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Descripcion morfologica y viabilidad del polen de Nothofagus nervosa (Nothofagaceae)
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SUMMARY

Understanding the biology of pollen is necessary to optimize the reproduction of plants and the successful implementation of
conservation and breeding programs. In order to have information on the morphological characteristics and pollen viability in
Nothofagus nervosa, male flowers of trees established in a clonal seed orchard were collected. Morphological characterization of
pollen was carried out from observations under light microscope and scanning electron microscope. Motic Images Plus 2.0 software
was used for measurements. Viability was assessed by in vitro germination, germination in vivo and staining with p—phenylenediamine.
The pollen size of these species ranges from medium to large and the shape is from sub-oblate to oblate spheroid. Initial viability by
in vitro germination ranged from 17.1 to 84.9 %; with the staining method, it ranged from 70.7 to 99.3 %; using in vivo germination
it was calculated between 77.4 and 97.1 %. There was a strong correlation between in vitro germination and in vivo germination, but
there was no correlation between viability calculated by the staining method and that calculated by germination in vivo; whereby the
in vitro method is recommended to assess both viability and longevity of pollen of this species. According to assessments by in vitro
germination, pollen lost its viability within a period of eight days stored at room temperature.
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RESUMEN

Entender la biologia del polen es necesario para mejorar la reproduccion de las especies vegetales y para la implementacion exitosa
de programas de mejoramiento genético y conservacion. Con el fin de contar con informacion sobre las caracteristicas morfologicas y
de viabilidad del polen en Nothofagus nervosa, se colecté flores masculinas de arboles establecidos en un huerto semillero de clones.
La caracterizacion morfolégica del polen se realizo a partir de observaciones en microscopio de luz y electrénico de barrido. Para las
mediciones se utiliz6 el software Motic Images Plus 2,0. El polen de esta especie es de tamafio mediano a grande, de forma sub-oblada
a oblada esferoidal. La viabilidad se evalu6 mediante germinacion in vitro, germinacion in vivo y tincién con p-fenilendiamina. Su
viabilidad inicial, mediante la germinacion in vitro vario desde 17,1 a 84,9 %; con el método de tincion oscilé de 70,7 a 99,3 % y
mediante germinacion in vivo se calcul6 entre 77,4 y 97,1 %. Hubo una fuerte correlacion entre la germinacion in vitro y la germinacion
in vivo, mas no hubo correlacion entre la viabilidad calculada por el método de tincion y la calculada mediante germinacion in vivo, por
lo cual se recomienda el método in vitro para realizar evaluaciones tanto de viabilidad como de longevidad del polen de esta especie.
Segun evaluaciones mediante germinacion in vitro, el polen perdié su viabilidad dentro de un lapso de ocho dias, almacenado bajo
condiciones ambientales (+ 20 °C y + 40 % HR).
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INTRODUCCION

Los estudios sobre los diferentes aspectos de la biolo-
gia del polen son considerados como una prioridad para
entender la reproduccién de las especies vegetales. Ade-
mas, son indispensables en la implementacion exitosa de
programas de mejoramiento genético y conservacion, para
mejorar la eficiencia de los cruzamientos en la reproduc-

cién y asegurar una abundante produccién de semillas
(Dafni y Firmage 2000).

La biologia del polen de Nothofagus nervosa (Phil.)
Krasser, especie anemofila de la familia Nothofagaceae,
considerada un importante componente de los bosques Ilu-
viosos templados de Sudamérica Occidental, no ha sido
estudiada detalladamente. Se han realizado estudios sobre
la distribucién natural y variabilidad genética de esta espe-
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cie (Donoso et al. 2006, Gallo et al. 2006, Sabatier et al.
2011) y actualmente también existe interés en diferentes
tematicas de su biologia reproductiva (Garcia et al. 2013,
Torres y Puntieri 2013).

El polen maduro presenta una morfologia bien definida
que, por lo general, permite la identificacion de la especie
de la cual procede; por esta razon, la identificacion de los
caracteres polinicos es de gran importancia en taxonomia
y filogenia. En general, los caracteres morfologicos son
importantes en cualquiera de las aplicaciones que tiene el
estudio del grano de polen; tanto la forma como el tamafio
son considerados caracteres de valor taxonémico, pues en
general, permanece constante dentro de una misma espe-
cie. Su heterogeneidad en un taxén concreto puede ser in-
dicativo de diferentes estados de madurez u origen hibrido,
situacion que ha sido reportada entre diferentes especies
del género Nothofagus (Donoso y Atienza 1984, Donoso
et al. 1990, Stecconi et al. 2004).

Los granos de polen de las distintas especies de la fa-
milia Nothofagaceae, son basicamente similares entre si
(Cranwell 1939, Heusser 1971). No obstante, las pocas di-
ferencias han permitido inferir la relacion filogenética en-
tre las especies de la familia e incluso subdividir al género
en cuatro subgéneros (Brassospora, Nothofagus, Fuscos-
pora y Lophozonia), segln cuatro tipos polinicos (brassii,
fusca A, fusca B y menziesii) definidos en base a caracteris-
ticas especificas de forma y tamafio de los granos de polen
(Dettmann et al. 1990, Hill y Jordan 1993, Manos 1997).
En Chile y Argentina se ha determinado el tipo polinico
menziessii para especies del género Nothofagus (Cranwell
1939, Auer et al. 1955, Heusser 1971, Veblen et al. 1996).

La viabilidad y germinabilidad del polen depende
de factores medioambientales, tales como fotoperiodo,
irradiacion, temperatura, humedad relativa o alguna in-
teraccién entre estos factores (Cecich 1997). También,
condiciones ambientales no idéneas en la planta madre,
como polucién y pH alto, podrian inhibir la germinacién
del polen (Bellani y Paoletti 1992). La longevidad en las
diferentes especies ha sido relacionada con la pérdida de
agua y un prolongado estado de deshidratacién, tanto en la
naturaleza como en laboratorio (Heslop-Harrison y Hes-
lop-Harrison 1985, Lisci et al. 1994). Aungue no se han
realizado estudios acerca de la viabilidad y longevidad del
polen de N. nervosa, existen antecedentes en otras espe-
cies de este género (Rivero et al. 1995, Baez et al. 2002)
que constituyen un buen aporte en esta tematica.

Dado que existen antecedentes generales sobre la mor-
fologia del N. nervosa y de otras especies de la misma fa-
milia; el presente estudio tuvo como objetivos proveer una
descripcion detallada del polen de diferentes individuos de
la especie para determinar la variabilidad intraespecifica
de esta caracteristica. Ademas, dado el interés en el pro-
grama de mejoramiento genético por realizar cruzamien-
tos entre individuos sobresalientes, se estudio la viabilidad
y longevidad del polen en varios clones de esta especie
establecidos en el huerto semillero Huillilemu, al mismo
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tiempo se propuso determinar el método idéneo para eva-
luar la viabilidad del polen.

La hipotesis planteada es que los granos de polen de
diferentes individuos de N. nervosa tienen una forma ca-
racteristica, pero difieren en el tamafio. Ademas se planted
que los granos de polen de diferentes individuos de la es-
pecie presentan diferentes porcentajes de viabilidad y una
corta longevidad.

METODOS

El polen evaluado se colectd de 16 clones de N. ner-
vosa (seis para analisis morfologico y diez para estudio
de viabilidad), establecidos en el huerto semillero clonal
Huillilemu, localizado en la comuna San José de la Ma-
riquina, a 65 km de la ciudad de Valdivia, regién de Los
Rios, Chile. Esta comuna ocupa una posicion de depresion
intermedia, donde los inviernos son frios con un régimen
de heladas moderado y veranos relativamente frescos. Las
temperaturas varian entre una maxima de 23 a 26 °C en
enero y una minima de 2,8 a 2,9 °C en julio. La precipita-
cion media anual es de 1.300 a 1.800 mm. Acumula anual-
mente entre 865 y 1.131 grados dias de desarrollo y entre
2.100 a 2.400 horas de frio (Pérez y Ponce 2012).

El polen utilizado para los diferentes analisis fue ob-
tenido entre septiembre y noviembre del 2012. La reco-
leccidon de flores masculinas se realizé entre las 11:00 y
14:00, en el estado de anteras maduras, segln patrén feno-
légico de Garcia et al. (2013), ubicadas a una altura apro-
ximada a 1,50 m del suelo, en los arboles seleccionados
para el efecto.

Para la caracterizacion morfoldgica del polen se realiza-
ron observaciones y capturas fotograficas, tanto en micros-
copia de luz como en microscopia electrénica de barrido.
Para los dos tipos de microscopia se efectuaron observacio-
nes en 100x, 400x y 1000x. Para la descripcion morfol6gi-
ca se utilizo la terminologia de Erdtman (1952). El origen
de los seis clones evaluados, se detalla en el cuadro 1.

Las mediciones de los granos de polen se realizaron
sobre fotografias capturadas con aumento 400x en micros-
copio Nikon Eclipse E600, utilizando el programa Motic
Images Plus 2,0. Para lograr un mejor contraste en las fo-
tografias, se tifid los granos de polen utilizando azul de
anilina y un tinte doble, a base de lignina rosa y carmin
acético (figura 1). Se capturaron al menos 30 imagenes fo-
tograficas de granos de polen de cada uno de los clones, y
se midieron entre 43 y 153 granos de polen por parametro
y clon. Los caracteres considerados fueron: 1) nimero, po-
sicion y tipo de aberturas, 2) indice del area polar (largo/
ancho en vista polar), 3) tamafio (longitud del eje polar),
4) forma del polen (eje polar (P) /diametro ecuatorial (E)
en vista ecuatorial).

Se evalu6 la viabilidad inicial del polen utilizando el
método directo de germinacion in vivo y los métodos in-
directos: germinacidn in vitro y tincién con el reactivo p-
fenilendiamina. Se realizé esta evaluacion mediante estos
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Cuadro 1. Codigo y origen de los arboles donantes del polen evaluado en la caracterizacion morfologica.

Code and origin of pollen donor trees evaluated in the morphological characterization.

Codigo Lugar de origen Altitud (m s.n.m.) Latitud S Longitud O
38 Arquilhue 540 40° 07 72°02°
11 Neltume 620 39° 49’ 71° 58’
19 Neltume 700 39° 51’ 71° 53’
21 Pirihueico 840 40° 00’ 71° 41’
30 Pilmaiquén 1.000 39° 54’ 71° 51’
26 Maihue 952+ 40016’ 71° 58’

“Esta informacion de altitud de la localidad de Maihue no esta registrada en los archivos de la Cooperativa de Mejoramiento Genético de Chile, se

obtuvo en el Google Earth.

Valores
arrojados por
el software
utilizado (en el
ejemplo: 58,0
y 56,4 pm)

Figura 1. Mediciones polen de Nothofagus nervosa mediante el software Motic Images Plus 2,0.

Measurements of pollen of Nothofagus nervosa by Motic Images Plus 2.0 software.

tres métodos para poder comparar los dos métodos indi-
rectos con el método de germinacion in vivo, puesto que
se ha demostrado que el nimero de tubos polinicos que
crecen en el estilo es el mejor indicador de la eficacia de
una muestra de polen en la induccion de la fructificacion y
produccién de semillas (Shivanna y Rangaswamy 1992).
Para evaluar la germinacién in vitro se utiliz6 polen
fresco y el medio estuvo compuesto de sacarosa (16 %) y
agar (0,4 %) (determinado como el mas adecuado en ensa-
yos previos). Este polen se sembré el mismo dia de la co-
lecta y se mantuvo en incubacion durante 24 horas a 20 °C.
El nimero de granos de polen germinados se determind
bajo un microscopio Optico; considerando un grano de
polen como germinado, cuando el tubo polinico tenia una
longitud igual o superior al didmetro del grano de polen.
Para calcular la germinacidn in vivo se realizé poliniza-
cién manual, utilizando polen fresco de individuos coespe-

cificos. Para esto, previamente se habian aislado tres ramas
con brotes florales, por arbol, antes de la antesis, para ase-
gurar que los estigmas no recibieran polen de otros indivi-
duos. Esta polinizacion se realiz6 cuando las inflorescencias
femeninas se encontraban en la fenofase de estigmas recep-
tivos. La receptividad del estigma se determiné mediante
observacion directa de las flores, segun el patron fenologico
de la floracion establecido por Garcia et al. (2013).

El desarrollo del tubo polinico se determiné 72 horas
después de la polinizacién, utilizando la metodologia pro-
puesta por Shivanna y Rangaswamy (1992): se colectaron
cinco inflorescencias por rama, que fueron colocadas en
placas Petri con agar para su transporte al laboratorio,
donde fueron almacenadas en congelacién hasta su evalua-
cién. Para las observaciones, se cortaron los estigmas y se
los abland6 sumergiéndolos en NaOH 8N durante seis ho-
ras, luego se aplastaron sobre un porta-objetos y se tifieron
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con azul de anilina en lactofenol (0,1 %). La evaluacién
de los granos de polen germinados por estigma, se realizé
bajo microscopio 6ptico. Se considerd un grano de polen
como germinado cuando habia emitido tubo polinico en
contacto con la superficie del estigma.

Se evalu6 la viabilidad del polen por el método indi-
recto de tincion, utilizando el reactivo p-fenilendiamina,
segun el protocolo descrito por Rodriguez-Riano y Daf-
ni (2000). Para la tincion de los granos de polen, se ca-
lenté una pequefia cantidad de la solucién a 37 °C (10 a
15 min) y se aplicé por gotas a un grupo de granos de po-
len colocados sobre un portaobjetos. La cuantificacion del
namero de granos de polen viables se realizé bajo micros-
copio éptico, considerando como granos de polen viables
los que se tornaban de pardo oscuro a negros.

La longevidad del polen se evalud, cada 48 horas, me-
diante germinacién in vitro (utilizando el medio antes se-
fialado), hasta que la germinabilidad del polen descendié a
menos del 5 %. Durante el tiempo de evaluacion, el polen
fue almacenado en tubos Eppendorf (sin pasar por ningln
proceso de secado), bajo condiciones ambientales (£ 20 °C
y £ 40 % HR). Esta evaluacion se realizé en polen de cinco
arboles, cuyo origen y codigos se detallan en el anexo 1.

Andlisis estadistico. Para los datos de tamafio se calcul6 la
media, desviacion estandar y valores minimos y maximos.
La comparacion entre medias se realiz6 usando la prueba
no paramétrica de Kruskal Wallis (P < 0,01), puesto que
segun la prueba de Shapiro-Wilk los datos no seguian una
distribucion normal.

En los tres ensayos de viabilidad, la variable a evaluar
fue el nimero de granos de polen viables (germinados o tefii-
dos), expresado en porcentaje, en funcidn del total de granos
de polen. Cada muestra se repitid tres veces, y en cada placa

se evaluaron cuatro campos de observacion de 1,5 mm? apro-
ximadamente, utilizando un aumento de 100x. Se tomo en
cuenta que en cada campo de observacion existieran un mi-
nimo de 100 granos de polen, lo que significa que se evalud
un minimo de 1.200 granos de polen por muestra.

Se elaboraron graficos de dispersion y se calcularon los
coeficientes de correlacion lineal, previa homogenizacion
de los datos (prueba de Barlet), para determinar el grado
de asociacion entre la germinacion in vitro y germinacién
in vivo y entre la viabilidad por el método de tinciéon y la
viabilidad calculada mediante germinacion in vivo. Ade-
mas, los valores promedios de viabilidad inicial del polen,
en los diferentes individuos, se contrastaron mediante la
prueba de Krustall Wallis (0,05 %). Todos los analisis se
realizaron utilizando el software Statistica (version 7).

RESULTADOS

Morfologiadel polen. Los granos de polende N. nervosason
isopolares, radiosimétricos, moénadas, microespinulados,
colpoaperturados, amb circular a semi-angular (figura 2).
En vista ecuatorial, segin la relaciéon polar/ecuatorial
(P/E) son sub-oblatos (0,80 - 0,85 um) y oblatos esferoi-
dales (0,88 um) (cuadro 2). En vista polar son poligonales,
su indice del area polar es de 0,93 um (cuadro 3).

Tamarfio del polen. La comparacion de medias, utilizando
la prueba de Kruskal Wallis (P < 0,01) (cuadro 2 y 3), re-
veld diferencias significativas en el tamano de los granos
de polen entre algunos de los individuos analizados. En la
vista ecuatorial, el eje ecuatorial, presentdé una media de
49,76 um (z 3,29), su rango varia entre los diferentes in-
dividuos analizados, siendo el valor minimo de 39,70 um
y el méximo de 60,30 um en los individuos 19 y 26 res-

Cuadro 2. Mediciones del polen de Nothofagus nervosa en vista ecuatorial (um). Se indica relacion polar/ecuatorial (P/E).

Measurements of Nothofagus nervosa pollen in equatorial view (um). Polar/Equatorial ratio (P / E) is indicated.

Eje polar (P) Eje ecuatorial (E)
Codigo n Forma
arboles X@ o Minimo Maximo c Minimo Maximo  P/E®
19 71 38,93 a 3,42 31,5 47,7 45,67 a 3,19 39,7 51,8 0,85a Sub-oblato
1 68 39,3la 2,54 34,8 44,9 48,82 b 3,00 43,2 550 08la Sub-oblato
21 90 40,04ab 2,86 359 46,2  4957bc 2,36 44,5 545 08la Sub- oblato
26 50 41,03ab 3,73 352 49,2  5150bc 4,19 44,6 60,3 080a Sub-oblato
30 55 43,93bc 4,65 38,3 51,1  50,17bc 3,25 40,7 54,9 0,88a Oblato esferoidal
38 56 46,66 c 5,16 35,6 56,4 52,81c 3,74 45,7 59,3  0,88a Oblato esferoidal
X 41,7 - 4,65 - - 49,76 3,29 - - 0,84 -

@ Letras diferentes indican medias diferentes, prueba de Kruskal Wallis H = 67,71, P < 0,0000.
b Letras diferentes indican medias diferentes, prueba de Kruskal Wallis H = 75,09, P < 0,0000.
¢ Letras iguales indican medias iguales, prueba de Kruskal Wallis H = 0,0000, P = 1,000.
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pectivamente; el eje polar oscilé entre 31,50 um (clon 19)
y 56,40 um (clon 38), siendo la media de 41,65 um
(= 3,73) (cuadro 2). En vista polar, el ancho se calculé en
46,53 pm (* 2,45) con valores maximo de 60,70 pm (clon
38) y minimo de 38,00 um (clon 19) (cuadro 3), mientras
el largo promedio se calcul6 en 50,02 um (x 2,76).

Aperturas. Las aperturas son tipo colpos (figura 2), se pre-
sentan de seis a nueve en los diferentes individuos, siendo
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mas comun los granos de polen con siete aperturas (55,73 %)
y los granos de polen menos comunes son los que tienen
nueve aperturas (1,77 %) (cuadro 4). Segun el nimero, po-
sicion y tipo de aperturas, el polen de N. nervosa corres-
ponderia al tipo polinico poli-zono-colpados.

Viabilidad inicial y longevidad del polen. Los individuos
evaluados presentaron porcentajes de germinacion inicial
entre 17,1y 84,9 % (+ 4,03-19,73), resultando en una me-

Figura 2. Microfotografias de granos de polen de Nothofagus nervosa en microscopio electrénico de barrido: Ay B grupo de granos
de polen, Cy D vista polar, E vista ecuatorial, F colpo (c) y microespinulas (e).

Photomicrographs of pollen grains of Nothofagus nervosa in scanning electron microscope. A and B groups of pollen grains, C and D polar

view, equatorial view E, F colpo (c¢) and microspinules (e).
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Cuadro 3. Mediciones del polen de Nothofagus nervosa en vista polar (um). Se indica indice del area polar (A/L).

Measurements of Nothofagus nervosa pollen in polar view (microns). Index polar area (A / L) is indicated.

Cédigo Ancho (A) Largo (L) AL

arboles X° - Minimo  Miximo  x° o Minimo Maximo X°
19 49 4334a 252 38,0 495  4757a 281 413 55,6 091a
1 52 4420a 250 39,3 531  4698a 2,69 40,8 59,8 094a
21 48 4560b 2,66 38,6 529  4955b 261 44,2 56,0 0922
30 52 4693bc 2,26 44,1 51,8  4950ab 2,79 44,1 54,1 095a
26 43 4934c 126 47,8 511  5323b 293 50,6 59,8 093a
38 72 4979c 348 40,8 60,7  533lb 273 48,6 61,0 093a
X 527 4653 2,45 - - 50,02 2,76 - - 0,03

& Letras diferentes indican medias diferentes, prueba de Kruskal Wallis H = 119,35, P < 0,000.
b Letras diferentes indican medias diferentes, prueba de Kruskal Wallis H = 66,99, P < 0,0000.
¢ Letras iguales indican medias iguales, prueba de Kruskal Wallis H = 0,0000, P = 1,000.

Cuadro 4. Porcentaje de granos de polen por tipo de aperturas
(%) en Nothofagus nervosa.

Percentage of pollen grains per type of apertures (%) in
Nothofagus nervosa.

Cédigo NUmero de aperturas

arboles n 6 7 8 9
11 100 4,00 69,00 27,00 0,00
19 64 20,65 60,94 15,87 3,13
21 153 0,00 46,41 51,63 1,96
26 71 7,04 56,34 33,80 2,82
30 106 0,00 59,43 39,62 0,94
38 90 2,22 55,56 42,22 0,00
X - 5,98 55,73 36,63 1,77

dia para la especie de 65,08 (+ 8,8) (figura 3A). Los valores
de germinacion in vivo fueron altos en los individuos ana-
lizados, oscilando entre 77 y 98 % (figura 3B). Los valo-
res de viabilidad del polen, mediante el método de tincion
fueron superiores a los de germinacion in vitro, para to-
dos los individuos analizados, estos oscilaron entre 70,5 y
99,3 % (x 9,49-0,55), con una media de 89,5 % (x 4,78)
(figura 3C). Se calcul6 una fuerte correlacion entre la via-
bilidad calculada mediante germinacion in vivo y germina-
cion in vitro (r = 0,91, P = 0,004). En contraste, no hubo
correlacion entre los valores calculados mediante germina-
cion in vivo y el método de tincion (P = 0,34) (figura 3D).
La longevidad, en polen almacenado a temperatura
ambiente, medida mediante germinacion in vitro, fue has-
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ta de ocho dias, aunque en bajos porcentajes. La mayor
pérdida de viabilidad ocurri6 al cuarto dia de evaluacion,
puesto que la germinacion del polen disminuyé a menos
del 20 % en la mayoria de los arboles analizados. La pér-
dida de viabilidad fue directamente proporcional a los dias
de almacenaje (r =-0,92; P <0,00001) (figura 4). El polen
de los diferentes individuos analizados perdi¢ la viabilidad
rapidamente sin considerar su germinabilidad inicial; no
obstante hubo individuos en los que la viabilidad del polen
no disminuy6 significativamente al segundo dia de eva-
luacién, aunque incluso para estos la viabilidad del polen
cay6 a menos del 20 % al cuarto dia.

DISCUSION

Segun las observaciones y mediciones presentadas en
este documento, el polen de N. nervosa corresponde al tipo
menziessii, apoyando la clasificacion anteriormente esta-
blecida por varios investigadores (Cranwell 1939, Auer et
al. 1955, Veblen et al. 1996). Igualmente, Heusser (1971)
lo describi6 dentro del tipo polinico obliqua, que, como él
menciona, corresponde al tipo menziessii que en un inicio
establecio Cranwell (1939). Sin embargo, Wang (2000) lo
clasifico dentro del tipo polinico fusca, con tamafios mas
pequefios que los reportados hasta ese momento. Este au-
tor coloca N. nervosa en este grupo, aunque también colo-
ca Nothofagus procera (Poepp. et Endl.) Oerst en el tipo
polinico menziesii, siendo conocido que estos dos nombres
son sinonimias.

El tamafio de los granos de polen, varia entre los in-
dividuos de N. nervosa evaluados, presentan diferencias
significativas tanto en el eje polar medido en vista ecua-
torial como en ancho medido en vista polar. De acuerdo
a la escala propuesta por Erdtman (1952), los granos de



polen son de tamafio mediano a grande. Segun la relacion:
eje polar/eje ecuatorial, es de forma sub oblada a oblada
esferoidal, lo que concuerda con descripciones realizadas
por investigadores como Heusser (1971) y Dettman et al.
(1990), quienes documentaron que estos granos de polen
son de forma oblada a suboblada. En cuanto al tamafio, en
vista ecuatorial, los valores obtenidos aqui (35-54 x 40-60
pm) son similares a los reportados por Heusser (41-46 x
48-67 um), pero significativamente mas altos a los repor-
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tados por Wang (2000). Es probable que la variabilidad
intraespecifica en la caracteristica tamafio del polen, pueda
utilizarse para apoyar la identificacion molecular de los
clones del huerto Huillilemu.

En términos generales, se observan entre seis y nueve
aperturas tipo colpos, concordando con la descripcion rea-
lizada por Heusser (1971), quien documento que estos gra-
nos de polen pueden tener de seis a ocho colpos, mientras
Wang (2000) describe este tipo de polen con seis a nueve
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Figura 3. Viabilidad del polen de diez clones de Nothofagus nervosa mediante germinacion in vitro (A) KW-H= 66,83, germinacion in
vivo (B) KW-H=0y tincién con p-fenilendiamina (C) KW-H=74,69, en el huerto semillero clonal “Huillilemu”, 2011. Se encontraron
diferencias significativas entre clones seglin la prueba de Kruskal Wallis (P < 0,0001). Ecuacion de regresion Germinacion in vivo-
Germinacion in vitro: y = -542,341 + 5,884*x.

Pollen viability of ten clones of Nothofagus nervosa using in vitro germination (A) KW-H = 66.83, germination in vivo (B) KW-H = 0
and stained with p-phenylenediamine (C) KW-H = 74.69 in clonal seed orchard “Huillilemu”, 2011. Significant differences among clones were found
according to the Kruskal Wallis test (P < 0.000). Regression equation germination in vivo-in vitro: y = -542.341 + 5.884 x.
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Figura 4. Longevidad del polen evaluado mediante germinacion
in vitro a temperatura ambiente (A), huerto semillero Huillilemu,
2012. Las lineas punteadas indican el intervalo de confianza
(P =0,95).

Longevity of pollen evaluated by in vitro germination at room
temperature (A), seed orchard “Huillilemu” 2012. Dotted lines indicate
the confidence interval (0.95).

colpos. Existe diferencia entre clones en cuanto al nimero
de aperturas presentes en los granos de polen, por ejemplo,
para el clon 19 se calculd un 20 % de granos de polen con
seis aperturas, mientras en los clones 21y 30 no se encon-
tré granos de polen con este nimero de aperturas. Los gra-
nos de polen con nueve aperturas son los menos frecuentes
e incluso no se presentan en los clones 11y 38. En cambio,
hay mayor porcentaje de granos de polen con siete y nueve
aperturas. En cinco de los seis clones evaluados, son mas
frecuentes los granos de polen con siete aperturas, que se
encontraron en un 55,73 %, mientras que un 36,63 % de
los granos revisados tienen ocho aperturas. Al parecer el
namero de aperturas en los granos de polen no tiene rela-
cién con su origen altitudinal, pues independientemente de
este, todos los clones evaluados presentan la mayor parte
de sus granos de polen con siete aperturas a excepcion del
clon 21 que tiene aproximadamente el mismo porcenta-
je de granos de polen con siete y ocho aperturas (46,41 y
51,63 %, respectivamente).

Los granos de polen de esta especie, son semejantes a
los de otras especies reunidas dentro de este tipo polini-
co, como Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst. y Nothofagus
glauca (Phil.) Krasser, segun la descripcion realizada por
Heusser (1971); quien ademas sefiala que el tamafio y na-
mero de aperturas en los granos de polen, varia considera-
blemente en cada poblacion de las especies de la familia
Nothofagaceae. Esto hace suponer que el diferente origen
altitudinal de los individuos evaluados, podria ser la causa
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de variacion en el tamafio y forma en los granos de polen,
aunque también se debe tomar en cuenta la historia de vida
de cada individuo, en vista de las posibilidades de hibrida-
cion entre las especies del género Nothofagus (Donoso y
Atienza 1984, Donoso et al. 1990, Gallo et al. 2000. Stec-
coni et al. 2004).

El polen de N. nervosa presenta valores altos de via-
bilidad mediante los tres métodos evaluados, por lo que
la viabilidad del polen no se deberia considerar como un
factor limitante en la produccion de semillas en el huerto
Huillilemu. No existen otros trabajos relacionados a la via-
bilidad del polen de esta especie, pero si para otras espe-
cies de la misma familia (Nothofagus antarctica G. Forst,
Nothofagus obliqua, Nothofagus dombeyi (Mirb.) Blume
y Nothofagus betuloides (Mirb.) Blume), en los que se en-
contrd una germinaciéon promedio, para el polen de arboles
adultos, entre 68 y 84 % (Baez et al. 2002), similar a lo
reportado aqui para N. nervosa (65,08 * 8,8).

En el marco de programas de mejoramiento genético
es importante conocer la viabilidad inicial del polen y la
forma idonea de evaluarla, para planificar eficientemente
los planes de cruzamiento controlado y suplementacion
polinica. No seria recomendable utilizar polen de indivi-
duos que presenten baja viabilidad polinica. Este estudio
no da indicios de que la viabilidad polinica tenga control
genético, pues la investigacion es una aproximacion biolé-
gicay no genética a las diferencias del polen. De acuerdo a
observaciones realizadas en el desarrollo de esta investiga-
cioén, se recomienda que el polen se evalle en los diferen-
tes individuos, cada vez que se vaya a utilizar, pues puede
variar en diferentes temporadas en un mismo individuo,
de acuerdo a las condiciones climaticas, e incluso dentro
de la misma temporada si la muestra se toma en diferentes
estados de maduracion floral masculina o a diferentes ho-
ras del dia. Por lo mismo, las muestras de polen utilizadas
fueron extraidas de flores colectadas en un mismo estado
fenoldgico y bajo las mismas condiciones climaticas.

A partir de los resultados, se aprecia una fuerte corre-
lacion entre la viabilidad calculada mediante germinacion
in vivo y germinacién in vitro, y débil entre la viabilidad
obtenida mediante germinacion in vivo y el método indi-
recto de tincion. Estos resultados sirven de antecedentes
para recomendar la utilizacion del método germinacién in
vitro para estudios de viabilidad inicial del polen y para
realizar monitoreo del polen durante el almacenamiento.

Araiz de este trabajo, se observa que el polen recién li-
berado se tifie de negro rapidamente, utilizando el reactivo
de p-fenilendiamina, en cambio el polen almacenado por
varios dias o semanas se tifie de un color cada vez mas pa-
lido, hasta el momento que practicamente no se tifie. Con
esto se deduce que el polen estando vivo, se tifie de un co-
lor pardo claro, resultado que no se relaciona con su capa-
cidad o vigor para germinar. Aunque, dado el uso practico
que tiene el método de tincién (reactivo p-fenilendiamina),
seria recomendable para futuros trabajos, realizar una car-
tilla donde se relacione el color de los granos de polen con



el porcentaje de germinacion obtenido en una muestra de-
terminada.

Por otro lado, la longevidad del polen de N. nervosa, a
temperatura ambiente (= 20 °C y + 40 % HR) disminuye
tan rapidamente, que a los cuatro dias habia menos del 20
% de polen viable para los diferentes individuos evaluados;
lo cual, segun Heslop-Harrison y Heslop-Harrison (1985)
y Lisci et al. (1994), estaria relacionado con la pérdida de
agua y un prolongado estado de deshidratacion. La corta
longevidad del polen de N. nervosa podria ser una caracte-
ristica propia de la especie, o tal vez la diferencia notoria
con respecto a los Nothofagus spp. evaluados por Baez et
al. (2002) (segun quienes el polen se mantuvo vivo por
tres meses) podria deberse a que estos autores realizaron el
almacenamiento del polen a 4 °C y para evaluar la longevi-
dad utilizaron la tincién de Alexander. Pues, de acuerdo a
Rodriguez-Riano y Dafni (2000) varios reactivos, como la
tincion de Alexander, tifien polen incluso estando muerto,
dando lugar a falsos positivos.

El polen de N. nervosa es liberado al aire durante cua-
tro a ocho dias después de la dehiscencia de las anteras,
segun las condiciones climaticas predominantes (Garcia et
al. 2013). Esta rapida liberacion, la corta longevidad del
polen y el desfase en la fenologia de los arboles, registra-
do por Garcia et al. (2013), limitan el éxito de los planes
de cruzamiento cuando no se ha realizado un proceso de
almacenamiento ad hoc. La determinacién de los requisi-
tos fisiologicos para un adecuado manejo del polen, sera
valiosa en los programas de mejoramiento genético con
el objetivo de mejorar la produccion de semillas de cruza-
mientos controlados.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos son consistentes con las ca-
racterizaciones morfoldgicas realizadas para las especies
del tipo polinico menziessi del subgénero Lophozonia. Los
individuos analizados presentan uniformidad en los carac-
teres morfoldgicos de forma, simetria, tipo de aperturas,
pero hay diferencias en el tamafio que podrian atribuirse a
las posibles diferencias en la historia de vida de los geno-
tipos evaluados.

La viabilidad inicial del polen, varia en los diferentes
individuos analizados; mediante germinacion in vitro fue
relativamente alta, a excepcion de los arboles 23 y 36 que
presentan una menor germinacion. Se observa fuerte co-
rrelacion entre la germinacion in vitro y la germinacion in
vivo, por lo que se recomienda este método para evaluar la
viabilidad inicial del polen y realizar monitoreo durante el
almacenamiento.

La viabilidad del polen decrece rapidamente con el
tiempo, bajo las condiciones de almacenamiento evalua-
das, por lo que es necesario realizar ensayos que involu-
cren diferentes condiciones de secado, humedad relativa
y temperaturas, para el almacenamiento de polen de esta
especie a mediano o largo plazo.
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