produccion de
semilla (Barbosa et al.,, 1991; Dafni y Firmage, 2000).
En este sentido, Thomson et al. (1994) resaltaron que
la pérdida de viabilidad es una variable continua en
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razén a la actividad de muchas enzimas que degradan
gradualmente la capacidad de germinacién, de tal
manera que un valor del 50% puede ser considerado
como el limite inferior de viabilidad de acuerdo a
Kumar et al. (1995) y Scorza y Sherman (1995).

La Porta y Roselli (1991) opinan que la germinacion
in vitro da un valor préximo a lo que ocurre en la
realidad, al evaluar el porcentaje de germinacion y
el crecimiento del tubo polinico en cereza. En tanto
que Karapanos et al. (2010) afirman que existe una
alta correlacion entre el porcentaje de germinacion
y la longitud del tubo polinico, debido a la actividad
respiratoria después de dos horas de incubacién en
un rango de 15 °C a 35 °C.
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La germinacién del polen in vitro se inici6 a las dos
horas con incrementd notable a través del tiempo,
logrando su mayor porcentaje a las ocho horas de
incubacion. Esto permite asegurar que el medio de
cultivo es confiable y admite una evaluacion certera
de la viabilidad del polen ya que se tienen granos
con una longitud de tubo polinico mayor o igual a su
diametro y por esto se consideran granos de polen
germinados (Karapanos et al, 2006). Aun cuando
los granos de polen comenzaron a germinar a la
segunda hora de ser puestos en el medio de cultivo
y alcanzaron su maximo porcentaje de germinacion,
79%, a las ocho horas, el resultado no concuerda con
el de Franca et al. (2009), quienes no encontraron
germinacion después de cuatro horas de incubacion
con el mismo medio de cultivo. Posiblemente este
hecho obedezca al genotipo utilizado y a la calidad
y cantidad de reservas de nutrientes del polen,
propiciadas por las condiciones ambientales donde
se produjo el material genético utilizado en el
experimento. Por lo tanto, el cultivar “lila criolla” por
su adaptacion a las condiciones ambientales del valle
del Sing, posee un buen potencial como parental
masculino en programas de hibridacién artificial, dado
que el porcentaje de germinacion y rapido crecimiento
del tubo polinico en 8 horas asi lo indican, pudiendo
llegar éste al saco embrionario y con los dos nucleos
espermaticos realizar la doble fecundacion y posterior
formacion de frutos y semillas.

Por todo lo anteriormente sefialado, la germinacion
in vitro es un método fiable y no destructivo para
determinar el porcentaje de germinaciony el crecimiento
del tubo polinico, como lo sefalan Scorza and Sherman
(1995); circunstancia que deberia ser corroborada con
estudios complementarios como son: el corte de flores
en distintos estadios de desarrollo de la germinacion y
el nimero de granos de polen germinados analizados
en un microscopio con la técnica de fluorescencia.

CONCLUSIONES

El porcentaje de germinacion de los granos de polen
registré un aumento cuadratico de 0,4942% por cada
hora de incubacidn, lo cual garantiza su calidad para
el uso en la hibridacion artificial.

El polen colectado en botones florales en pre-antesis
entre las 07:00 y las 08:00 horas y almacenado por 8
horas, puede ser usado sin reduccion significativa de
la viabilidad para la produccién de semilla hibrida a
través de la hibridacion artificial.
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