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RESUMEN: La calidad del polen es un parimetro de gran utilidad en estudios agro-biolégicos
y que incluye tanto la viabilidad como la capacidad de germinacion del grano de polen. En
el caso del polen del olivo (Olea europaea L.) tiene especial interés para seleccionar culti-
vares polinizadores. En este trabajo se han analizado los siguientes métodos para evaluar
la calidad del polen: a) tinciéon con azul tripan, b) reaccion fluorocromatica con diacetato
de fluoresceina y ¢) capacidad de germinacion in vitro del polen. Los resultados obtenidos
indican que los dos ultimos son los métodos mas efectivos para la estimacion de la calidad
del polen, y han permitido clasificar los cultivares estudiados de acuerdo con su caracter
polinizador potencial.

PALABRAS CLAVE: calidad del polen, diacetato de fluoresceina (DAF), azul tripan, germina-
bilidad, olivo, Olea europaea, viabilidad del polen.

SUMMARY: Pollen quality is a useful parameter for agrobiological studies, which includes
both the viability and the capacity of the pollen grain to germinate. In the case of the olive
(Olea europaea L.) pollen, such parameter is of particular interest for the selection of pollen
donor cultivars. In this work we have compared several methods to evaluate the quality
of pollen, including: a) trypan blue staining, b) the fluorochromatic reaction of the
fluorescein diacetate, and ¢) the germination ability of pollen in vitro. The results obtained
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indicate that the two latter methods were the most effective to estimate olive pollen quality,
and allowed us to classify the cultivars studied according to their pollinating potential.
KEYWORDS: pollen quality, fluorescein diacetate (FDA), trypan blue, germinability, olive,

Olea europaea, pollen viability.

INTRODUCCION

La calidad del polen es un parimetro
fundamental para los estudios relaciona-
dos con la biologia de la polinizacion, ya
que existen NUMerosos Procesos esencia-
les para la mejora genética y la produc-
cion de los cultivos que dependen de este
parametro (seleccion de variedades poli-
nizadoras, reconocimiento polen-pistilo,
germinacion y crecimiento del tubo poli-
nico vy fertilizacion) (HESLOP-HARRISON ef
al., 1984; DAFNI & FIRMAGE, 2000).

El concepto de «alidad del polen»
ha sido un término controvertido uti-
lizado indistintamente para referirse a
viabilidad y/o germinabilidad. Viabili-
dad es, a su vez, un término ambiguo
(BERNHARDT et al., 1980; SMITH-HUERTA
& VASEK, 1984; MORSE, 1987; VAUGHTON
& RAMSEY, 1991; NIESENBAUM, 1992;
NYMAN, 1992; LINDGREN et al., 1995).
LINCOLN et al. (1982) definieron la «via-
bilidad» como la capacidad que tiene un
grano de polen de vivir, crecer, germi-
nar y desarrollarse, mientras que «germi-
nabilidad» se define como la capacidad
que tiene el grano de polen de emitir
el tubo polinico en condiciones ade-
cuadas (DAFNI & FIRMAGE, 2000). Por
otro lado, STANLEY & LINSKENS (1974)
introdujeron el concepto de Jongevidad
polinica» como el periodo de tiempo
que el polen conserva la capacidad de
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germinar sobre un estigma receptivo y
compatible. Puede ocurrir que un grano
de polen sea viable y, sin embargo, no
llegue a germinar (in vitro o in vivo)
debido a que las condiciones no sean
las adecuadas. También puede suceder
que tenga la capacidad de germinar vy,
sin embargo, no llegue a fertilizar al
ovulo debido a que exista un problema
de incompatibilidad polen-pistilo (DAFNI
& FIRMAGE, 2000). Por tanto, se puede
considerar que la calidad del polen es la
capacidad que tiene el grano de polen
de ser funcional e incluye viabilidad y
germinabilidad.

La viabilidad del polen esta deter-
minada por diversos factores internos y
externos o medioambientales (Fig. 1).
Entre los factores internos, especificos
de la especie, destacan la duracion de la
microsporogénesis, la variabilidad gené-
tica interespecifica, el metabolismo del
polen, etc. (HORMAZA & HERRERO, 1999;
NIKKANEN et al., 2000). Entre los factores
externos o ambientales encontramos la
temperatura, el grado de humedad, etc.
(STANLEY & LINSKENS, 1974; STONE et al.,
1995; FERRI et al., 2008).

La evaluacion dela calidad del polen
se puede realizar mediante diversos
métodos, tanto in vivo como in vitro,
siendo los primeros mis exactos y fia-
bles. Sin embargo, los test in vitro son
los mas usados ya que son mas sencillos
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y rapidos de realizar. Entre los métodos
in vitro mas utilizados para evaluar la
calidad del polen cabe destacar: a) técni-
cas de tincion para observar el contenido
citoplasmatico —carmin acético, orceina
acética, etc.—, b) test enzimaticos —benci-
dina, sales de tetrazolio, etc.—, ¢) métodos
combinados que permiten determinar la
integridad de la membrana plasmatica
y la presencia de actividad enzimadtica
—reaccion fluorocromatica mediante dia-
cetato de fluoresceina, DAF— y d) test
de germinabilidad. Los tres primeros
son especificos para evaluar viabilidad
y el dltimo indica la capacidad de ger-
minacion del polen, por lo que la elec-
cion de un método u otro dependera
de la especie objeto de estudio, de la
correlacion entre viabilidad y germi-
nabilidad y de los objetivos finales del
trabajo que se va a realizar. Estos méto-
dos han sido aplicados frecuentemente
al polen de diferentes especies (KELEN
& DEMIRTAR, 2003; MURUVVET et al.,
2007; COVEY et al., 2010). Sin embargo,
son relativamente escasos los trabajos
realizados sobre viabilidad y germina-
bilidad del polen de olivo en los dife-
rentes cultivares (FERNANDEZ-ESCOBAR
et al., 1981; ROVIRA & TOUS, 2005; FERRI
et al., 2008; PINILLOS & CUEVAS, 2008),
a pesar de la gran utilidad de estos test
para la seleccion de variedades poliniza-
doras de esta especie de enorme interés
agronomico.

El olivo (Olea europaea L.) es una
de las especies cultivadas de mayor
antigiedad en el mundo. Este hecho,
junto a la facilidad de la multiplicacion
vegetativa, la seleccion de plantas por
los olivicultores, la polinizacién cru-
zada, la mutacion y la seleccion clonal
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han contribuido al elevado nimero de
variedades de esta especie en el mundo
(BARRANCO et al., 2004). La base de datos
de la FAO en su ultima revision (BARTO-
LINI et al., 2005) senala la presencia de
mas de 1.200 variedades autoctonas de
olivo, mientras que RALLO ef al. (2005)
indican que el ndmero de variedades
de olivo en el mundo llegan a las 2.000.
Esta diversidad, junto al enorme interés
agronomico de esta especie, hace nece-
saria la caracterizacion y seleccion de
aquellas variedades que presentan un
mayor rendimiento para la polinizacion
y de aqui la utilidad de este estudio.

El objetivo de este trabajo ha sido
analizar las ventajas e inconvenientes
de diversos test para determinar la ca-
lidad del polen de diferentes cultivares
de olivo. Los métodos aqui evaluados
han sido:

a) La tincién con azul tripan, también
conocida como método de exclusion
del azul tripan. Se basa en que el
colorante no puede pasar dentro de
la célula al tener ésta la membrana
plasmatica intacta. Por tanto, los gra-
nos viables no se tinen mientras que,
cuando el plasmalema esta danado,
el colorante si penetra uniéndose a
las proteinas presentes dentro de la
célula. El resultado es que los granos
noviables setinen de colorazul-violeta
intenso. Generalmente esta tincion ha
sido utilizada en estudios de viabili-
dad de células cultivadas (HOU & LIN,
1996; GRATAO et al., 2008) y recien-
temente ha sido aplicada en estudios
de viabilidad polinica (comunicacion
personal de la Dra. Tlda Norohna en
Oporto, Portugal).
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FIGURA 1. Factores que afectan a la viabilidad del polen
(esquema modificado a partir de DAFNI & FIRMAGE, 2000).

b) Lareaccion fluorocromatica mediante
DAF (HESLOP-HARRISON & HESLOP-
HARRISON, 1970) es uno de los méto-
dos mas ampliamente utilizados en
el estudio de la viabilidad del polen.
El DAF es un éster apolar, lo que le
permite su paso a través de la mem-
brana hidrofébica de la célula viva.
Una vez dentro, el éster es hidroli-
zado por enzimas esterasas, dejando
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libre la fluoresceina, fluorocromo
que cuando se excita con una lon-
gitud de onda adecuada (490 nm)
emite fluorescencia de color verde
brillante. Como la fluoresceina tiene
una baja permeabilidad debido a su
caracter polar, no puede salir a través
del plasmalema, y queda retenida,
acumulandose en aquellas células
con el plasmalema bien conservado.
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Como consecuencia, solo los granos
de polen con niveles de actividad
esterasa adecuados y con el plasma-
lema integro mostraran fluorescencia
verdosa, indicativa de que estos gra-
nos son viables.

¢) Germinacion in vitro para evaluar
la capacidad de germinacion del
polen.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal: En este trabajo se
ha utilizado polen maduro de olivo
(Olea europaea L.) correspondiente a las
variedades Arbequina, Bella de Espana,
Hojiblanca, Loaime, Lucio, Manzani-
lla de Sevilla, Picual, Picudo, Galega y
Gordal, procedente de arboles caracte-
rizados pertenecientes a la coleccion de
germoplasma de olivo del IFAPA «Venta
del Llano» Mengibar, Jaén. El polen fue
recolectado durante el periodo de ante-
sis (mayo y junio) del ano 2010 mediante
embolsado previo de las ramas. Tras
la recoleccion, el polen fue purificado
a través de membranas de nailon con
diametro de poro de 150 pm y 50 pm
y utilizado inmediatamente en los dis-
tintos ensayos. Con objeto de que los
resultados de los test pudieran ser com-
parables, todos los ensayos se realizaron
a partir del mismo material.

Viabilidad del polen: La viabilidad del
polen de los distintos cultivares de olivo
se estim6 mediante la tincion con azul
tripan y mediante el test de la reaccion
fluorocromatica con diacetato de fluores-
ceina. En el primer caso, se adapto el pro-
tocolo descrito por GRATAO et al. (2008).

© Ediciones Universidad de Salamanca

Se prepard una solucion de trabajo de
azul tripan (Fluka, Switzerland) a partir
de una solucion madre al 0,4% (p/v) en
PBS (phosphate buffered saline) mediante
dilucion 1:1 con el mismo tampon, a la
que se le anadié una pequena cantidad
de polen (0,02 g) y se mezclé bien. A
continuaciéon se incubd durante 5 min
a temperatura ambiente y en oscuridad.
Posteriormente, se agitd suavemente la
mezcla y se pusieron 100 pl en un portaob-
jetos que se cubrié con un cubreobjetos.
Seguidamente se analizé al microscopio
optico (Zeiss Axioplan, Alemania).

Para realizar la prueba de la reaccion
fluorocromatica con DAF, se sigui6 el
método establecido por HESLOP-HARRI-
SON & HESLOP-HARRISON, en 1970, con
algunas modificaciones: se prepard una
solucion de trabajo mezclando 45 pl
de solucion concentrada de diacetato de
fluoresceina (Sigma-Aldrich, USA) a una
concentracion de 5 mg/ml en acetona, y
1,5 ml de sacarosa al 15% (p/v). A con-
tinuacion se tomaron 100 pl de la solu-
cion de trabajo, a los que se anadieron
0,02 g de polen. Tras agitar suavemente
la mezcla e incubar 5 min en oscuridad
y a temperatura ambiente, las muestras
fueron analizadas en un microscopio de
fluorescencia (Zeiss Axioplan, Alema-
nia) equipado con un juego de filtros
LP450-490, FT510, LP520.

Germinacion in vitro: Los granos de
polen fueron germinados en el medio
descrito por BREWBAKER y KWACK (1963)
con modificaciones. Previamente, el
polen fue hidratado durante 60 min en
una camara himeda a 30 °Cy en oscuri-
dad. A continuacion, las muestras (0,02
g) fueron transferidas a 5 ml de medio
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de germinacion con sacarosa al 10%
(p/v), Ca(NO,), al 0,03% (p/v), KNO,
al 0,01% (p/v), MgSO, al 0,02% (p/v),
acido borico al 0,01% (p/v) y polietilen-
glicol al 5% (p/v). Las placas se incu-
baron a 25 °C durante 6 h en agitacion
suave y en oscuridad. Una vez germi-
nado el polen, el recuento se efectué en
un microscopio optico (Zeiss Axioplan,
Alemania). El porcentaje de granos de
polen germinados se calculé mediante
la férmula: (n.° granos germinados/n.°
total de granos) x 100. Se considera-
ron como granos de polen germinados
aquellos en los que la longitud del tubo
fuese al menos dos veces el didmetro
del grano de polen. No fueron contabi-
lizados como granos germinados aque-
llos en los que el tubo polinico present6
claras anormalidades como citoplasma
ensanchado, tubos rotos, etc.

Analisis estadisticos: En todos los test
realizados, tanto de viabilidad como de
germinabilidad, se contaron un total
de 1.000 granos de polen (200 granos
X 5 repeticiones independientes). Los
test estadisticos se realizaron con el pro-
grama SPSS v. 17.0.0 y las graficas se
hicieron usando el programa SigmaPlot
v. 11.0. Las pruebas estadisticas utiliza-
das fueron: U de Mann-Whitney, Krus-
kal-Wallis (3? vy el test de correlacion de
Spearman (p).

RESULTADOS Y DISCUSION

La tincion de azul tripan y la reaccion
fluorocromatica permiten diferenciar
facilmente los granos viables y no viables
cuando éstos aparecen intensamente
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tefiidos. No obstante, existe un porcen-
taje de granos que se tinen débilmente
o cuya fluorescencia es muy reducida
(Fig. 2), por lo que es necesario definir
unos criterios de seleccion para distin-
guir entre granos viables y no viables.
Asi, para el método del azul tripan, se
han considerado granos viables aquellos
que no tienen coloracion alguna y los
no viables aquellos que presentan algin
grado de coloracion. En el caso del
método del diacetato de fluoresceina,
s6lo aquellos granos cuya intensidad de
fluorescencia es muy elevada (en torno
al 90-100%) han sido estimados como
viables y no viables el resto, aunque emi-
tan alguna fluorescencia. Existen méto-
dos de cuantificacion de la fluorescencia
que permiten definir el limite entre gra-
nos viables y no viables de una manera
exacta e incluso semiautomatica, por
ejemplo, mediante programas de andlisis
de imagenes (PLINE et al., 2002a).

Los valores de viabilidad obtenidos
con ambos métodos para una misma
muestra de polen fueron significativa-
mente diferentes (Mann-Whitney, U =
254,000, p = 0,004) (Fig. 3). En todos los
cultivares analizados, la tincion con azul
tripan dio valores mas altos de viabilidad
que el DAF, lo cual indica una menor
especificidad, que podria atribuirse a
que unicamente analiza la integridad
de las membranas del grano, mientras
que el método del DAF evalta tanto
la integridad de las membranas como la
actividad esterasa del grano.

También se observaron diferencias
significativas en la viabilidad del polen
entre las 10 variedades ensayadas con
ambos métodos (Kruskal-Wallis, x* =
25984, p = 0,002 para el azul tripan
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FIGURA 2. Test de viabilidad del polen de olivo. a) Test de exclusion del azul tripan
observada a microscopia 6ptica. Los granos de polen viables (V) estan sin tedir y los
no viables (NV) tenidos de azul-violeta. b) Reaccion fluorocromatica del diacetato de
fluoresceina observada con microscopia de fluorescencia (DAF). Los granos de polen
viables (V) muestran fluorescencia verde intensa, mientras que los no viables (NV) sélo
presentan una ligera autofluorescencia. Barras = 25 pm.

y %2 = 27,696, p = 0,001 para DAF)
(Fig. 3). Con el test de azul tripan, la
viabilidad se situd entre el valor minimo
del cultivar Gordal (3,2%) y el maximo
de Manzanilla de Sevilla (92,6%), mien-
tras que los valores obtenidos con el
método del DAF estuvieron comprendi-
dos entre el 0,72% de Galega y el 87,3%
de Arbequina. En el caso de las varie-
dades Bella de Espana y Hojiblanca, las
diferencias entre ambos métodos fue-
ron maximas (el 79,21% con azul tripan
frente al 36,77% con DAF).

Los distintos cultivares analizados
fueron agrupados en funcion de la via-
bilidad del polen, siguiendo los criterios

© Ediciones Universidad de Salamanca

previamente establecidos por ROVIRA &
TOus (2005). Asi, las variedades Picual,
Arbequina, Hojiblanca, Manzanilla
de Sevilla, Lucio y Loaime presentan
una alta viabilidad (viabilidad > 50%),
mientras que Picudo, Gordal y Galega
tienen una viabilidad baja (<25%). La
variedad Bella de Espana, dependiendo
del método utilizado, presenta distintos
valores de viabilidad: alta con azul tri-
pan y media con DAF (25 < viabilidad
< 50). Este hecho indica que es reco-
mendable el uso de al menos dos prue-
bas de viabilidad diferentes con objeto
de que los resultados reflejen de forma
mas exacta la calidad del polen, tal y
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FIGURA 3. Comparacién de los test de viabilidad del polen (azul tripan y diacetato de
fluoresceina, DAF) y de germinabilidad en distintos cultivares de olivo.

como ha sido sugerido por otros autores
(RODRIGUEZ-RIANO & DAFNI, 2000). La
clasificacion indicada podria constituir
un criterio inicial tanto para la seleccion
de los mejores polinizadores, como para
descartar algunas de las variedades indi-
cadas para este uso, debido a su pobre
rendimiento potencial.

En cuanto al porcentaje de germina-
cion, los resultados obtenidos muestran
la existencia de diferencias significativas
(Kruskal-Wallis, %% = 26,225, p = 0,002) en
la capacidad de germinacion de los dis-
tintos cultivares, oscilando entre el 42,1%
de Arbequina y el 1,4% de Galega (Fig.
3). Estos datos coinciden con otros estu-
dios previos que muestran diferencias de
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hasta un 30% en la capacidad de germi-
nar del polen de diferentes cultivares de
olivo (FERNANDEZ-ESCOBAR et al., 1981;
FERRI et al., 2008). La relativamente baja
germinabilidad del polen de olivo en
comparacion con otras especies (ASLAN-
TUS & PIRLAK, 2002; PERVEEN & KHAN,
2007; PINILLOS & CUEVAS, 2008; KHAN
& PERVEEN, 2009) ha sido atribuida a
diversas anomalias en el polen (PACINI
et al., 1978) e incluso a la presencia de
particulas virales durante el desarrollo
del polen (PACINI & CRESTI, 1977). Este
bajo porcentaje de germinacion podria
verse compensado en el olivo por el ele-
vado nimero de granos de polen que se
liberan de las anteras, aunque también
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es cierto que un cultivar puede producir
mucho polen y, sin embargo, el cuajado
del fruto sea minimo, debido a una baja
calidad de su polen o a problemas de
incompatibilidad polen-pistilo.

Por otro lado, hay que tener en
cuenta que los factores Optimos de la
germinacion en un medio 7 vitro nunca
van a ser iguales a los de la germinacion
en el pistilo y por tanto el porcentaje
que se obtenga siempre sera diferente
al que en realidad se tiene en la flor
in situ. Estas diferencias han quedado
demostradas en estudios comparativos
de germinacion iz vitro con respecto a
estudios de germinacion en el pistilo de
la flor (STANLEY & LINSKENS, 1974), en
presencia de tejidos estigmaticos (LAVEE
& DATT, 1978) o de extracto de pistilos
(FERNANDEZ-ESCOBAR et al., 1981), lo
que demuestra la dificultad que existe
de establecer las condiciones 6ptimas de
germinacion en un medio artificial. Tam-
bién hay que tener en cuenta que los
porcentajes de germinacion de este estu-
dio se han obtenido mediante el método
tradicional de conteo. Este método esta
limitado por el reducido tamano de
la poblacion objeto del recuento y por la
subjetividad del investigador que realiza
el contaje, lo que frecuentemente se tra-
duce en una sobrestimacion de la tasa
de germinaciéon (RODRIGUEZ-GARCIA et
al., 2009).

Al comparar los valores de viabilidad
obtenidos con el método del DAF y los
valores de germinabilidad (Fig. 3), se
observa que el porcentaje de viabilidad
generalmente siempre es mayor que el
de germinabilidad, lo que indica que no
todos los granos de polen viables llegan
a germinar. En el caso de que ambos
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valores estén muy préximos, como
ocurre en la variedad Bella de Espana,
practicamente todos los granos que son
viables también germinan, lo que indica
que el polen es de buena calidad. En
cambio, las variedades de Arbequina,
Hojiblanca, Loaime, Lucio, Manzanilla
de Sevilla y Picual presentan unos valo-
res de viabilidad aproximadamente el
triple que los de germinabilidad, lo que
sugiere que el polen de estas varieda-
des es de calidad media, ya que solo
un tercio de los polenes viables van a
germinar. Teniendo en cuenta que para
todos los ensayos se utilizé polen proce-
dente del mismo vial se deduce que las
diferencias encontradas entre cultivares
deben ser atribuidas principalmente a
factores genéticos, aunque otros factores
como la edad del arbol también podrian
influir. Finalmente, se ha determinado
que existe una correlacion estadistica-
mente significativa entre germinabilidad
y ambos test de viabilidad, tras calcu-
lar el coeficiente de correlacion Rho de
Spearman (p) (p = 0,720, p = 0,000 para
DAF; p = 0,716, p = 0,000 para azul tri-
pan), lo que ya habia sido comprobado
en otros estudios (DAFNI & FIRMAGE,
2000) para la reaccion fluorocromatica.

En resumen, los test de viabilidad
son métodos mas rapidos y sencillos que
el método de germinacion, pero tam-
bién son menos restrictivos. Se puede
concluir que para evaluar la calidad del
polen es recomendable la realizacion de
un test de viabilidad, preferentemente
el DAF, y un test de germinabilidad,
ya que ambos se complementan, apor-
tando una informacién mas real sobre
el potencial del polen para llevar a cabo
su funcion.
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