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Resumen

La viabilidad del polen es un pardmetro fundamental en la formacion de la semilla, existen diferentes
técnicas para su evaluacion, de las cuales la germinacion in vitro, presenta resultados confiables. El polen
de maiz tiene dificultad para germinar en medios de cultivo debido a la morfologia y fisiologia. Este
estudio tuvo como objetivo evaluar cinco formulaciones de germinacion in vitro sobre polen de maiz del
hibrido Synko sembrada bajo las condiciones climaticas de Santa Marta-Colombia. El periodo de antesis
se dio 50 dias después de siembra; los granos de polen recolectados fueron puestos de inmediato, sobre
cinco medio de cultivo ya referenciados en maiz, los cuales estan constituidos por diferentes
formulaciones de agar - agar, sacarosa, nitrato de calcio y acido bérico. El arreglo estadistico fue un
Disefio Completo al Azar, ocho repeticiones por tratamiento y dos replicas en el tiempo. El conteo de
granos de polen viables se hizo sobre cuatro campos por caja Petri, sobre 50 granos por campo, en un
estéreo microscopio Leica M205, y en un microscopio compuesto de luz a 40X. Se utilizd como
referencia de viabilidad la tincidn con acetocarmin al 2 %, en 10 portaobjetos por réplica, 100 granos de
polen por portaobjetos. El medio constituido por 0,6 % de agar-agar, 17 % de sacarosa, y 0,03 % de
nitrato de calcio, registrd el promedio més alto de germinacion de granos de polen; este es de 70,13%.
La tincion del polen con acetocarmin superd los porcentajes de viabilidad /i vitro.

Abstract

Pollen viability is a fundamental parameter in the formation of the seed, there are different techniques
for its evaluation, of which in vitro germination presents reliable results. Corn pollen has difficulty
germinating in culture media due to morphology and physiology. This study aimed to evaluate five In
Vitro germination formulations on maize pollen of the Synko hybrid sown under the climatic conditions
of Santa Marta-Colombia. The anthesis period occurred 50 days after sowing; the collected pollen grains
were placed immediately, on five culture medium already referenced in corn, which are made up of
different formulations of agar - agar, sucrose, calcium nitrate and boric acid.The statistical arrangement
was a Complete Random Design, eight replications per treatment and two replications over time. The
grain count was made on four fields per Petri dish, on 50 grains per field, on a Leica M205 stereo
microscope, and on a 40X compound light microscope. The staining technique with 2 % acetocarmin was
used as a reference, evaluated on 10 slides per replica, 100 pollen grains per slide. The Culture Medium
made up of 0.6 % agar-agar, 17 % sucrose, and 0.03 % calcium nitrate, registered the highest average
germination of pollen grains; this is 70.13 %. Pollen staining with acetocarmine exceeded the
percentages of viability In Vitro.
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Introduction

El maiz es una de las gramineas mas cultivadas en el mundo y
es una de las especies mas productivas (Federacion Nacional
de Cultivadores de Cereales, 2010). Colombia registra
rendimiento promedio de maiz amarillo tecnificado de 5,8
Ton/Ha (Fenalce, 2019). La calidad del polen es un parametro
que influye en la calidad y cantidad de semilla y es utilizado
para realizar estudios relacionados con la biologia de la
polinizacion, ya que existen procesos de mejora genética y de
produccion de cultivos que depende de la espiga macho
(MacRobert et af, 2015). El concepto “calidad de polen” se
refiere a viabilidad y/o germinacion; “viabilidad” se define
como la capacidad que tiene un grano de polen de vivir,
germinar, crecer, y desarrollarse; y “germinacion de polen”
como la capacidad del polen de emitir el tubo polinico en
condiciones adecuadas (Rejon Garcia et a/, 2010; Sorkheh et
al, 2011). La viabilidad puede ser medida, a través de la
germinacion in vitro e in vivo (Corazza Kaefer et a/, 2016). La
técnica de germinacion in vitro, es considerada confiable,
exacta y simple (Araméndiz Tatis ef a/, 2013). Segln Vieira de
Franca et a/ (2009) la técnica de germinacion in vitro presenta
ventajas frente a las tinciones tradicionales y los ensayos de
actividad enzimética, debido a que estas dos ultimas pueden
arrojar falsos positivos de viabilidad, al detectar elementos
celulares y enzimas funcionales, los cuales no garantizan que el
polen sea viable.

La germinacion in vitro en medio de cultivo es una técnica que
simula, las condiciones del estigma, induciendo la germinacion
del tubo polinico (Almeida et al, 2011; Corazza Kaefer et 4/,
2016). El estigma puede ser considerado como una estructura
modificada para la captura y recepcion del polen, que confiere
un medio optimo para que tenga lugar la germinacion del
grano y el crecimiento del tubo polinico. Durante este proceso
una gran cantidad de agua y nutrientes junto a otras moléculas
son transportadas al interior del grano de polen bien sea
desde el exudado estigmético, en caso de estigmas hlimedos,
o de las papilas estigmaticas en caso de estigmas secos, como
es el caso del polen de maiz (Arco Alcaraz, 2009; Hui Xu ef a/,
2012). En la interaccion entre el polen y el estigma existen
diferentes macromoléculas como carbohidratos, sustancias
pépticas y lipidos, necesarios para la fertilizacion (Arco Alcaraz,
2009; Hui Xu et a/, 2012). La composicion y el pH del medio
son factores importantes que afectan la germinacion del polen,
se requiere en las angiospermas una fuente de carbono, boro y
a menudo otros nutrientes para promover las condiciones
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necesarias para que se dé la germinacion del tubo polinico
(Vieira de Franca et a/, 2009). Cada especie requiere
formulaciones especificas de medios de cultivo para obtener
buena germinacion de granos de polen (Corazza Kaefer ef al,
2016). Se han desarrollado medios y procedimientos para la
germinacion de polen in vitro en numerosas especies, sin
embargo, la germinacion artificial en las gramineas ha
resultado laborioso (Pfahler, 1967).

El polen de maiz presenta estructura tri - celular, lo cual lo
hace de dificil manejo y almacenamiento (Youmbi et a/, 2005).
Este tipo de polen presenta dificultad al ser sometido a la
germinacion in vitro y tiene una tasa de conservacion escasa,
porque su metabolismo no se detiene después de ser
desprendido de la planta (Youmbi et a/, 2005). Todos estos
aspectos mencionados y dada la necesidad de conocer la
calidad del polen para producir semilla de maiz, el presente
trabajo tuvo como objetivo evaluar cinco formulaciones de
germinacion in vitro reportadas sobre polen de maiz en el
hibrido  Synko (Syngenta) crecido bajo las condiciones
climaticas de suelo y ambiente del Centro de Desarrollo
Agricola y Forestal de la Universidad del Magdalena (C.D.A.F)
ubicado en Santa Marta, Colombia

Materiales y metodos

Area de estudio, establecimiento y desarrollo del cultivo

Se sembrd el hibrido Synko dentro de las instalaciones de la
Universidad del Magdalena, en el Centro de Desarrollo
Agricola y Forestal de la Universidad del Magdalena (C.D.AF),
ubicado en la ciudad de Santa Marta, en el departamento del
Magdalena (Colombia), localizada, entre los 74° 07"y 74° 12
de longitud Oeste 11° 11' 0.9" y 11° 13' 29.6" de latitud Norte.
La textura del suelo es franco arcillo arenoso (Pardey
Rodriguez, 2015).

Se realizaron dos siembras consecutivas, con diferencias de 15
dias entre ellas, hasta cubrir un area de 770m? 11 surcos de 70
metros de largo con distancias entre surco de 0,8 m y entre
planta de 0,50 m. El suelo se prepard con un pase de arado y
uno de rastrilla, se fertilizd con una mezcla de 17-6-18-2
(nitrogeno, fosforo, potasio y magnesio) en una dosis de 35
gramos/planta, antes de la floracidn del cultivo. Se realizd un
control de malezas 15 dias después de la siembra, enmarcado
en un plateo manual con guadafia entre los surcos hasta
desmalezar toda el area requerida. Para el control de larvas de
Lepidoptera, se realizaron dos aplicaciones, entre los 15y 20
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dias después de la siembra con 80 g de Bacillus thuringuiensis
y 24 cc de Carrier diluidos en una bomba de espalda con
capacidad de 20 L, la mezcla se aplic entre 6:00 y 7:00 am, se
realizd un mojado completo del cogollo de la planta por
hileras hasta cubrir el lote, luego se realizd una segunda
aplicacion 8 dias después. Lo anterior con el fin de no inactivar
el producto por los rayos solares y coincidir con la hora de
ingestion de las larvas (figura 1).

¥

Figura 1. Lote de maiz hibrido Synko en centro de desarrollo agricola
y forestal de la Universidad del Magdalena en Santa Marta, Colombia.

Recolecta del polen

La recolecta del polen se realizd dos veces teniendo en cuenta
el periodo de antesis. Al momento de la colecta de polen se
registro la humedad relativa y la temperatura ambiental con un
higrotermémetro digital modelo L101. El polén se almacend en
bolsas especiales para tal fin, éstas son de papel blanco
recubiertas con cera, la espiga se ubicd dentro de la bolsa, y
por medio de golpes suaves, se dio el desprendimiento del
polen dentro de ella, se tomd polen de 10 a 12 espigas, luego
se transportd de inmediato al laboratorio para evitar la
deshidratacion.

Evaluacion de la germinacion del polen de maiz

Se evalud el efecto de cinco medios de cultivos previamente
reportados en maiz. Constituidos por una combinacion de
diferentes concentraciones de agar - agar al 0,6, 0,7y 1 %,
sacarosa al 10, 15, 17, 20 y 25 %, acido bérico al 0,01, 0,03 y
004 %, nitrato de calcio al 0,025 001, 003 %, cada
tratamiento corresponde a un medio de cultivo evaluado (tabla

1).

La preparacion de las mezclas de cada componente del medio
de cultivo se realizé adicionando y calentando cada uno de
ellos, evitando la ebullicion de la mezcla, hasta alcanzar una
disolucion de cada uno de los componentes de acuerdo con
cada uno de los cinco tratamientos. En la autoclave se
esterilizaron los medios y las cajas de Petri, ambos envueltos
en papel Kraft. Los medios de germinacion se prepararon con
un dia de anticipacion a la siembra del polen, se sirvieron,
marcaron e identificaron las cajas Petri de acuerdo con el
tratamiento correspondiente.

La siembra del polen en las cajas Petri, se hizo con una aguja
de diseccion, se distribuyd el polen en cuatro campos, luego se
sello con papel Parafilm y las cajas Petri se ubicaron por dos
horas a una temperatura entre 25 y 27°C, en oscuridad en el
cuarto de incubacidon con una humedad relativa del 78 %
(Almeida et a/, 2011; Corazza Kaefer et al, 2016).

Analisis estadistico

Se aplico un disefio completamente al azar con cinco
tratamientos, con dos réplicas en el tiempo. Cada réplica se
conformd por ocho cajas Petri donde se realizaron cuatro
conteos por caja sobre 50 granos de polen cada uno. El
porcentaje de granos de polen germinados se calculé como el
cociente del nimero de granos de polen germinados en cada
campo optico con relacion al total de 50 granos de polen en el
mismo campo (Araméndiz Tatis et a/, 2013; Cerovic et al,
2014; Corazza Kaefer et al, 2016).

Tabla 1. Descripcion de cinco medios de germinacion de polen de maiz del hibrido Synko, cada tratamiento corresponde a aun medio de cultivo.

Tratamiento Agar -agar  Sacarosa  Acido bérico  Nitrato de Fuente
(%) (%) (%) Calcio (%)
1 1 10 0,03 0,025 Bairy Loomis, 1941 citado por Alcaraz, 2009
2 1 20 0,04 - Pfahler, 1981
3 0,7 15 0,01 001 Almeida et a/, 2011
4 0,6 17 - 003 Almeida efal, 2011y Corazza Kaefer et al 2016
5 06 25 - - Corazza Kaefer et al, 2016
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El conteo se realizd con la ayuda del estéreo - microscopio
Leica M 205y en el microscopio compuesto de luz 40 X. Como
testigo de viabilidad de polen se utilizé la prueba de tincion,
en la cual se tomd polen recién colectado se pasd a 10
portaobjetos por repeticion y se les afiadié una gota de
acetocarmin al 2 %. Después de 24 horas se observo el polen
en el estéreo - microscopio LEICA M205; para su evaluacion se
trazaron campos que ayudaron a realizar el conteo. Se realizd
una determinacion visual basada en la forma, los granos de
polen redondeados y tefiidos de rojo; se considerd polen
viable y polen no viable; estos Gltimos de forma constrefiida y
sin tincion. El término “constrefiidos” hace referencia a los
granos de polen que tienen deformacion del citoplasma
(Gonzalez et al, 2002). Posteriormente se estimé el porcentaje
de viabilidad, dato que sirvié de parametro de comparacion a
la viabilidad conseguida por el método de germinacion /n
vitro.

% viabilidad= (N° de granos bien formados y tefiidos)/(N° total
de granos)

Para identificar si existen diferencias en los medios de cultivo
se realizd un analisis de varianza y para elegir el mejor
tratamiento que favorecio la germinacion del polen se realizd
una comparacion de medias empleando la prueba de rangos
multiples Duncan a 5 % (P<0,05) de significancia estadistica. Se
utilizd el programa estadistico Statgraphics Centurion XVLI.

Resultados

La germinacion del hibrido Synko (Syngenta) se dio en promedio
alos 7 dias después de la siembra (DDS); la floracion a los 45 DDS.
La emision de polen comenzd a los 50 DDS. La temperatura al
momento de la colecta fue de 252 y 27,5 °C y La humedad
relativa de 79 y 78 %, para la primera y segunda replica
respectivamente. La siembre de los granos de polen tomados dos
horas después de recolectado y conservado a 4° C por 24 horas,
no logré germinar en ningtn medio de cultivo probado (datos no
registrados). La germinacion del polen en los cinco tratamientos
se observd después de colectados e inmediatamente sembrados
sobre cada medio de cultivo como se muestra en la figura 2.

El promedio de germinacion de cada tratamiento se muestra en la
tabla 2; en todos los cinco medios referenciados germinaron
granos de polen asi se muestra en los valores minimos; se
presentaron valores maximos de germinacion de 80 y 100 % en
los tratamientos 1, 3 y 4; los cuadrantes de lectura mostraron
variaciones entre ellos como se evidencia en los coeficientes de
variacion.
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Figura 2. Polen de maiz evaluado en diferentes medios por la técnica
de germinacion /n vitro. 1). Medio 1. 2) Medio 2. 3) Medio 3. 4) Medio
4. 5) Medio 5. 6). Determinacién de viabilidad por la técnica de
tincion con Acetocarmin.

Los porcentajes de germinacion de polen in vitro del hibrido
Synko  mostro  diferencias  (P<0,05) entre las cinco
formulaciones como se muestra en la tabla 3. La mejor
formulacion para el hibrido Synko fue en el tratamiento
Cuatro, constituido por 0,6 % de agar - agar, 17 % de sacarosa,
0,03 % de nitrato de calcio y sin adicidn de acido bérico para
lograr 70,13 % de germinacion como se muestra en la figura 3.
La comparacién entre la técnica de germinacion de polen con
la técnica de tincion, evidencid que los porcentajes de
viabilidad fueron mayores al tefiir el polen que al inducir su
germinacion a través de los cinco medios de cultivos como se
muestra en la figura 2.
Discusion

La floracion del hibrido Synko producida por Syngenta se dio
después de los 50 DDS. Las variables de temperatura y
humedad coinciden con un clima seco. Lo normal es que un
grano de polen de maiz dure entre 18 y 24 horas viable en
ambientes frescos. De ahi que bajo las condiciones de la granja
donde se hizo la siembre de maiz, una vez colectado el polen
debe ser sembrado en los medios de cultivo de inmediato y
puesto en ambientes fresco,, Corazza Kaefer et al (2016),
reporta que las variables climaticas influyen en la germinacion
del polen en el medio de cultivo porque afectan el estado de
turgencia de la membrana del grano de polen.
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Tabla 2. Resumen estadistico para el porcentaje de germinacion del polen del hibrido Synko de maiz para cada tratamiento y el porcentaje de viabilidad
con la técnica de tincion, los nimeros muestran las variaciones con respecto a la media, y la representacion de esta entre cada tratamiento y la técnica
de tincion. D E= desviacion estandar, CV= coeficiente de variacion, Min= minimo y Max= méximo.

Tratamiento Recuento Promedio D.E CV (%) Min Max
1 64 32,62 16,77 51,42 2,0 80,0

2 64 12,87 3,52 2738 6,0 20,0

3 64 26,37 15,04 57,03 8,0 80,0

4 64 70,12 18,96 2704 300 100,0

5 64 9,187 3,80 4136 40 20,0

Tincion 20 96,25 1,83 1,90 930 99,0

Tabla 3. Andlisis de varianza para el porcentaje de germinacion de polen del hibrido Synko de maiz, sobre cinco tratamientos analizados en un disefio

completamente al azar. SC= suma de cuadrados, Gl= grados de libertad, CM= cuadrado medio.

Fuente SC Gl M Razon-F Valor-P
Tratamiento 37699,1 4 942476 210,76 0,0000
Error 14086,4 315 44,7188

Total 51785,5 319

Corazza Kaefer et af, 2016, afirma que una hora fija no es
relevante para influenciar en la tasa de germinacion sino los
factores de humedad relativa y la temperatura, la cual debe ser
72 % y 27,2 °C respectivamente, asi no se ve afectado los
resultados de germinacion.

Youmbi et af, 2005 comprobd que el polen de maiz tiene
caracteristicas especiales que dificultan su germinacion al ser
trinucleado, el cual presenta una longevidad corta, con una
alta tasa de deshidratacion, que es regida por la pared de la
membrana, y una tasa de conservacion pobre debido a que su
metabolismo es rapido y no se detiene después de ser
desprendido de la antera.

Las diferencias (P<0,05) encontradas en los tratamientos (tabla
3) fueron citados por Youmbi et a/, (2005); Davide et a/ (2009)
y Almeida et a/ (2011) quienes sefialan que la germinacion del
polen en un medio de cultivo de un mismo genotipo puede
variar, al usar diferentes formulaciones de ahi que se deba
ajustar las concentraciones de los reactivos al genotipo,
disefiando un modelo estadistico que permita inferir el efecto
de la concentracién de cada elemento quimico que actla en el
medio de cultivo afectando la germinacion del grano de polen.
La mejor formulacion correspondio al tratamiento cuatro,
donde se logro 70,13 % de germinacion. El reporte de Almeida
et al, (2011), muestra 70 % de germinacién con la
concentracion de 17 % de sacarosa; Davide et al, (2009),
confirman haber obtenido los mejores resultados al hacer
germinar polen de maiz, a una concentracion de sacarosa
16,5%. Youmbi et al, (2005), con 10 y 15 % de sacarosa.
Almeida et a/, (2011), utilizando diferentes concentraciones de

Sacarosa, Agar, acido bdrico, y utilizando Cloruro de Calcio
hidratado, manifiesta que independientemente de la presencia
de calcio o boro en los medios de cultivo, el contenido de
sacarosa entre 10y 20 %, proporciona la germinacion mas alta,
y que la concentracion cercana al 10 % es la mas indicada para
la germinacion de polen de maiz. Taylor y Hepler, (1997),
confirman que la sacarosa en el medio de germinacion puede
alterar la permeabilidad del crecimiento del tubo polinico,
resultando en la lixiviacion de metabolitos y iones al medio.
Vieira de Franca et a/. (2009) ; Almeida ef a/ (2011) y Jankovic
et al (2014) dice también que la sacarosa estimula la
fermentacion del etanol durante el crecimiento in vitro y se
acumula a niveles de 100 mM que inhibe el crecimiento;
sugieren probar otros azucares como la glucosa o fructosa que
reducen la hidrolisis en el tejido; ademas que proporcionan la
energia para el desarrollo del tubo polinico y provee un
balance osmético entre el polen y la solucién de germinacién
influenciado por otras sustancias como el acido borico y el
calcio. Es por eso, concentraciones excesivas o deficientes de
cualquiera de estas sustancias pueden prevenir o dificultar la
germinacion del grano de polen.

Bohdrquez et al (2013) registra del boro en las
monocotileddneas, este es requerido en pequefias cantidades
con relacion a las dicotileddneas, en las cuales se requiere en
mayores cantidades; La cantidad optima para algunas especies
puede ser toxica o insuficiente para otras. Martinez et a/ (2009)
dice del boro es un elemento requerido para el transporte de
azucares entre muchas otras funciones; una deficiencia de él
causa deterioro en el crecimiento de los puntos
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meristematicas, de ahi que las concentraciones correctas
permitiran el desarrollo del crecimiento del tubo polinico.
Pfahler (1967), reportd que los mejores resultados de
germinacion en polen de maiz los alcanzé con concentraciones
de 0,01% de acido borico. Schreiber y Dresselhaus (2003),
demuestran que al variar concentraciones al acido bérico de
0,02 a 0,025 %, pueden obtener resultados diferentes en el
porcentaje de germinacion del polen de maiz, los mejores
resultados son superiores al 90 % de germinacién usando una
concentracion de 0,005 % de acido borico.

Pfahler, (1967) y Almeida et &/ (2011) consiguieron los mejores
resultados de germinacion de polen de maiz a una
concentracion de calcio 0,03%. Los estudios han indicado que
la union de calcio toma lugar en las regiones pépticas de la
pared del tubo de polen, lo que aumenta la rigidez de la pared
y la estabilidad con una disminucion en la ruptura. El calcio en
un medio de cultivo proporciona caracteristicas fisiologicas al
tubo polinico y al grano de polen, dandole menor sensibilidad
a los cambios en el medio basico, menor permeabilidad,
crecimiento en un aspecto lineal y rigido del tubo polinico. La
accion del calcio sobre el grano de polen esta aparentemente
asociada con la membrana del tubo polinico. Por lo tanto en
ausencia de calcio hay una mayor permeabilidad de la
membrana del tubo polinico, provocando la liberacion de
metabolitos internos al medio externo (Vieira de Franca et a/,
2009). Lo anterior demuestra que hay que estandarizar cada
uno de los elementos del medio de cultivo para igualar o
superar la germinacién obtenida del polen de maiz en el
hibrido Synko.

Conclusiones

La germinacion del grano de polen del hibrido Synko
(Syngenta) se logra en los medios de cultivo referenciados por
otros autores en maiz bajo las condiciones agroecoldgicas de
la granja de la Universidad del Magdalena. La siembra en los
medios de cultivo de los granos de polen no debe pasar por
etapas previas de almacenamiento.
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