de resultados de investigacion
Fa'aY -

Efecto de la compatibilidad y la temperatura
en la germinacion del polen de limonero

Marta Rabadan Minguez
Ingeniero Técnico Agricola.
CITRUSGEN-Equipo de Citricultura (IMIDA)

'a'a) -

Instituto Murciano de Investigacion y
Desarrollo Agrario y Alimentario




Estudios realizados en diferentes
especies vegetales revelan:
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A INTRODUCCION

CITRICOS

Garcia Lidon et al. (1988); -
Pardo et al. (2010);
Distefano et al. (2012).

Frutos de floracion de primavera tienen menos semillas que
los procedentes de flores de verano.

< T2 en formacion flores < poder germinativo polen < n2 de
semilas

El rendimiento del polen no sélo es una caracteristica
inherente del genotipo del polen, sino que depende en gran
medida de las interacciones polen-pistilo y genotipo-

temperatura.

OTRAS ESPECIES

Issarakrisila y Considine (1994);
Demotes Mainard et al. (1996);
Mercado et al. (1997);
Srinivasan et el. (1999).

- Influencia negativa de las bajas
temperaturas sobre la fertilidad del
polen en otros cultivos
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ES OBIETIVOS

EFECTO DE LA COMPATIBILIDAD'Y LA
TEMPERATURA EN LA GERMINACION DEL POLEN

DE LIMONERO

s Estudio de la viabilidad e influencia de la temperatura sobre
la capacidad de germinacion in vitro de granos de polen de
diferentes variedades de limonero.

*» Analisis de la auto-compatibilidad e inter-compatibilidad de
diferentes variedades de limonero.

% Analisis de la relacion entre el numero de semillas y la
temperatura en el momento de la polinizacién en limonero.
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@ MATERIAL Y METODOS

1. RECOLECCION DEL POLEN

50 flores de
cada
variedad

1 dia antes
de la antesis




B VIATERIAL Y METODOS

2. ANALISIS DE VIABILIDAD

’ Espolvoreo de
polen en
portaobjetos

Tincion lugol
(almidon)
.
10 repeticiones por variedad,
Viabilidad 100 granos de polen por
observacién.




@ MATERIAL Y METODOS

3.1. GERMINACION DE POLEN IN VITRO

MEDIO DE

GERMINACION
(sacarosa, H3BOS,
Ca(N0O3)2, KNO3y

agarosa)

Se incubaron en oscuridad

durante 1 dia.

Temperaturas:
10, 15, 20, 25 y 30°C

Se espolvored con
pincel

6 repeticiones por

variedad y

tratamiento

Germinado = longitud
del tubo > digmetro
grano de polen




Pl VIATERIAL Y METODOS

4.1. ANALISIS DE AUTOCOMPATIBILIDAD E
INTERCOMPATIBILIDAD

Se emascularon las
flores

Se polinizaron con su Con polen del parental
propio polen 160 flores seleccionado 160 flores

(Auto-polinizacion) (Polinizacién cruzada)




MATERIAL'Y METODOS

4.2. OBSERVACIONES EN MICROSCOPIO DE
FLUORESCENCIA

/
En -polinizacion linizacion
auto-po acion y po acClo FAA (Fijacion) 3 Iavado::; de

cruzada. agua destilada

" y

o~
60 flores

" Microondas ‘ Sulfito sodico

- 45s (1 dia)

0,3,6,9y12dias
\

ESTIGMA

2|avados de E:/ Corte (2
agua destllada secciones)

[ Tincion con
zul de anilina

ESTILO

OVARIO

(1 dia)




@ MATERIAL Y METODOS

5. ANALISIS DE LA INFLUENCIA DE LAT2 EN EL N2 DE
SEMILLAS

VERNA 51: Se Se polinizaroncon || Se contabilizo:
emascularon las flores polen de FINO 49 * N2 de frutos cuajados

e N2 de semillas

Se tomaron los registros
-——p de T2 durante el proceso
de polinizacion.
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1. Viabilidad del polen

Diferencias muy significativas entre
variedades (P<0,001).

]

Viabilidad superior al 50% foo
ﬂu_
i
o
Superior en «Eureka» y «F95» § =7 .
\ 3 w0
=
-
Baja en «F49» y «V51» 7
\ : 0

EUREKA FINO 45 FINGC 95 LISBON  VERNA 51
YVARIEDAD

Demir et al. (2015) (40-70%). Ye et al.

\(2009) (84-92% en mandarino).
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2. Efecto de la temperatura sobre la
germinacién in vitro del polen de limonero

Se incrementa desde 10°C hasta 25°C
Mas baja a 10°C
Desciende a partir de 30°C

Valores maximos siempre a 25°C

Resultados similares a Ramos et al. (2008) y Distefano et al. (2012)

Tabla 2. Efecto de la temperatura sobre el porcentaje de germinacion de granos de polen de 5 variedades de limonero

Temperatura(°C) Eureka Fino 49 Fino 95 Lisbon V51
10 4,09140,11c 5,67+0,72d 6,79+0,17d 2,68+0,93e 5,84+1,45e
15 14,93+0,43d 8,9510,25c 7,96+0,27d 8,12+0,24d 9,40+0,44d
20 17,79+0,61c 19,32+0,29b 18,63+0,44c 12,79+0,48c 19,44+1,13b
25 27,4010,96a 25,551+0,49a 23,31+0,43a 23,2510,66a 24,48%0,40a
30 22,52+0,66b 19,35+0,65b 11,76+0,90b 17,45+0,35b 15,60+1,38c¢
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3. Analisis microscépico del desarrollo de los
granos de polen en el pistilo

ESTIGMA ESTILO OVARIO

} ESTIGMA
} ESTILO
} OVARIO
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3.1. Andlisis microscopico del desarrollo de

los granos de polen en el estigma
Estigma de «F49» a los 6d

Influenciado significativamente por la variedad,
cruzamiento , tiempo e interaccion

AP: 2500 «Lisbon»; 1000 «F49»

Cruzamientos: 1700 «F49xV51»; < de 1000 «V51xF49»

Superior en AP que en polinizacion cruzada
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3.2. Andlisis microscépico del desarrollo de los tubos

A los 3 dias los tubos polinicos

ocupan toda la parte superior del pol[nicos en el estilo
estilo en casi el 100% de las flores. ——
Autopolinizacion
Dias Zc;r;zta“gel Eureka Fino 49 F95 Lisbon V51
a . - 3 Superior 100 90 100 100 100
A los 6 dias 9 Zopa media y casi Media 20 0 0 0 0
toda la zona inferior Tt 0 0 0 0 0
6 Superior 100 100 100 100 100
Media 100 100 100 100 100
Inferior 100 70 70 70 80
A los 9 dias = Todo el estilo 9 Superior 100 100 100 100 100
Media 100 100 100 100 100
Inferior 100 100 80 100 100
12 Superior 100 100 100 100 100
Comportamiento similar en AP V' Media 100 100 100 100 100
Pol. Cruz. Mayor avance en Inferior 100 100 100 100 100
polinizacion cruzada.
Polinizacién cruzada
Dias Z‘;r;‘:‘"ge' FAOXEur F49XF95 F49XV51 V51XF49 V51XF95 FI5XF49 F95XV51
3 Superior 100 100 100 100 100 100 100
Media 0 0 50 20 20 90 0
Inferior 0 0 0 0 0 10 0
6 Superior 100 100 100 100 100 100 100
Media 100 100 100 100 100 100 100
Inferior 60 80 80 80 a0 90 20
9 Superior 100 100 100 100 100 100 100
Media 100 100 100 100 100 100 100
Inferior 100 100 100 100 100 100 100
12 Superior 100 100 100 100 100 100 100
Parte media del estilo de Media 100 100 100 100 100 100 100
Inferior 100 100 100 100 100 100 100

«F49xV51» de 6 d



3.3. Analisis microscépico de la llegada de los tubos
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4, Efecto de la T2 sobre el N2 de semillas V51xF49

N2 de dias en los que se alcanzé los 252C:
*13 dias en 2014
*6 dias en 2015
7 dias en 2016
2014 0,8 4,41 13,22 19,41 30,92 9,13
Garcia Lidon et al, 1988
2015 60,2 1,07 21,47 | 16,91 27,84 8,45 7 genotipos de limonero: frutos de
floracién de primavera tienen menos
semillas que los procedentes de flores de
2016 48,24 1,47 34,72 17,4 27,18 8,75 e
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