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RESUMEN: La calidad del polen es un parámetro de gran utilidad en estudios agro-biológicos 
y que incluye tanto la viabilidad como la capacidad de germinación 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) tinción con azul tripán, b) reacción fluorocromática con diacetato 
de fluoresceína y c) capacidad de germinación in vitro del polen. Los resultados obtenidos 
indican que los dos últimos son los métodos más efectivos para la estimación de la calidad 
del polen, y han permitido clasificar los cultivares estudiados de acuerdo con su carácter 
polinizador potencial. 
PALAbRAS CLAVE: calidad del polen, diacetato de fluoresceína (DAf), azul tripán, 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 c) the germination ability of pollen in vitro. the results obtained 
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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 y, 
sin embargo, no llegue a fertilizar al 
óvulo 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 está deter-
minada por diversos factores internos y 
externos o medioambientales (fig. 1). 
Entre los factores internos, específicos 
de la especie, destacan la duración de la 
microsporogénesis, la variabilidad gené-
tica interespecífica, 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 evaluación de la calidad del polen 
se puede realizar mediante diversos 
métodos, tanto in vivo como in vitro, 
siendo los primeros más exactos y fia-
bles. Sin embargo, los test in vitro son 
los más usados ya que son más sencillos 

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.

INtRODUCCIóN

La calidad del polen es un parámetro 
fundamental para los estudios relaciona-
dos con la biología de la polinización, ya 
que existen numerosos procesos esencia-
les para la mejora genética y la produc-
ción de los cultivos que dependen de este 
parámetro (selección de variedades poli-
nizadoras, reconocimiento polen-pistilo, 
germinación y crecimiento del tubo polí-
nico y fertilización) (heSLop-hArriSon et 
al., 1984; DAFni & FirMAge, 2000).

El concepto de «calidad 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 polínico en condiciones ade-
cuadas (DAFni & FirMAge, 2000). Por 
otro lado, StAnLeY & LinSkenS (1974) 
introdujeron el concepto de «longevidad 
polínica» como el período de tiempo 
que el polen conserva la capacidad de 
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han contribuido al elevado número de 
variedades de esta especie en el mundo 
(bArrAnco et al., 2004). La base de datos 
de la fAO en su última revisión (bArto-
Lini et al., 2005) señala la presencia de 
más de 1.200 variedades autóctonas de 
olivo, mientras que rALLo et al. (2005) 
indican que el número de variedades 
de olivo en el mundo llegan a las 2.000. 
Esta diversidad, junto al enorme interés 
agronómico de esta especie, hace nece-
saria la caracterización y selección de 
aquellas variedades que presentan un 
mayor rendimiento para la polinización 
y de aquí 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 aquí evaluados 
han sido:

a)  La tinción con azul tripán, también 
conocida como método de exclusión 
del azul tripán. Se basa en que el 
colorante no puede pasar dentro de 
la célula al tener ésta la membrana 
plasmática intacta. Por tanto, los gra-
nos viables no se tiñen mientras que, 
cuando el plasmalema está dañado, 
el colorante sí penetra uniéndose a 
las proteínas presentes dentro de la 
célula. El resultado es que los granos 
no viables se tiñen de color azul-violeta 
intenso. Generalmente esta tinción ha 
sido utilizada en estudios de viabili-
dad de células cultivadas (hou & Lin, 
1996; grAtão et al., 2008) y recien-
temente ha sido aplicada en estudios 
de viabilidad polínica (comunicación 
personal de la Dra. Ilda Norohna en 
Oporto, Portugal). 

y rápidos de realizar. Entre los métodos 
in vitro más utilizados para evaluar la 
calidad del polen cabe destacar: a) técni-
cas de tinción para observar el contenido 
citoplasmático –carmín acético, orceína 
acética, etc.–, b) test enzimáticos –benci-
dina, sales de tetrazolio, etc.–, c) métodos 
combinados que permiten determinar la 
integridad de la membrana plasmática 
y la presencia de actividad enzimática 
–reacción fluorocromática mediante dia-
cetato de fluoresceína, DAf– y d) test 
de germinabilidad. Los tres primeros 
son específicos para evaluar viabilidad 
y el último indica la capacidad de ger-
minación del polen, por lo que la elec-
ción de un método u otro dependerá 
de la especie objeto de estudio, de la 
correlación 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 (FernánDez-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 selección de variedades poliniza-
doras de esta especie de enorme interés 
agronómico.

El olivo (Olea europaea L.) es una 
de las especies cultivadas de mayor 
antigüedad en el mundo. Este hecho, 
junto a la facilidad de la multiplicación 
vegetativa, la selección de plantas por 
los olivicultores, la polinización cru-
zada, la mutación y la selección clonal 
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libre la fluoresceína, fluorocromo 
que cuando se excita con una lon-
gitud de onda adecuada (490 nm) 
emite fluorescencia de color verde 
brillante. Como la fluoresceína tiene 
una baja permeabilidad debido a su 
carácter polar, no puede salir a través 
del plasmalema, y queda retenida, 
acumulándose en aquellas células 
con el plasmalema bien conservado. 

b)  La reacción fluorocromática mediante 
DAf (heSLop-hArriSon & heSLop-
hArriSon, 1970) es uno de los méto-
dos más 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 hidrofóbica de la célula viva. 
Una vez dentro, el éster es hidroli-
zado por enzimas esterasas, dejando 

fIGURA 1. factores que afectan a la viabilidad del polen  
(esquema modificado a partir de DAFni & FirMAge, 2000).
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Se preparó una solución de trabajo de 
azul tripán (fluka, Switzerland) a partir 
de una solución madre al 0,4% (p/v) en 
PbS (phosphate buffered saline) mediante 
dilución 1:1 con el mismo tampón, a la 
que se le añadió una pequeña cantidad 
de polen (0,02 g) y se mezcló bien. A 
continuación se incubó durante 5 min 
a temperatura ambiente y en oscuridad. 
Posteriormente, se agitó suavemente la 
mezcla y se pusieron 100 µl en un portaob-
jetos que se cubrió con un cubreobjetos. 
Seguidamente se analizó al microscopio 
óptico (zeiss Axioplan, Alemania).

Para realizar la prueba de la reacción 
fluorocromática con DAf, se siguió el 
método establecido por heSLop-hArri-
Son & heSLop-hArriSon, en 1970, con 
algunas modificaciones: se preparó una 
solución de trabajo mezclando 45 µl  
de solución concentrada de diacetato de 
fluoresceína (Sigma-Aldrich, USA) a una 
concentración de 5 mg/ml en acetona, y 
1,5 ml de sacarosa al 15% (p/v). A con-
tinuación se tomaron 100 µl de la solu-
ción de trabajo, a los que se añadieron 
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.

Germinación 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 cámara húmeda a 30 ºC y en oscuri-
dad. A continuación, las muestras (0,02 
g) fueron transferidas a 5 ml de medio 

Como consecuencia, sólo los granos 
de polen con niveles de actividad 
esterasa adecuados y con el plasma-
lema integro mostrarán fluorescencia 
verdosa, indicativa de que estos gra-
nos son viables. 

c)  Germinación in vitro para evaluar 
la capacidad de germinación del 
polen.

MAtERIAL Y MétODOS

Material vegetal: En este trabajo se 
ha utilizado polen maduro de olivo 
(Olea europaea L.) correspondiente a las 
variedades Arbequina, bella de España, 
Hojiblanca, Loaime, Lucio, Manzani-
lla de Sevilla, Picual, Picudo, Galega y 
Gordal, procedente de árboles caracte-
rizados pertenecientes a la colección de 
germoplasma de olivo del IfAPA «Venta 
del Llano» Mengíbar, Jaén. El polen fue 
recolectado durante el período de ante-
sis (mayo y junio) del año 2010 mediante 
embolsado previo de las ramas. tras 
la recolección, el polen fue purificado 
a través de membranas de nailon con 
diámetro de poro de 150 µm y 50 µm 
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 estimó mediante la tinción con azul 
tripán y mediante el test de la reacción 
fluorocromática con diacetato de fluores-
ceína. En el primer caso, se adaptó el pro-
tocolo descrito por grAtão et al. (2008). 
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teñidos. No obstante, existe un porcen-
taje de granos que se tiñen débilmente 
o cuya fluorescencia es muy reducida 
(fig. 2), por lo que es necesario definir 
unos criterios de selección para distin-
guir entre granos viables y no viables. 
Así, para el método del azul tripán, se 
han considerado granos viables aquellos 
que no tienen coloración alguna y los 
no viables aquellos que presentan algún 
grado de coloración. En el caso del 
método del diacetato de fluoresceína, 
sólo 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 cuantificación de la fluorescencia 
que permiten definir el límite entre gra-
nos viables y no viables de una manera 
exacta e incluso semiautomática, por 
ejemplo, mediante programas de análisis 
de imágenes (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 tinción con azul 
tripán dio valores más altos de viabilidad 
que el DAf, lo cual indica una menor 
especificidad, que podría atribuirse a 
que únicamente analiza la integridad 
de las membranas del grano, mientras 
que el método del DAf evalúa 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, χ2 = 
25,984, p = 0,002 para el azul tripán 

de germinación con sacarosa al 10% 
(p/v), Ca(NO

3
)

2 
al 0,03% (p/v), KNO

3 

al 0,01% (p/v), MgSO
4
 al 0,02% (p/v), 

ácido bórico al 0,01% (p/v) y polietilen-
glicol al 5% (p/v). Las placas se incu-
baron a 25 ºC durante 6 h en agitación 
suave y en oscuridad. Una vez germi-
nado el polen, el recuento se efectuó en 
un microscopio óptico (zeiss Axioplan, 
Alemania). El porcentaje de granos de 
polen germinados se calculó mediante 
la fórmula: (n.º granos germinados/n.º 
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 diámetro 
del grano de polen. No fueron contabi-
lizados como granos germinados aque-
llos en los que el tubo polínico presentó 
claras anormalidades como citoplasma 
ensanchado, tubos rotos, etc.

Análisis estadísticos: 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 estadísticos se realizaron con el pro-
grama SPSS v. 17.0.0 y las gráficas se 
hicieron usando el programa SigmaPlot 
v. 11.0. Las pruebas estadísticas utiliza-
das fueron: U de Mann-Whitney, Krus-
kal-Wallis (χ2) y el test de correlación de 
Spearman (ρ).

RESULtADOS Y DISCUSIóN

La tinción de azul tripán y la reacción 
fluorocromática permiten diferenciar 
fácilmente los granos viables y no viables 
cuando éstos aparecen intensamente 
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previamente establecidos por rovirA & 
touS (2005). Así, 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 España, dependiendo 
del método utilizado, presenta distintos 
valores de viabilidad: alta con azul tri-
pán 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 
más exacta la calidad del polen, tal y 

y χ2 = 27,696, p = 0,001 para DAf)  
(fig. 3). Con el test de azul tripán, la 
viabilidad se situó entre el valor mínimo 
del cultivar Gordal (3,2%) y el máximo 
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 España y Hojiblanca, las 
diferencias entre ambos métodos fue-
ron máximas (el 79,21% con azul tripán 
frente al 36,77% con DAf). 

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

fIGURA 2. test de viabilidad del polen de olivo. a) test de exclusión del azul tripán 
observada a microscopía óptica. Los granos de polen viables (V) están sin teñir y los 
no viables (NV) teñidos de azul-violeta. b) Reacción fluorocromática del diacetato de 
fluoresceína observada con microscopía de fluorescencia (DAf). Los granos de polen 

viables (V) muestran fluorescencia verde intensa, mientras que los no viables (NV) sólo 
presentan una ligera autofluorescencia. barras = 25 µm. 
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como ha sido sugerido por otros autores 
(roDríguez-riAño & DAFni, 2000). La 
clasificación indicada podría constituir 
un criterio inicial tanto para la selección 
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-
ción, los resultados obtenidos muestran 
la existencia de diferencias significativas 
(Kruskal-Wallis, χ2 = 26,225, p = 0,002) en 
la capacidad de germinación 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 

hasta un 30% en la capacidad de germi-
nar del polen de diferentes cultivares de 
olivo (FernánDez-eScobAr et al., 1981; 
Ferri et al., 2008). La relativamente baja 
germinabilidad del polen de olivo en 
comparación con otras especies (ASLAn-
tuS & pirLAk, 2002; perveen & khAn, 
2007; piniLLoS & cuevAS, 2008; khAn 
& perveen, 2009) ha sido atribuida a 
diversas anomalías en el polen (pAcini 
et al., 1978) e incluso a la presencia de 
partículas virales durante el desarrollo 
del polen (pAcini & creSti, 1977). Este 
bajo porcentaje de germinación podría 
verse compensado en el olivo por el ele-
vado número de granos de polen que se 
liberan de las anteras, aunque también 

fIGURA 3. Comparación de los test de viabilidad del polen (azul tripán y diacetato de 
fluoresceína, DAf) y de germinabilidad en distintos cultivares de olivo. 
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valores estén muy próximos, como 
ocurre en la variedad bella de España, 
prácticamente 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 sólo 
un tercio de los pólenes viables van a 
germinar. teniendo en cuenta que para 
todos los ensayos se utilizó 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 árbol también podrían 
influir. finalmente, se ha determinado 
que existe una correlación estadística-
mente significativa entre germinabilidad 
y ambos test de viabilidad, tras calcu-
lar el coeficiente de correlación Rho de 
Spearman (ρ) (ρ = 0,720, p = 0,000 para 
DAf; ρ = 0,716, ρ = 0,000 para azul tri-
pán), lo que ya había sido comprobado 
en otros estudios (DAFni & FirMAge, 
2000) para la reacción fluorocromática. 

En resumen, los test de viabilidad 
son métodos más rápidos y sencillos que 
el método de germinación, pero tam-
bién son menos restrictivos. Se puede 
concluir que para evaluar la calidad del 
polen es recomendable la realización de 
un test de viabilidad, preferentemente 
el DAf, y un test de germinabilidad, 
ya que ambos se complementan, apor-
tando una información más real sobre 
el potencial del polen para llevar a cabo 
su función.

es cierto que un cultivar puede producir 
mucho polen y, sin embargo, el cuajado 
del fruto sea mínimo, 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 óptimos de la 
germinación en un medio in vitro nunca 
van a ser iguales a los de la germinación 
en el pistilo y por tanto el porcentaje 
que se obtenga siempre será diferente 
al que en realidad se tiene en la flor 
in situ. Estas diferencias han quedado 
demostradas en estudios comparativos 
de germinación in vitro con respecto a 
estudios de germinación en el pistilo de 
la flor (StAnLeY & LinSkenS, 1974), en 
presencia de tejidos estigmáticos (LAvee 
& DAtt, 1978) o de extracto de pistilos 
(FernánDez-eScobAr et al., 1981), lo 
que demuestra la dificultad que existe 
de establecer las condiciones óptimas de 
germinación en un medio artificial. tam-
bién hay que tener en cuenta que los 
porcentajes de germinación de este estu-
dio se han obtenido mediante el método 
tradicional de conteo. Este método está 
limitado por el reducido tamaño de  
la población objeto del recuento y por la 
subjetividad del investigador que realiza 
el contaje, lo que frecuentemente se tra-
duce en una sobrestimación de la tasa 
de germinación (roDríguez-gArcíA 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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