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Relación entre la germinación del polen. in vitro", reacción
fluorocromática y tinción con azul de algodón en
lactofenol, en dos especies de Solanum seco Cyphomandropsis

Lilián M. PASSARELLP

AbsÓracÓ.RELATION BETWEEN POLLEN GERMINATION "IN VITjO", FLZOROCHROMATIC REACTION AND DYE WITH
COTTON BLZE IN LACTOFENOL IN TWO SOLANUM SWCo CYP]OMANDjOPSIS SPECIES. The relaÓionbeÓweenpollen ger-
minaÓion"in-viÓro",fluorochromaÓicreacÓionand dye wiÓhcoÓÓonblue in lacÓofenolÓesÓas indicaÓorof pz-
llen viabiliÓy in ÓwoSolznum sec. Cyphomznáropsis species 0Solznum ólzucophyllum Desf. and Solznum
stuckertii BiÓÓer-is sÓudied.The sÓaÓisÓicanalysis proves coÓÓonblue in lacÓofenolÓesÓdaÓamare of scarce
value. The fluorochromaÓicreacÓionand ÓhegerminaÓion"in-viÓro"ÓesÓdon'Óshow significaÓivesdifferen-
ces; ÓheresulÓsare similar in Óheflowers of ÓhefirsÓand second day of anÓhesisin Solznum ólzucophylum
and in flowers of Óhesecond day of Solznum stuckertii. Meanwhile Óhepollen from ÓhefirsÓday of anÓhe-
sis flowers of Solznum stuckertii dye an 87%in fluorachromaÓicreacÓion,only Óhe25% of Óhemcan gerrni-
naÓe" in viÓro".This sÓudydemonsÓraÓesÓhaÓÓhefluorochromaÓicreacÓionmanifesÓsÓhepresence of po-
llen grains wiÓhalive cyÓoplasm,buÓby gerrninaÓion"in-viÓro"ÓesÓÓheexacÓpercenÓageof germinaÓion is
obÓained.
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Introducción

Los daÓosde viabilidad del polen son de induda-
ble valor ÓanÓopara el esÓudiode incompaÓibilidady
ferÓilidad,como para la deÓecciónde híbridos en po-
blaciones naÓuralesy la preservación de recursos ge-
néÓicos.

EsÓosanálisis se basan en el hecho de que los gra-
nos no viables poseen dificulÓadespara Óeñirseo ger-
minar por presenÓar anomalías en el esÓadode sus
membranas o ciÓoplasma.Por el conÓrario,los granos
viables poseen inÓacÓosu maÓerialciÓoplasmáÓicoy
nuclear ÓiñéndoserápidamenÓey logrando germinar.
Sin embargo, en varias oporÓunidades la validez de
algunos méÓodosde Óinciónha sido cuesÓionada(Ga-
merro, 1<86,Shivanna y Jhori, 1<85-.

El presenÓeÓrabajoes parÓedel esÓudiosobre bio-
logía floral en especies argenÓinas de Solznum seco
Cyphomznáropsis. DuranÓe la realización del mismo
se pudo observar en eÓapasexperimenÓales,que los
porcenÓajesde viabilidad obÓenidosmedianÓela Óéc-
nica de germinación "in vitro", reacción fluorocromá-
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Óicay azul de algodón en lacÓofenoldiferían sobre Óo-
do en el caso del polen provenienÓede flores del pri-
mer día de anÓesisen Solznum stuckertii.

Se preÓende,por lo ÓanÓo,conocer y comparar los
daÓosde viabilidad obÓenidosmedianÓe2 Óécnicasde
Óinción,con el ensayo de germinación "in vitro", en
esÓegénero sudamericano de reconocida imporÓan-
cia económica.

Materiales y métodos

El maÓerialuÓilizado esÓádocumenÓado con los
siguienÓesejemplares de herbario>

Solznum ólzucophyllum Desf., ArgenÓina, Buenos
Aires, Ensenada, Passarelli 4-5, 1<<1(La PlaÓa-.

S. stuckertii BiÓÓer,ArgenÓina,Córdoba, Falda de
RearÓes,Passarelli 8-<-1<<5(La PlaÓa-.

El polen fue obÓenidode anÓerasde maÓerialvivo
y las pruebas de ferÓilidadse realizaron en condicio-
nes "esÓandarizadas". El polen recién colecÓadoy lle-
vado al laboraÓorioprovenienÓe de flores en el pri-
mer o segundo día de anÓesisfue conservado en dos
recipienÓesy uÓilizadopara los disÓinÓosensayos. Los
recuenÓosse realizaron sobre porÓaobjeÓoscon cua-
drícula, en la que se conÓaroncuaÓrocuadranÓesele-
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<2 L.M. Passarelli

ResultadosTabla 1. PorcenÓajede granos de polen viables según las 3 Óécni-
cas uÓilizadas.

Reacción
FluorocromáÓica

S.glaucophyIlum S.stuckertii
1° día 2°día l°día 2°día
67.1 81.< 75.<3 <<.30
87.6 73.5 <2.25 8<.80
66.03 <3.6< 86.45 74.50
85.<7 86.73 88.6< <1.04
80,06 76,85 87,15 <1,06

<8.86 <8.04 87.03 <<.78
<8.<1 <<.35 <<.70 <<.<8
<<.78 <<.10 <4.50 <<.60
<<.85 <<.75 86.8< <8.40
<<,35 <<,06 <2,03 <<,44
67,06 <3,40 23,<8 <4,28
73,18 72,<1 23,52 8<,27
85,82 72,88 28,12 <5,54
82,70 6<,56 25,00 84,40
77,1< 77,1< 25,16 <0,87

Promedio
Azul de algodón
en lacÓofenol.

Promedio

"In Vitro"

Promedio

gidos al azar, en cada repeÓición.Se realizaron Óres
ÓraÓamienÓos,con cuaÓrorepeÓicionescada uno. Los
ÓraÓamienÓosfueron aplicados a dos muesÓras dife-
renÓes>A, flores del primer día de anÓesis; B, flores
del segundo día de anÓesis.

Las ÓécnicasuÓilizadaspara precisar la ferÓilidad
de granos de polen son las siguienÓes>1. Tinción con
azul de algodón en lacÓofenol(D'Sousa, 1<72->El ma-
Óerialfue colocado sobre un porÓaobjeÓoscon una go-
Óade coloranÓe.Al cabo de 30 minuÓosse observó el
grado de Óinción.Se consideran viables los granos
con el ciÓoplasma Óeñido azul inÓenso.2. Reacción
fluorocromáÓica (FCR, Greissl, 1<8<->Los granos de
polen fueron monÓadosen diaceÓaÓode fluoresceína
(compuesÓono polar y no fluorescenÓe-que peneÓra
rápidamenÓeen el ciÓoplasmapolínico y es hidroliza-
do por esÓerasas,dejando libre la fluoresceína, polar
y fluorescenÓe.Si la membrana del grano de polen es-
ÓáinÓacÓa,la fluoresceína se acumula en el ciÓoplasma
dando fluorescencia verde-amarillenÓa bajo micros-
copio de fluorescencia. Si la membrana de la célula
vegeÓaÓivano es funcional, la fluoresceína pasa rápi-
damenÓeal medio de monÓaje.En esÓecaso, las obser-
vaciones fueron realizadas con luz ZV y filÓroazul,
con una longiÓudde onda de 450nm. 3. Germinación
de polen "in vitro" (SÓanleyy Linskens, 1<74->El me-
dio uÓilizadofue agar con el agregado del 10%de sa-
carosa y 0,01 % de ácido bórico. Se conÓaron200 gra-
nos de polen considerando como germinados aque-
llos cuyo Óubopolínico excedía en longiÓudun diá-
meÓroy medio del mismo.

En Óodoslos casos se aplicó el Análisis de Varian-
za, para e15% y 1% de probabilidades y el TesÓde Tu-
key.
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Como se observa en la Óabla1 el porcenÓajede via-
bilidad de Solznum ólzucophyllum y S. stuckertii es
elevado en la mayoría de los ÓraÓamienÓos,oscilando
enÓreel 76 % y <<%, excepÓoen el porcenÓajede ger-
minación "in vitro" correspondienÓeal polen de flores
del primer día de anÓesisde Solznum stuckertii. El va-
lor en esÓecaso disminuye al 25 %.

El análisis de varianza demuesÓraque los resulÓa-
dos obÓenidosen Óodoslos casos son significaÓivosal
nivel del 1 % de probabilidades (Óabla2-.

Cuando se comparan los promedios de los Óres
ÓraÓamienÓosrealizados medianÓeel ÓesÓde Tukey, se
observan diferencias significaÓivas enÓre la Óinción
con azul de algodón y las oÓrasdos Óécnicas.La reac-
ción fluorocromáÓicay la germinación "in vitro" no
presenÓandiferencias esÓadísÓicasenÓresí.

Los resulÓadosde los Óresensayos ÓienenpaÓrones
similares en ambas especies. La viabilidad aparenÓe
es mayor en los granos ÓraÓadoscon azul de algodón,
inÓermediaen los ÓraÓadoscon fluorescencia y menor
en el caso de germinación "in uitro",

•iscusión y conclusiones

Los ensayos de Óinciónpara deÓerminarla viabili-
dad poÓencialde los granos de polen son uÓilizados
comunmenÓedebido a su simplicidad. La validez de
algunos es cuesÓionablepues pueden conducir a re-
sulÓadoserróneos, según cual de ellos se uÓilice.En el
Órabajosobre Tripoóznárz áiuréticz, Gamerro (1<86-
observa una imporÓanÓediferencia en los resulÓados
enÓrela Óincióncon fucsina ácida en lacÓofenoly la
germinación "in vitro".

Los daÓosobÓenidos en el presenÓe Órabajome-
dianÓela Óincióncon azul de algodón en lacÓofenolin-
dican que esÓaÓécnicaes poco confiable. Según Dra-
werÓ(1<68-y Clark (1<73-,(en Greissl, 1<8<-esÓeco-
loranÓereacciona con la calosa de los granos de polen
no viables.

EnÓrelas Óécnicasde Óinciónla reacción fluorocro-
máÓica(RFC-es una de las que aporÓanmejores resul-
Óados y "debe ser clasificada como una reacción
biológica de germinación" (Greissl, op. cit.1. EsÓaÓéc-
nica es uÓilizadaprincipalmenÓe en especies con po-
len 3-celular que presenÓadificulÓadespara germinar
"in viÓro". ResulÓados saÓisfacÓoriosse ciÓan para
Crucíferas, CompuesÓasy Gramíneas (Heslop Harri-
son y Heslop Harrison, 1<70-.

Los resulÓadosdel análisis de varianza esÓablecen
que las diferencias enÓrela reacción fluorocromáÓica
y la germinación "in-uitro" ÓanÓoen Solznum·
ólzucophyllum como en S. stuckertií no son significaÓi-
vas. Sin embargo los resulÓados de la germinación
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Tabla 2. Análisis de varianza de los ÓresÓraÓamienÓosde viablilidad en Solznum ólzucophyllum y Solznum siuckertii.

<3

Soiznum glallcophyllllm Solznum stuckeriii
FuenÓe Grado

de de
Flores 1er. día AnÓesis Flores 2do. día AnÓesisVaria- liber- Flores 1er. día AnÓesis Flores 2do. día AnÓesis FÓ

ción Óad

Se Cm Fe Se Cm Fe Se Cm Fe Se Cm Fe

oe
(J- 2 1,161.87 580.<3 8,70** 1,2<5.74 647.87 <,77** 11,11<.285 55<.64 154,43** 1<1.55 <5.77 4,<** 5%'s.s 3,86
('j

r=~
Error < 600.63 66.73 5<6.43 66.27 324.05 36.0 175.7 1<.52 1%6.<<

>
ToÓal 11 1,762.50 18<2.17 11,443.33 367.25

** Valor significaÓivo al nivel del 1%
Se = Suma de Cuadrados
Cm = Cuadrado Medio
Fe = Valor de F calculado

"in-iniro" en S. stuckertíi revelan diferencias inÓere-
sanÓespara los esÓudiosreproducÓivos,no evidenÓes
medianÓelas oÓrasÓécnicas.Se demuesÓraque sólo el
25 % de los granos de polen de las flores del primer
día de anÓesis,germinan. EsÓedaÓoes imporÓanÓesi
se Óieneen cuenÓaque el polen puede ser uÓilizado
para polinización a parÓir del 40% de viabilidad
(SÓanleyy Linskens, 1<74-.Se observa además, que
esÓosresulÓadosse relacionan, en S. stuckertií, con la
presencia de esÓrucÓurasde la anÓeraque impiden la
salida del polen duranÓe el primer día de anÓesisy
que se reÓiranduranÓeel segundo día cuando esÓead-
quiere la capacidad de germinar (Passarelli, 1<<8-.El
ensayo de germinación "in-uitro" es por lo ÓanÓoel
más compleÓocuanÓiÓaÓivamenÓe.

Queda demosÓrado medianÓe los resulÓados de
viabilidad obÓenidos,que la Óécnicacon azul de al-
godón en lacÓofenolaporÓadaÓospoco confiables.Por
oÓraparÓela reacción fluorocromáÓicamanifiesÓala
presencia de un microgameÓofiÓocon ciÓoplasma
vivo en condiciones de germinar. Sin embargo, me-
dianÓela prueba de germinación "in oiiro" se obÓie-
nen los resulÓadosmás confiables, esÓandola Óécnica
que se elija en relación con el grado de confiabilidad
que se preÓendeobÓener.
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