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INTRODUCCTION



E1 aforismo de que '"todo ser vivo procede de otro ser vivo seme jante
a &1" es de aplicacién universal en todos los seres vivos. Por
tanto la reproduccién es una de las caracteristicas fundamentales
de los seres vivos que responde a la propiedad del protoplasma
de poder extenderse en el espacio y en el tiempo, como consecuencia
de la capacidad de autorréplica que tienen algunos de los sistemas

moleculares que los integran.

La reproduccién sexual constituye la forma méds generalizada
de perpetuarse los seres vivos. En general es un proceso muy
uniforme, que implica la existencia de células reproductoras
o germinales, llamadas gametos, formados a partir de elementos
somdticos que sufren un proceso de divisidén celular especial
_la meidsis— consistente en una serie de cambios morfolégicos,
biogquimicos, citolégicos y fisioldgicos perfectamente coordina
dos que acompafian al principal de ellos, que es la reduccidn
de la dotacidén cromosémica parental diploide a wuna dotacién
cromosémica haploide. Los gametos asi formados (masculino vy
femenino), por medio de la fecundacién dan lugar al cigoto o
huevo que al integrar los factores hereditarios recibidos estéa
dotado para conseguir un avance evolutivo imprescindible al

progreso de la especie en el tiempo - evolucidén adaptativa-.

Mientras que en los animales, el resultado directo de la meidsis
son los gametos, en las plantas, los productos de la meidsis
deben sufrir un proceso de maduracién posterior, que consiste
en varias divisiones mitéticas hasta formar los gametos. Por
ello, en las plantas la gametogénesis estd formada por dos procesos:
esporogénesis y gametogénesis propiamente dicha. La esporogénesis
se refiere a la meidsis que da lugar a las esporas y la gametogéne-
sis a la maduracién de las esporas ya formadas y a la formacidn

de los gametos.
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1. ANTECEDENTES HISTORICOS DEL TEMA

La sexualidad en Angiosprermas era conocida ya en el Siglo III
a. de C. cuando Arabes y Sirios acostumbraban a realizar el ritual
de la polinizacidén artificial de las palmeras datileras, aunque
ellos no eran conscientes de la sexualidad como tal, ni de 1lo

que ocurria despues de espolvorear las flores femeninas con el

polen.
Camerarius (1694), en la Universidad de Tibingen establece la
sexualidad en Mercurialis annua, Kolreuter (1761), de la misma

Universidad demuestra que las semillas pueden ser producidas

por polinizacién artificial en Dianthus, Hyoscyamus, Matthiola,

y Nicotiana. Sin embargo, entonces apenas sin valorar la gran
importancia de la técnica de polinizacidén artificial en la mejora

de la cosecha y el cultivo de las plantas.

Un poco mas tarde, un astrdnomo italiano, Amici (1824), mientras

estudia el estigma de Portulaca oleracea observa que el grano

de polen, 'revienta'" hacia fuera en un tubo. Mas adelante, en

un detallado estudio de Hibicus syriacus y P. oleracea, observa

como el tubo crece poco a poco y llega a estar en contacto con

el o6vulo, (uno por cada ©&6vulo) (Amici 1830). También este autor
indica como el embridn no se origina del é&pice del tubo, sino
de una porcién del bvulo '"vesicula germinal', la cual ya existia

antes de la entrada del tubo polinico.

Schleiden (1837, 1845) confirma los trabajos de Amici acerca del
crecimiento y entrada del +tubo polinico en el 6&vulo a través
del micropilo, pero mantiene que el &pice del tubo polinico lleva

la vesicula embrional y sufre divisiones para formar el embridn.

Hofmeister (1849) confirmé el trabajo de Amici e indicdé como
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en todas sus especies estudiadas (38 especies de 19 géneros de
Angiospermas), el embridén se originé de la célula preexisten-
te en el saco embrionario y no en el tubo polinico. Sus descripciones
fueron convincentes y confirmadas por otros autores, terminando

asi la controversia Schleiden-Amici.

Hofmeister (1849) también estudié 1la formacidén de tetradas durante
la microsporogénesis en Tradescantia, desarrollo y organizacidn

del gametofito femenino y formacidén del tipo celular de endosperma.

Strasburger (1879) trabajé sobre el desarrollo del gametofito
femenino y observé la formacidn de tetradas, el establecimiento
de la polaridad en el estadio binucleado y la organizacidén del

. v 4
saco embrionario con 8 nucleos.

En 1884 se publicé el hecho muy extendido en varios géneros,
de la formacién en el grano de polen de la célula vegetativa
Yy generativa y de la formacién de los gametos masculinos. Pero
la investigacidn méds significativa fué el descubrimiento de
la singamia en Monotropa (Strasburger 1884), la observacién del
dpice del tubo polinico con un ntcleo vegetativo y dos gametos
masculinos, la entrada del tubo a través del micropilo y el proceso
de fusidén de un gameto masculino con el nidcleo de la oosfera.
El también mencioné que el citoplasma del tubo polinico no entra

en la oosfera.

Nawaschin (1898) descubre 1la doble fecundacion en Fritillar{g

tenella y Lilium martagon observando la unidén de un gameto masculino

con la oosfera (singamia ¥y la fusién de otros gametos con los

dos nGcleos polares (triple fusién).

Guignard (1889) también observdé la doble fecundacién en Lilium

y Fritillaria y la ilustréd con magnificos esquemas.
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Al finalizar el siglo XIX, eran ya conocidos todos 1los hechos
badsicos acerca de la reproducciénde las plantas con flores, llegando

a ser la embriologia de las Angiospermas una disciplina consolida da.

Debido a la complejidad y amplitud del tema actualmente la mayoria
de los grupos de investigacidn centran su atencidén en estadios
especificos del desarrollo con aproximacidén orientativa hacia
el estadio, ocurriendo a veces, que algunos de los hechos mas
interesantes han sido omitidos u olvidados conduciendo a malas

interpretaciones.

Hay que destacar la enorme influencia que ha tenido en el conocimien-
to y desarrollo de la embriologia, las mejoras y avances del
instrumental utilizado en las Gltimas décadas, asi como la me jora

y puesta a punto de nuevas técnicas.

2. GAMETOGENESIS MASCULINA EN AGIOSPERMAS

La gametogénesis masculina en Angiospermas estd constituida por
la microporogénesis que se refiere a la formacidén de las 4 microspo-
ras de una tetrada a partir de una célula madre del polen mediante
divisidén meidtica, y la microgametogénesis que comprende desde
que las microsporas se liberan de la pared de calosa que rodea
a las tetradas hasta 1la formacién de los gametos masculinos
en el tubo polinico. Después de la divisién meidtica, la joven
microspora entra en una larga interfase, durante la cual esta
célula se rodea de su propia pared celular muy especifica y caracte-
ristica, mientras tanto el ndcleo y el citoplasma se preparan
para la divisidn mitdtica asimétrica que va a dar lugar al grano

de polen bicelular o grano de polen propiamente dicho.
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Una vez formadas las células vegetativa y generativa se produce
la maduracidén del grano de polen. Durante este tiempo existe
un elevado metabolismo por parte de la célula vegetativa que
va a proveer al grano de polen de la maquinaria y reservas necesarias

para el proceso de germinacidén del tubo polinico.

La maduracidn del grano tiene lugar todavia en la antera y es
después de la dehiscencia de la misma cuando el grano ya maduro
estd en condiciones de poder germinar, siempre que se dé el medio
y condiciones idbéneas para ello (temperatura, humedad, medio
nutritivo y hormonal etc.). Generalmente la formacidén de los
gametos masculinos propiamente dicha tiene lugar en el tubo polinico.
En Angiospermas, la microsporogénesis asi como la mayor parte

de la microgametogénesis se realizan dentro de la antera.

La antera: presenta dos tecas y cada una de ellas posee
dos sacos polinicos o microsporangios. Las dos tecas se unen
entre si por medio de tejido conectivo con un haz vascular. Asi
mismo, la antera, se uneal receptédculo floral por el filamento.
Una antera Jjoven posee células indiferenciadas llamadas Arqueosporia-
les, que al desarrollarse se diferencian en dos tipog: células
parietales y <células espordgenas. Las células parietales van
a formar las células de la pared externa de la antera constiuida
por un exotecio (con una o dos filas de células), endotecio (también
de una o dos filas de células), capa intermedia y tapetum que
es la capa de células més interna de entre las formadas. Inicialmen-—
te se le atribuyé al tapetum un origen parietal y actualmente
se le reconoce un origuen dual: parietal y tejido conectivo (Periasa-
my y Swamy, 1.966) (Bhandari, 1.968) e incluso en algunos casos

puede proceder el tapetum del tejido espordgeno (Bhandari, 1.971).

El tapetum: es reconocido como un tejido importante particular-

mente en relacién con el desarrollo del polen. Es la capa mas
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interna de la pared de la antera y rodea al tejido espordgeno.

El tapetum puede ser de dos tipos: glandular o secretor. En el
tipo secretor, que es el mas frecuente, las células tapetales
permanecen intactas y persisten "in situ'" y en el glandular o)
ameboideo las paredes tapetales se colgpsan y los protoplastos
salen hacia el léculo de la antera y funden para formar un plasmodio
cenocitico. El tipo de disolucién de las paredes y degeneracidn
del tapetum en relacién con el desarrollo de las microsporas es
extremadamente variable segin las especies estudiadas (Steer
1.977, Hoefert 1.971, Biddle 1.979, Heslop-Harrison 1.963 s
Echlin y Godwin 1.968 a).

Estructuralmentente el  tapetum sufre grandes cambios durante
la microsporogénesis. Se caracteriza por wuna elevada densidad
ribosémica en un citoplasma uninucleado (Davis 1.966) o polinucleado
(Schnarf 1.931), siendo bien conocida la poliploidia de estas
células, (Bhandari y co0l1.1.976, Oksala y Therman 1.977). Durante
la meidsis este tejido adquiere las caracteristicas propias de
células secretoras: abundancia de reticulo endoplasmatico, elevado

numero de dictiosomas, progresiva vacuolizacidn y lisis de paredes.

Es conocida la sintesis de precursores de esporopolerina por
el tapetum en este proceso (Heslop-Harrison, 1.968 b, Risueflo
y col , 1.969), sustancia que posteriormente va a constituir el
principal componente de la pared externa del polen maduro (Dickinson
1.976 ). Finalmente degenera este tejido liberandose al 1léculo
de la antera productos de degradacién de tipo lipidico y proteindceo
que se depositan en las paredes del grano dando lugar a depdsitos
de trifina y pollenkitt. La pigmentacidn amarilla que adquiere
tanto la antera madura como el grano de polen maduro se debe

a carotenos procedentes de la degeneracidn del tapetum.
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Actualmente se admite que el tapetum puede estar implicado en
tres aspectos del desarrollo del polen: nutricién de las microsporas,
formacidén de la exina y sintesis del material que toma parte
en la deposicién de trifina y pollenkitt. También se atribuye
un papel en las causas que pueden ocasionar esterilidad en el
polen (Harvey y <col. 1.972, Heslop-Harrison 1.972, Laser .y
Lersten 1.972).

2.1. Microsporogénesis

El tejido espordgeno de la antera antes de la meidsis se divide
por mitosis hasta alcanzar un nuUmero determinado de células madres
del polen, desconociéndose los factores que inducen la entrada

de estas células en la meidsis.

Inicialmente 1las células madres del polen constituyen una masa
compacta de células separadas unas de otras por paredes celuldsicas
primarias y comunicadas entre si por plasmodesmos. Seguidamente
entre la membrana plasmatica y la pared primaria se depositan
pequefias vesiculas que algunos autores admiten ser precursores
y enzimas que contribuyen a la formacidén de calosa, polimero
de glucosa en uniones B(1-3) (Currier 1.956, Waterkeyn 1.962)
separédndose asi las células madres del polen del tejido que constitu-

ye el tapetum.

Un primer depdsito de calosa se produce en las células madres
durante la leptotene-cigotene de la profase meidtica y los plasmodes-—
mos existentes desaparecen, sin embargo se mantiene continuidad
citoplasmética entre los microsporocitos vecinos a través de
puentes intercelulares o conexiones citoplasmaticas (Heslop-Harrison
1.966, Risuefio y col . 1.969) transformando el contenido de los

esporangios en sincitios. Estos canales son de grandes dimensiones
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(mds de 1.5 um) permitiendo intercambios de .citoplasma e incluso
cambios de organelas de unas células a otras. También se ha observado
en algunos casos paso de material nuclear de un meiocito a otro
a través de estos canales (Stanley Yy Linskens, 1974). Durante
la profase, continCa la segregacién de calosa, llegando a desaparecer
las conexiones citoplasmaticas al iniciarse la divisién cromosdémica

con la entrada de las células en metafase (Heslop-Harrison, 1.966).

Una vez terminada 1la divisidén nuclear se forma la tabicacidn
del citoplasma, bien de forma sucesiva después de la primera
y segunda divisién meidtica como ocurre en las monocotileddneas
y algunas dicotiledéneas o bien de forma simultdnea una vez termina-—
das las dos divisiones meidticas nucleares como es el caso de
la mayoria de las dicotiledéneas (Maheshwari 1.950, Davis 1.966).
Finalizada la divisién nuclear, pero durante la divisién citoplasmi-
ca, aun contindala produccién de calosa alrededor de cada espora
haploide manteniéndose 1la tetrada wunida gracias a esta pared

especial que rodea a las cuatro microsporas de una misma tetrada.

Con la aparicidén de los primeros indicios de 1la pared del polen
(primexina), todavia en la tetrada, se considera terminada 1la

microsporogénesis.

2.2. Formacién y desarrollo del polen

Después de la meidsis se forma la tetrada de las microsporas
dentro de la pared especial de calosa. La microspora es la primera
célula de la generacién gametofitica responsable del desarrollo
del grano de polen. Las microsporas determinan el disefio y la
contruccidén inicial de 1la compleja pared externa del grano: la
exina, asi como el lugar donde van situadas las regiones aperturales

de la pared. La vida de la microspora, termina con la primera
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mitosis y mediante una divisién asimétrica se forman las células

vegetativa y generativa del grano de polen.

La duracidn del periodo de microspora es variable segin las especies,
siendo més corto en las plantas tropicales que en las Aarticas,
comprendiendo un tiempo que va desde los 4 dias en Tradescantia
reflexa, hasta todo el invierno en Betula odorata (Maheswari

1.949, 1.950).

En la joven microspora, recién liberada de 1la pared especial
de calosa, el nuacleo oéupa una posicidén central inmerso en un
citoplasma no vacuolado, pero la vacuolizacidén comienza poco
después, de una manera espectacular coincidiendo en términos
generales con el periodo de méxima expansién celular, es decir,
con el de la vacuolizacién de la microspora. Segin algunos autores
la vacuola se reabsorbe durante el tiempo de divisidn de la microspo-

ra (Knox 1984).

La primera mitosis del grano de polen es la indicadora del final
del periodo de microspora y también es variable en el tiempo

segin las especies estudiadas.

Esta divisidén celular asimétrica sigue wun modelo preciso, la

cual, merece una especial atencidén por dos razones:

12, Por la reparticién de las organelas celulares entre las celulas

vegetativa y generativa.
22, Por la precisidn geométrica de su situacién.
En muchos tipos de pdlenes se ha demostrado una relaccidén entre

el lugar que ocupalg .apertura y la futura posicidn de la célula

generativa. Huynh (1.976), expresa esta idea en su '"Ley de la
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distancia més larga'" en la que indica como la célula generativa
elegird el punto mas lejano de las aperturas germinativas para
asi asegurar que el nlcleo vegetativo entrard primero en el tubo

polinico.

Después de la mitosis de la microspora, se puede decir que ha
cecMenzado el periodo de desarrollo del polen en sentido estricto.
Este se caracteriza por la acumulacién de sustancias de reserva
en el citoplasma de la célula vegetativa: proteinas, carbohidratos
y lipidos. Esta parece ser la principal funcién de 1la célula
vegetativa, la cual progresivamente se deshidrata en el grano
maduro listo para la dehiscencia, que en la mayor parte de las
Angiospermas permanece bicelular (Brewbaker, 1.967). En muy pocas
familias, especialmente en compuestas, cruciferas y gramineas,
la célula generativa se divide precozmente formando un par de
células espermadticas elongadas en el grano maduro de forma que

estos granos son tricelulares cuando se liberan.

Por Gltimo, hay que destacar, que el grano de polen representa
uno de los sistemas celulares aislados mas sencillos en Angiospermas.
En la madurez, alcanza caracteristicas semejantes a las de una
semilla madura: se llena de sustancias de reserva y se deshidrata.

2.3. Pared del polen

En la pared del polen se pueden distinguir dos partes (en el

sentido dado por Heslop-Harrison 1.975 ).

a.-— La exina, o capa estructurada externa constituida principalmente

por esporopolenina y

b.- La intina, o capa interna, lisa de naturaleza polisacaridica.
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Estas capas son completamente distintas desde el punto de vista
quimico, morfolbdgico, genético y de desarrollo. La terminologia
aplicada a 1la pared del grano de polen es confusa, ya que se
desarrollé y crecié con los primeros trabajos al microscopio
de 1luz y despues fué utilizada para las imAgenes obtenidas en
el microscopio electrdénico de transmisidén y de barrido (Erdtman

1.952, Faegri e Iversen 1.975).

La esporopolenina es un polimero formado por la polimerizacién
oxidativa de carotenocides y ésteres de carotenoides (Shaw 1.971,
Brooks y Shaw 1.978) caracterizado por su resistencia a la

biodegradacidn.

La exina: Tiene mucho en comin con las propiedades de la
lignina y de la cutina (Kolatt ukudy 1.980). La pared del polen
puede contener alrededor del 1% de silice, como fué determinado

mediante microandlisis de rayos X (Crang y May 1.974).

En términos morfdlogicos se puede decir que hay dos tipos de

exina:

A.- Cuando la parte estructurada contiene arcadas cubiertas por

un techo o tectum, soportado por béaculas (o '"columelae'") semejante

a barras.
B.- Cuando la superficie externa de la exina es abierta careciendo
de tectum y presentando sbélo béaculas o pilares ("pili"), las

cuales pueden fundir entre si por sus &pices o presentar ornamenta-

cidén.
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Microporo

Sexina Pilum

Nexina
Intina

Estratificacién de la exina

(esquema modificado de Heslop-Harrison 1.958 b, segin Knox 1.984)

La exina, es compleja en su estructura, presentando varios estratos:
(1) La capa externa o tectum (cuando estd presente), (2) Dbaculas
o pilares,(3) Capa basal o nexina -I- y (4) la parte més interna
o nexina -II-. También se le ha dado el nombre de ectexina al
conjunto de tectum, béculas y nexina I y endexina a la nexina

-IT 0 capa basal interna.

En exinas tectadas, el tectum estd perforado por microporos o
canales de comunicacién que conducen a los recintos cerrados
de 1las arcadas. En algunos tipos de polen, pueden atravesar la
capa basal o nexina -1II unos microcanales que comunican con la

intina (Heslop-Harrison 1.979 ).

En el grano de polen maduro estd generalizada la presencia, en
las arcadas de la exina o cavidades externas, de sustancias proceden-

tes del tapetum como "pollenkitt" y trifinas.

La constancia observada en la estructura que presenta la exina,

junto a 1la evidencia en experimentos genéticos realizados, indican
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que tanto la forma como la estructura de 1la exina estan bajo
control esporofitico (Godwin, 1.968, a,b;Heslop-Harrison 1.968 b,

Knox 1.976, 1.979).

Aperturas: La mayoria de los granos de pckn. poseen en su
pared un é&rea libre de exina por la cual emerge el tubo polinico
para que pueda realizarse 1la fecundacién. Existen algunas
especies tanto en monocotileddneas como en dicotileddneas en
las que el polen no presenta aperturas germinales (polen inapertura-
do). Las aperturas de la pared del polen se establecen durante

el periodo de tetradas.

Wodehouse (1.935), demostrdé que la ordenacién de las cuatro microspo-
ras en la tetrada y 1los puntos de contacto de cada microspora
con sus vecinas sirven para delimitar los lugares de las aperturas
germinales. Asi en las tetradas mAs comunes que son del tipo
tetraédrico, cada microspora contacta con las microsporas adyacentes
en tres puntos que se corresponden a los lugares de las aperturas

en los pdlenes triporados.

La intina: Es la parte de la pared sintetizada por la microspora
en Ultimo lugar, no alcanzando su grosor definitivo hasta el
periodo de maduracién. La intina es parte esencial de la pared
del grano de polen ya que no se ha observado su ausencia en ninguna
especie, mientras que la exina, puede reducirse e incluso falta

en la pared del polen de algunas especies acuaticas.

La 1intina ocupa la parte mds interna de la pared, mientras que
en las aperturas germinales forma la superficie del grano ya
que la exina estd ausente o reducida frecuentemente a un o pérculo

en forma de casquete.

En muchos tipos de pdlenes la intina apertural comprende una
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capa gruesa de polisacéridos, que en la mayoria de los casos
tienen tibulos orientados radial o tangencialmente. En estas
zonas la intina se hace considerablemente més gruesa. En otros
tipos de pdlenes la intina puede estar constituida por méds de
una capa, que se diferencian por su estructura observada al microsco-

pio electrénico de transmisiédn.

La parte interna de la intina apertural es predominantemente
celuldésica como lo indica su estructura microfibrilar, mientras
que la zona externa tubular se tifie con rojo de rutenio lo que
indica un alto contenido de Acidos polisacaridicos (Mihlethaler

1.953, Sitte 1953, Bailey 1.960).

La intina también da positiva a distintas tinciones para proteinas
(Tsinger y Petrovskaya-Baranova 1.961, Knox y Heslop-Harrison
1.969, 1.970, Southworth 1.973). Las proteinas han sido localizadas
en tdbulos o estructuras lamelares dentro de la matriz polisacaridica
de 1la intina, por ejemplo, la fosfatasa &cida en 1la intina del

polen de Crocus (Knox y Heslop-Harrison 1.971 ).

3. IMPORTANCIA DEL TEMA

El papel del polen es crucial en la reproducidn sexual de las
plantas. El polen es el transportador de gametos masculinos o
sus células progenitoras en las plantas con flores. El grano
contiene toda 1la informacidn genética requerida para determinar
un organismo entero a partir de una planta haploide (por ejemplo
embrioides de polen en cultivos de tejidos), o bién puede unirse
con el gameto femenino en la fertilizacién y formar un cigoto

diploide y de aqui un nuevo esporofito.
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Los gametos masculinos, células espermdticas o su progenitora
(la célula generativa) estan alojados dentro del citoplasma de
la célula vegetativa. La célula vegetativa estd rodeada por una
compleja pared externa estructurada y su nacleo controla al menocs
inicialmente el metabolismo y crecimiento del tubo polinico que

sigue a la germinaciédn.

El conocimiento de la estructura y funcidén del grano de polen
es esencial en orden a producir mejoras en nuevos tipos de cosechas

de plantas mediante hibridacidén y manipulacién del sistema reproduc-

tivo, ya que el grano de polen y su tubo polinico son protagonistas

primordiales en la fertilizacidén y establecimiento de la semilla.

También para determinar las posibles causas que determinan la

esterilidad del polen y conocer las anomalias que se presentan

durante el desarrollo de los microsporocitos, es impescindible
tener previamente un conocimiento profundo del desarrollo del

polen normal.

Una de las caracteristicas més notables del grano de polen de
las Angiospermas es la complejidad de su pared, como ya se ha
visto anteriormente. Estd generalmente aceptada la funcidn de
esta pared para proteger al gametofito masculino durante el periodo
de dispersién del polen y como el tipo de polinizacion (aire,
insectog o agua) puede tener una influencia importante en 1la
evolucién de 1la forma de grano. Sin embargo la existencia de
una marcada estructura con sus arcadas y microcanales dentro
de la pared ded polen, especifica para cada especie, sugiere que

la exina juega un papel crucial en el reconocimiento de la superficie

del estigma y en los primeros acontecimientos de la germinacidn
del polen. Las arcadas de la exina estdn llenas de proteinas,
glicoproteinas, carbohidratos, lipidos y pigmentos que aseguran

una eficaz adhesidén del polen a la superficie del estigma, asi
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como la iniciacién del contacto macromolecular con el estigma,

lo que conduce a la hidratacidén del polen y a su germinaciédn.

Métodos citoquimicos han demostrado la presencia de un amplio
espectro de enzimas (hidplasas transferasas, deshidrogenasas,
oxidasas, 1ligasas y liasas) tanto en el citoplasma como en la
pared del polen (Tsinger y Petrouslaya -Baranova, 1.961; Knox ¥y
Heslop-Harrison, 1.969, 1.970). Muchos de estos enzimas se localizan
aparentemente dentro de 1la matriz polisacaridica de 1la intina,
especialmente las hidrolasas; otras estan presentes en las arcadas
de la exina, preferentemente las deshidrogenasas; y algunas en

ambos sitios (Knox y col., 1.975; Howlett y col., 1.979).

Algunos tipos de pdlenes que se dispersan por corrientes de aire
pueden llegar a estar en contacto con el tracto respiratorio
del hombre, y al humedecerse liberan alérgenos causando la conocida

fiebre del heno o polinosis (Howlett y Knox, 1983). Estudios

immunocitoquimicos han revelado que los alérgenos se localizan
en la pared externa del polen, en la intina y en las arcadas
y superficie de la exina (Knox y Heslop-Harrison, 1.970; Belin
y Rowley, 1.971). Los alérgenos se liberan cuando el polen se
humedece, aunque sélo sea momentaneamente, bien de la superficie
del grano o bien a través de las aperturas germinales (Howlett

y col., 1.973).

Los pdlenes que causan alergia suelen proceder de drboles, hierbas
y gramineas del tipo aneméfilo (=polinizados por el aire). Los
pdlenes entoméfilos (=polinizados por insectos), raramente causan
problemas de alergia, aunque ellos también contienen proteinas
alergénicas. Pdlenes de géneros de la misma familia, e incluso
de especies muy proéximas, pueden diferir en su capacidad para
producir reacciones alérgicas. La razdén por la que una proteina

induce una respuesta alérgica, mientras otra no, no es conocida,
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pero probablemente esté relacionado con los aminocdcidos y su

secuencia en el antigeno.

La principal caracteristica de los antigenos del polen es su
capacidad de producir reacciones alérgicas a muy bajas concentra-

ciones.

Son evidentes las numerosas cuestiones que surgen en este campo
y 1la necesidad de una investigacidén més intensa en este A&area
del conocimiento que tanta implicacidén tiene para la sanidad

humana.

El olivo (Olea europaea L. ) pertenece a la familia Oleaceas,
es un &arbol no muy elevado, de copa redondeada y tronco grueso,
que en los ejemplares viejos se retuerce y encorva dejando ver
por sus tortuosidades que es una planta que puede pasar del millar
de aflos. En nuestra peninsula viene existiendo desde 1la época
fenicia aunque en realidad fueron los &arabes quienes los introdujeron
en el sur e influyeron decisivamente en la difusién de esta planta

(nombres como aceite o acebuche derivan del &rabe).

Es de todos conocida 1la importancia econdmica de este cultivo

en nuestro pais y muy especialmente en Andalucia.

La propagacién del olivo se lleva a cabo, casi exclusivamente,
por via asexual -multiplicacién- sin embargo, la propagacién
seXual -reproduccién- se emplea para la mejora genética, de aquf
la enorme trascendencia del estudio del grano de polen de esta

planta.

Tampoco hay que olvidar la elevada incidencia que tiene el polen
del olivo como causante de enfermedades alérgicas y muy especialmente
en nuestra regidén, lo que le hace ser un objeto de estudio doblemente

atractivo.
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No son muy numerosos los trabajos realizados en el polen del
olivo a excepcién de los realizados por el grupo de Pacini ¥y
colaboradores en Italia (Pacini N Cresti,; 1.977; Paeini y

Juniper 1.979 a,b).

En nuestra opinién se requiere un estudio sistemdtico del polen
del olivo desde un punto de vista citoldgico, fisioldgico, biogquimico

e immunolégico, todo ello de manera coordinada.

Este trabajo pretende ser una contribucién al conocimiento del
polen del olivo desde el aspecto citoldgico, punto de partida

para abordar el estudio del mismo en otras dimensiones.



OBJETO Y PLAN DE TRABAUJDO
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Nos proponemos en este trabajo realizar la reconstruccién evolutiva

del grano de polen de Olea europaea sativa variedad martefio,

durante su desarrollo, determinando los cambios ultraestructurales
que acompafian a todo cambio metabdlico. Mediante el anélisis
morfométrico se estudia el comportamiento de los componentes
celulares a lo largo de las diferentes fases secuenciales de
este proceso. Es primordial determinar las caracteristicas de
esta especie y variedad, comparando nuestros resultados con los
obtenidos por otros autores en el estudio de granos de polen
de diferentes espécies con el propdsito de discernir entre las
posibles diferencias especificas de cada espécie o familia y
los hechos comunes propios e inherentes al desarrollo del grano

de polen en general.

Dados los diferentes y complejos procesos que tienen lugar durante
la gametogénesis masculin@, hemos centrado nuestro estudio en

el "desarrollo del grano de polen'" que comprende desde la formacién

de la tetrada, una vez finalizada la divisién meidtica, hasta

la dehiscencia de la antera.

Para facilitar el estudio de este periodo lo hemos dividido en
los siguientes estadios: tetradas, microspora y grano de polen,
que a su vez los subdividimos de acuerdo con los parémetros o
hechos més significativos que tienenlugar en este tiempo y centramos

nuestra atencién en el comportamiento o grado de desarrollo del:
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- Nuacleo
— Citoplasma

- Pared celular

Cuando se ha querido identificar o localizar determinados componentes

se Mnutilizado las siguientes técnicas citoquimicas:

- La tincidén del EDTA (etilen-diamino-tetra-acetico) para confirmar

+ ' .3
la naturaleza ribonucleoproteica de los nucleoloides:

- La técnica del acido peryédico-tiosemicarbazida-proteinato
de plata para localizar sustancias polisacaridicas en las paredes

celulares.

- La presencia de cationes en el polen se ha demostrado mediante

el piroantimoniato potésico.

- Para comprobar el paso de sustancias a través de la pared

del grano se utilizd lantano como elemento traza.

Finalmente se ha utilizado el andlisis morfométrico para conocer
las variaciones que experimentan en densidad los plastidios,
almiddén y lipidos durante el desarrollo del polen asi como los
cambios porcentuales en la superficie celular de las dreas vacuolar,
nuclear, nucleolar, de plastidios, almidén y lipidos. Posteriormente
se realizé el estudio estadistico de estos datos para verificar

el grado de significacién de éstos.



MATERIAL Y METODOS
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1. MATERIAL

El estudio se ha realizado en anteras de Olea europea L. variedad

Martefio. La recogida de .muestras se hizo en diferentes zonas
de Granada durante el mes y medio que aproximadamente dura la

floracién del olivo en los meses de Mayo y Junio.

Debido a la larga duracién del proceso de maduracidén del polen,
hay fases que al ser muy largas permiten un estudio facil, en
cambio otras por su corta duracién son dificiles de conseguir,
por ello ha sido necesario hacer recolecciones de anteras durante
varios afios consecutivos hasta llegar a conseguir el mayor namero
de fases posibles, para asi poder reconstruir de una forma completa
el desarrollo evolutivo del grano de polen del olivo desde célula
madre del polen o meiocito, pasando por el periodo de tetradas

y microspora hasta llegar a grano de polen y su maduracidn.

2. METODOS

2.1. PROCESO CONVENCIONAL DE PREPARACION DE MUESTRAS

2.1.1. Fijaciédn

Debido a la dificultad encontrada para obtener una fijacidn dptima
de este material se utilizaron dos fijadores diferentes: glutaralde-
hido y formaldehido con distintos tampones variando su molaridad.
El tampén cacodilato a 0.025 M, 0.15 M y 0.0015 M y el tampdn

fosfato a 0.05 M.

Glutaraldehido: El1 empleo de glutaraldehido como fijador

es excelente ya que su accién fijadora no hace perder actividad
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enzimdtica y preserva perfectamente las estructuras intracelulares,
siendo ésta mas perfecta si se hace una postfijacién con tetrdxido
de osmio. La fijacién O&ptima se obtuvo previa fijacidén de las
anteras en una solucién de glutaraldehido al 3% en tampdén caco

dilato 0.025 M a pH 7.5 a temperatura ambiente de 6 a 12 horas.

Preparacién del glutaraldehido: E1 glutaraldehido se prepara

en el momento de su uso a partir de una solucidn stock al 25%
de 1la marca 'polaron' diluyéndolo en tampdn cacodilato a las
distintas molaridades probadas hasta dejarlo al 3%. EIl tampdn
cacodilato se prepara disolviendo 2.675 gr. de cacodilato sddico
en 500 ml. de agua destilada para obtener cacodilato 0.025 M
y diluyendo éste para obtener el cacodilato 0.15 My 0.01% M.

Formaldehido: La wutilizacién de otros medios de fijacidn
se relaciona con la diferente capacidad que presentan de actuar
sobre estructuras celulares distintas y con ello facilitar el
estudio de las mismas. Por esta razén, también se usé como fijador
el formaldehido al 2% en tampdén fosfato 0.05 M a pH 7, de 6 a
12 horas a temperatura ambiente ya que este fijador es muy eficaz
para preservar las lipoproteinas que se encuentran situadas especial-
mente en los sistemas membranosos de las células por lo que aparecen
mas contrastadas las membranas aunque sin embargo, se obtiene

una visién mas incompleta de la estructura celular.

Preparacién del formaldehido: Se obtiene diluyendo hasta

el 2% en buffer fosfato 0.05 M que se prepara de la siguiente

forma.

PO4 sz (Mereck) Qa1 WM sesssssssmssnssssersnes 17.42 g/1 (A)

PO, HK (Merck) Gul M sissmssssesssvmsmnnssss 13.61 g/1 (B)

Se toman aproximadamente 300 ml. de solucién A y se aflade solucidn

B hasta alcanzarse pH 7.6 al pH-metro.
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Para facilitar 1la penetracidén de los fijadores vy posteriormente
de la resina, las anteras después de estar 1 hora en el fijador
eran cortadas con una hoja de afeitar longitudinalmente en dos

partes. Pasado el correspondiente tiempo de fijacién se lavaron
las muestras tres veces en el correspondiente tampén durante

dos horas.

Postfijacién : A continuacién se realizdé una postfijacidn
de las muestras con tetrdéxido de osmio al 1% preparado con el
mismo buffer utilizado en 1la prefijacidén correspondiente y se

mantienen las muestras en él durante 4 horas.

Preparacién del tetréxido de osmio: Para conseguir una buena

disolucién se debe preparar 24 horas antes de su empleo. Para
su preparacién se partié de una ampolla de 100 mg. de tetréxido
de osmio, marca "Serva' la cual hay que raspar, quitar la etiqueta
pasédndola por agua caliente y a continuacién fria para que este
cristalice en las paredes de la ampolla. A continuacidén se introduce
ésta en un frasco de boca ancha con tapén esmerilado que contenga
mezcla sul focrdmica, también se introduce una varilla de vidrio
gruesa para que todo quede perfectamente limpio y asi se mantiene
durante una hora. Luego se pone todo a lavar y finalmente se
pasa por agua destilada y después bidestilada. Se rompe la ampolla
en el interior del frasco golpedndola con la varilla de vidrio
gruesa y se le afiaden 10 ml. de tampdn que disuelve los cristales

y asi se conserva en el frigorifico a 4° C.

Una vez ‘transcurrida la postfijacidn, se lavan las muestras 3
veces con tampén , siendo la duracién de cada lavado de 20 a
30 minutos.

2.1.2 Deshidratacidn

La deshidratacién se efectud introduciendo las muestras en disolwucio-

7 .
nes de etanol (cuando usamos Epdn como resina) o acetona (cuando
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se wutiliza Araldit) progresivamente mas concentradas, utilizando

los siguientes tiempos:

Acetona o alcohol al 30% ....... issmes 15 minutos
" " Q0% wsswssssis wus 30 minutos
h " TOB: i nmE s 95 pa 2 horas *
" H 90% terineeeoeee 2% horas
" i3 100% weveveoonns . 4 horas (hacer

varios pases) *

* Cuando la experiencia lo requeria las muestras se mantenian

en esta concentracién , hasta 12 horas (toda la noche).

El empleo de concentraciones graduales de estas soluciones, se
hace con el fin de evitar cambios bruscos en la deshidratacién,
que podria traer como consecuencia alteraciones ultraestructurales
o provocar una retraccién del tejido.

2.1.3 Inclusidn

La inclusién se realizd en resina Epén (Epikote 812) 6 Araldit

E1l Epdén se compone de:

Mezcla A it iieeeeeenneean 40 cc.
Mezela B s:issunmnsuvivs panwns 60 ¢¢é.
DMP - 30 acelerador ......... 1:8 ces

Se conserva en el interior de jeringas en el congelador.
Para preparar el E£pdn se utiliza dos mezclas
Mezcla A

Epdn (Epicote 8l2) ittt inreenenenenonnnnnnns 15:5 ccs
Anhidrido Dodec. Succinico (DDSA) . .vvrrreeenenns 25 cc.



Mezcla B
Epdn (Epikote 812) v iiviiiiniieteerneensenoennns
Anhidrido Metil Nadico (MNA) sswssssamanmmsss s s

Ambas mezclas se agitan por separado durante

agitador magnético.

El Araldit se prepara de la siguiente forma:

MY 788unssssssammmu 49 gr
DESA scosssisss annda 49 gr
BDMA .............. 1.5 gr
Dibutylphtalate 2.7 gr

30 minutos

Se agita esta mezcla en el agitador magnético y

el interior de jeringas en el congelador.

El proceso de inclusidn se realiza de una manera
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€en un

Se conserva en

gradual.

Cuando

la resina utilizada es Epdn se hace un paso intermedio con 6éxido

de propileno, que es un disolvente del alcohol y de la resina

y con él se elimina el alcohol de 1la muestra preparandose en

el interior del material bioldégico , un ambiente de solubilidad

adecuado que facilita la penetracién de la resina.

se mantienen en 6xido de propileno de 15 a 20 minutos.

Las muestras

Las mezclas

graduales de Epdn y o6xido de propileno se realizan de la siguiente

forma:

Oxido de propileno + Epdén (3:1) ......
Oxido de propileno + Epdn (1:1) ......
Oxido de propileno + Epdn (1:3) ......

A continuacién las muestras se introducen en Epdén puro

10 a 12 horas.

durante
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Con el Araldit no es necesario el uso del bxido de propileno
y las mezclas graduales de resina se hacen con acetona. Las propor-
ciones de las mezclas y tiempos utilizados son los mismos que

para el Epbén,

Se colocan las muestras en las céapsulas adecuadas, se orientan

y se llena la céapsula de resina.

La polimerizacidén se realiza en estufa a 60° C. durante 24 horas.

2.1.4 Ultramicrotomia

Se talla sobre el bloque, montado en el ultramicrotomo en posicién
de tallado, un tronco de pirdmide cuya base, con forma de trapecio,
contiene la zona de los sacos polinicos de la anteras. Una vez
tallada la pieza se pasa a la obtencién de los cortes para lo
que se utilizdé wun wultramicrotomo "ULTRACUT E'" REICHERT JUNG.
Generalmente se emplearon cuchillas de vidrio de 45°, y sdlo
en algunos casos en que se obtenian cortes dificultosos con el
vidrio, se ha wutilizado wuna cuchilla de diamante. Los cortes
obtenidos quedan flotando sobre una superficie de agua bidestilada
y su grosor estd relacionado con el color que presentan estos
con el agua debido a la reflexidén de la luz. Los mas adecuados
son los de color blanco-amarillo, cuyo grosor es de 600 a 800
. De 1la superficie del agua los cortes son recogidos por contacto

con rejillas de cobre de 3 mm. de didmetro y de 200 a 300 mallas.

2.1.5 Tincidn

Los cortes fueron tefiidos, en acetato de Uranilo y posteriormente

con citrato de plomo segin Reynold, (1963).

Para la tincidn se colocan las rejillas flotando sobre una gota

de acetato de uranilo al 5% en agua destilada de tal forma que
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los cortes estén en contacto con el uranilo y se tienen 30 minutos
permaneciendo durante ese tiempo en oscuridad y a continuacién

son lavados en agua destilada.

Posteriormente las rejillas son tefiidas con citrato de plomo

que sSe prepara:

Nitrato de plomo ... vviinnnenenennn. 1.38 g

Citrato de trisédico+2H20 ............ 1:87 grs
Esta disolucidn se agita durante un minuto en un agitador magnético
tras lo cual se deja reposar 30 minutos. Afiadiendo 8 ml. de NaOH

normal y se completa hasta50ml con agua bidestilada.

Es necesario extremar las precauciones tifiendo el material en

medio alcalino y evitando 1la contaminacicdn ambiental de 002

pues rapidamente precipita. Una placa petri invertida es utilizada
como protector ambiental sobre las gotas de citrato de plomo
rodeadas de lentejas de sosa. Se coloca la rejilla sobre la gota
de citrato de plomo de forma que los cortes estén en contacto
con él durante 5 &6 6 minutos y finalmente se lavan las rejillas

en agua bidestilada.

2.1.6 Observaciones

Se utilizé un microscopio electrénico de transmisién "ZEISS
modelo EM 10 C. Los negativos fotogrdficos se han tomado sobre
placas "Dupont" o carrete de 35 mm. "Kodak technical pan film
2415", y el positivado se realizd sobre papel fotogrdfico "Ilford"

de todas gradaciones.

2.2 CITOQUIMICA
2.2.1 EDTA (4cido etilen diamino tetra acético).

En esta técnica, preferencial para identificar ribonucleoproteinas
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a microcopia electrdénica, la fijacién se realiza solo con glutaralde-
hido al 3% de 6 a 12 horas a 4° C., siendo el resto del proceso
de fijacién idéntico al descrito en el método convencional salvo

en la tincidén (Bernhard 1969) que a continuacién se describe.

En primer lugar los cortes son tefiidos con acetato de uranilo
en disolucidén acuosa al 5% durante 20 a 25 minutos. Posteriormente
se realiza el tratamiento de los cortes con EDTA, para lo cual
se prepara una disolucidn de 2.925 gr. de EDTA en 10 cc. de
agua destilada a la que se aflade sosa concentrada gota a gota
hasta la disolucidn total. El pH se lleva a 7 con sosa y una
vez conseguido se completa hasta 50 cc. con agua destilada. E1
tratamiento de los cortes con el EDTA asi preparado dura de
30 a 35 minutos, pasados los cuales se lavan tres veces en agua

destilada.

Finalmente se realiza la tincidn con citrato de plomo, de la

forma ya descrita en el proceso convencional.

Con este método se tifie preferencialmente el R.N.A. nuclear y
fue utilizado para confirmar la naturaleza ribonucleoproteica

de los nucleoloides.

2.2.2 Método é&cido peryddico-tiosemicarbazida-proteinato de plata.

Esta tecnica utilizada para identificar polisacédridos a microscopia
electrénica y puesta a punto por Thiery (1967), difiere del método
convencional en que la fijacién se realiza solamente con glutaralde -
hido al 3% durante 6 a 12 horas a 4° C. y en la tincién que a

continuacién se describe.

Los cortes son recogidos en rejilla de oro y/o platino. En primer

lugar se dejan flotar los cortes sobre A&cido peryddico al 1%
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en agua destilada de 20 a 30 minutos, pasados los cuales se lavan
en agua destilada varias veces manteniendo el agua en agitacién.
Posteriormente los cortes se dejan flotar en una solucién de
tiosemicarbazida al 1% en &cido acético al 10% de 30 a 40 minutos
a lo que sigue un lavado répido en &acido acético al 10% en agua

destilada y otro en agua destilada.

Por Ultimo los cortes asi tratados se colocan en proteinato de

plata al 1% durante 30 minutos en oscuridad total.

Los testigos se obtienen bien suprimiendo la oxidacién por el
dcido peryddico, bien modificando la naturaleza de la oxidacién
utilizando agua oxigenada o bien omitiendo el paso sobre la tiosemi-

carbazida.

2.2.3 Piroantimoniato potésico

Esta técnica es utilizada para detectar cationes en las células
y se realiza utilizando como Gnico fijador de las muestras el

piroantimoniato-dsmio preparado de la siguiente forma:

Se toma un volumen de solucidén acuosa de piroantimoniato potéasico
al 5% que se disuelve mal, por lo que es calentado hasta la ebulli-
cién y disolucién total, afladiendo agua posteriormente hasta
completar el volumen 1inicial. Se prepara un volumen igual al
anterior de tetrdxido de &smio al 2% en agua destilada. Se mezclan

ambos volUmenes y se ajusta el pH a 7.5 con acido acético.

Las muestras se mamtienen durante 2 horas en el piroantimoniato-
o0smio asi preparado, transcurridas las cuales, son lavadas varias
veces con una solucidn acuosa de sacarosa al 6.5% a partir de
lo cual se siguen los métodos habituales de deshidratacién, inclu-

sidn y tincidn.
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2.2.4 Nitrato de lantano

El nitrato de lantano se ha utilizado como elemento traza para
detectar espacios inter y extracelulares, superficies celulares
y paso de sustancias a través de paredes celulares. Esta técnica
difiere en la fijacidn quea continuacién se describe:

Para la fijacidén se toma 1 ml. de una disolucién de glutaraldehido
al 25% y se mezcla con 9 ml. de una solucién stock de buffer
con trazas de nitrato de lantano de la casa [Emscope '"ya preparada'.
Las muestras se mantienen en este fijador de 6 a 12 horas tras
lo que son lavadas en buffer cacodilato 0.1 M a pH 7.7. La postfija-
cién se realiza introduciendo las muestras durante 2 horas en
una solucién de 5 ml. de 0sOg al 2% con 5 ml. de buffer cacodilato
con trazas de nitrato de lantano, a partir de aqui se siguen los

métodos habituales de deshidratacién, inclusién y tincién.

2.3 MORFOMETRIA

Para los estudios morfométricos fué utilizado un analizador
semiautomético '"IBAS 1, de Kontron'", en cuyo tablero magnético
se colocan fotografias obtenidas al microscopio electrdénico sobre
las que se delimitan mediante wuna pluma o cursor las &reas a
estudiar. Las medidas de las &reas obtenidas representan el tamafio
en micras al cuadrado ya que el programa permite introducir el
factor de aumento real del positivo. También se realizdé el contaje
del numero de plastidios, almidén y 1lipidos. Todas 1las medidas
se realizaron sobre fotografias seleccionadas de secciones completas

de células en los diferentes estadios estudiados.

De los valores obtenidos se obtuvieron las medias. con su error
tipico y las desviaciones tipicas sobre las que se efectud el

estudio estadistico para relaciconar los distintos estadios.
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La homogeneidad de la varianza se contrastd mediante la F de
Snedecor que valora la hipdtesis nula de igualdad de varianzas
de distintas poblaciones. Si el valor de F no es significativo,
se acepta la hipdtesis nula en cuyo caso se ha realizado el contraste
de la t de Student calculando la razén t por la expresién desarrolla-
da por Cochran y Cox (1.950). Si el valor de F es significativo,
las varianzas son iguales, en cuyo caso se ha realizado el contraste
de las medias . por la t de Student para muestras pequefias, que
establece 1la hipdtesis nula de igualdad de las médidas en las

poblaciones estudiadas. Los test se realizaron siempre para un e-

rror de 0.05.



RESUTADOS
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1.DURACION DEL DESARROLLO DEL GRANO DE POLEN

El tiempo de floracién del olivo en la variedad aqui estudiada,
es aproximadamente de mes y medio y abarca desde el comienzo
de la formacién de pequefios capullos de unos 2mm. de longitud,
hasta que las flores estan totalmente desarrolladas y abiertas:

dehiscencia de la antera (Lamina I).

El determinar que tiempo corresponde a cada una de las diferentes
fases encontradas durante la formacién y desarrollo del polen
es dificil, ya que la rapidez con que se desarrolla este proceso
depende de la temperatura, humedad y demé&s factores que en definitiva
condicionan el clima y que son variables de un afio a otro. También
hay que tener en cuenta que dentro de un mismo arbol no todas
las ramas comienzen la floracién a la vez, sino que se observa
un desarrollo mas temprano en la zona sur que es donde el &rbol
recibe mayor cantidad de 1luz. Incluso dentro de una misma ramita
en todos 1los capullos no hay wuna misma sincronizaciédn en su
desarrollo, aunque si estédn en una fase muy préxima. Téniendoen
cuenta todos estos factores y eligiendo siempre una misma zona del
adrbol, los datos obtenidos pueden darnos una idea aproximada
bastante fiable de la duracidén del desarrollo del polen del olivo
y del tiempo relativo de sus diferentes etapas, ya que estos

han sido recogidos durante cuatro afios consecutivos.

Durante los primeros 7 dias la mayor parte de los capullos tenian
anteras con células madres del polen en su interior, mientras

que en los 2 &6 3 dias sigulentes mayoritariamente se encontraban
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tetradas. El estadio de microspora, era encontrado con mayor
frecuencia desde el dia décimo de la recoleccidén hasta el decimosep-
timo, siendo dentro de esta la fase vacuolada la que con mayor
frecuencia se encuentra. Por Ultimo en los 20 a 25 dias finales
de la floracién encontramos que la mayoria de las anteras poseen
granos de polen, teniendo mayor probabilidad de encontramc con

el grano de polen maduro (esquema I).

De estas observaciones se deduce que mientras la formacién de
la microspora tiene lugar en la antera en un periodo de tiempo
relativamente corto (menos de un tercio del tiempo total), la
formacién y maduracidén del grano de polen es un periodo de larga
duracién. Por ello el proceso se puede dividir en una larga interfase

de la microspora que comprende un periodo breve de tetrada, libera-

cién de una microspora joven (prevacuolada) y a continuacidén
vienen la vacuolizacién de la microspora que precede a la divisién
asimétrica que dard lugar al grano de polen propiamente dicho

y por altimo, se inica otra larga interfase del grano de polen

que duraré hasta la dehiscencia de la antera donde se produce

la maduracién del grano que es el estadio de mas larga duracién.



LAMINA I

Flores del olivo

A. Ramita de olivo con flores abiertas y anteras amarillas, indice
de su madurez, algunas anteras amarillo-pardas signo de la perdida

de polen.

B. Detalle de una ramita donde se puedan observar capullos prdximos

a la apertura y flores recientemente abiertas.

C. Detalle de la flor del olivo donde se observa la dehiscencia

de las anteras.
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DEL POLEN |TETRADA ! JOVEN | VACUOLADA | Joven Maduro |
l : i f |
I I : | i
! ‘ i : i
e | e -] : | !
| ; ' : :
| ! ! : |
| 1 | | :
| | 1 | i
DIAS O 7 10 17 L4
L It B ]
DIVISION INTERFASE MICROSPORA s INTERFASE GRANO DE POLEN
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Estimacion de la duracion del desarrollo del grano de polen de Olea europaea
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2. TETRADAS

En Olea europaea, la formacién de 1las tetradas tiene lugar una

vez terminada la telofase II por medio de una citocinesis simulténea,

al igual que ocurre en la mayoria de las dicotiledéneas.

2.1. TELOFASE II - INTERFASE TEMPRANA

Una vez terminada la 22 divisién meidtica encontramos cuatro
nicleos en la periferia de un citoplasma de bajo contenido ribosdémi-
co. En los cortes observados generalmente se encuentran 3 nacleos
dispuestos en los vértices de un triangulo imaginario, el cuarto
nicleo estéd situado en otro plano, y por esta razén dificilmente
es posible obtener una imagen simultédnea de los cuatro nlcleos

(fig. 1).

2.1.1. Nacleo

Al final de 1la telofase II los nlGcleos, se encuentran con un
alto grado de condensacién de su cromatina, distribuida por todo
el nacleoplasma y frecuentemente adosada a la cubierta nuclear
que ya estéd completa. El nucleolo se encuentra en fase de reorganiza-
cion, observédndose en los espacios intercromatinicos algunos
cuerpos prenucleolares esféricos que fundiran posteriormente
con el nucleolo hasta la reorganizacién completa (figs. 1, 2,
3, 4, 6). Tanto nucleolo como cuerpos prenucleolares estan constitui-

dos uUnicamente por componente fibrilar.

2.1.2. Citoplasma
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En el citoplasma se observa una polarizacién en los orgénulos
celulares, situados preferentemente en los planos ecuatoriales
entre los nlcleos (fig. 1). Uniendo a dos nlcleos afin se observan

restos del huso acromdtico (figs. 1, 2),.

Las mitocondrias son dificiles de distinguir de los plastidios

aunque los dGltimos son algo mayores Yy presentan en su estroma
pequeflas masas fibrilares de elevada densidad electrénica (figs.

3y 4)s

El aparato de golgi estd representando por algunos dictiosomas

con pocos saculos ( de 3 a 4) localizados preferentemente en
las cercanias de los nlcleos (fig. 6). Hay que destacar la elevada
densidad del contenido de 1 o 2 de las cisternas de mayor longitud
que constituye el dictiosoma. Este hecho se hace mas evidente
cuando la muestra se fijé solo con glutaraldehido (fig. 3). En
ésta aun no se distingue una destacada actividad secretora de
vesiculas, necesarias para la formacién de los tabiques celulares
que dan lugar a las cuatro microsporas de una misma tetrada.
El momento de la formacién del tabique no nos ha sido posible
encontrarlo a pesar de las numerosas muestras observadas en diferen-
tes dias del desarrollo, lo que nos sugiere que este proceso debe

ser muy corto en relacidén con la duracién de la meidsis y posterior

interfase y por tando dificil de conseguir para observarlo.

El reticulo endoplasmidtico es muy escaso, las pocas cisternas

observadas son cortas, con ribosomas en su membrana (reticulo

rugoso) y muy prdximas a la cubierta nuclear (fig. 4).

Los pocos ribosomas que hay en este estadio estan dispersos por
el citoplasma fundamental y se localizan preferentemente en el
plasmalema y sus cercanias formando polirribosomas (figs. 5,

6). Ocasionalmente, también se observa algin agregado de polirriboso-
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mas por citoplasma (fig. 6).

En este periodo se encuentran con frecuencia en el citoplasma
unos cuerpos esféricos semejantes en estructura a los cuerpos
prenucleolares y de apariencia muy compacta (figs. 2, 4), conocidos
en la literatura con el nombre de nucleoloides (Dickinson and

Heslop-Harrison 1.970).

Junto a los nucleoloides también se localizan unas masas irregulares,

de estructura fibrilar y de menor densidad que ellos. Estas masas
forman wuna red trabecular laxa, sin membrana que les rodea y
que pueden tener en su interior 1 & 2 glébulos de 0.19 Jom. de
didmetro aproximadamente y de densidad andloga a los nucleoloides

(figs. 3, 4, 5).

Durante todo este periodo no aparecen cuerpos lipidicos citoplasmati-

cos en ningin momento.

El plasmalema presenta =zonas de aparente retraccién ya que en

su interior aparecen unos espacios més claros que el resto de
la pared de calosa y similar en su aspecto al de las numerosas
dreas que en este momento se encuentran en el citoplasma y también

en las cercanias del plasmalema (figs. 1, 2).

2.1.3 Pared: Calosa

La pared de calosa que 1inicia su formacidén durante 1la profase
meidética segin ha sido descrito para otras espécies (Waterkeyn,
1.962 Heslop-Harrison, 1.968 a, b), continGa aumentado de grosor
durante toda la meiosis hasta después de formarse los tabiques

celulares, que dan lugar a las cuatro microsporas (figs. 1,2,5,6).
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2.2. TETRADAS EN DESARROLLO

Al final de la telofase 1II, con 1la tabicacién del citoplasma
se origina la tetrada propiamente dicha, apareciendo las cuatro
microsporas (iguales entre si) todavia unidas por 1la calosa,
pero con los citoplasmas independientes (fig 7). En este momento
se 1inicia 1la larga interfase de 1la microspora donde comienzan
a depositarse las primeras capas de la pared del polen alin en
presencia de calosa. Este periodo es de gran trascendencia ya
que en €l se marcan los carateres definitivos de la exina. Por
ello, el grado de evolucién de la pared, nos sirve cano punto
de referencia para conocer el estadio de desarrollo en las tetradas

(figs. 13, 14, 15).

2.2.1. Nacleo

El nacleo de las jévenes microsporas de la tetrada, siempre ocupa
una posicién central en la célula llegando a ser, algo menos
de la cuarta parte del A&rea celular (figs 7, 10, 13, 14, 15,
18).

La cromatina comienza su descondensacién , haciéndose cada vez
menores las masas de cromatina condersada hasta que comienza el
depésito de la primexina (figs 13, 14, 15). Las zonas intercromatini-
cas han aumentado su contenido en material denso a los electrones
con respecto al estadio anterior (fig. 12). Este material esté
constituido por fibras peri e intercromatinicas asi como por la
aparicién progresiva de grénulos pericromatinicos de tamafio entre

50 y 80 nm. y rodeados por un halo de 100 nm. (figs. 14, 18).

El nucleolo esta ya totalmente organizado, generalmente esta
desplazado lateralmente en el nlcleo y constituido wunicamente
por el componenete fribrilar (figs. 10, 13, 14, 15, 18). No se

observa la presencia de centrcs fibrilares.
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2.2.2. Citoplasma

El citoplasma en esta fase es méas denso que en la fase anterior

y se observa un progresivo enriquecimiento en sus organelas.

Las mitocondrias ya en este periodo pueden diferenciarse fdcilmente

de los plastidios ya que presentan largas crestas filiformes
que pueden llegar a abarcar todo su interior (figs. 16, 17, 22),
en algunas ocasiones se pueden observar en divisién y en otros
casos aparecen en la matriz mitocondrial unos filamentos de elevada

densidad electrdnica que pueden corresponder a D.N.A. (fig. 20).

Los plastidios, casi el doble en tamafio que las mitocondrias

presentan un estroma grisdceo y homogéneo y en la mayor parte
de los casos tienen en su interior una malla de mayor densidad
electrénica (figs. 10, 13), a la vez que se inicia la presencia

de pequefios gréanulos de almiddén (fig. 8).

El aparato de golgi , estéd constituido por dictiosomas poco aparentes

y poco numerosos que se localizan preferencialmente préximos
al nacleo. Igual que en la fase anterior, en muestras fijadas
sélo con glutaraldehido, se puede observar una mayor densidad

en el contenido de las cisternas de mayor longitud (fig. 13).

El reticulo endoplasmitico continda siendo escaso y estd constituido

por cortas cisternas rugosas mas frecuentes en las proximidades

de la cubierta nuclear (fig. 22).

El citoplasma presenta un incremento en la poblacidén de ribosomas
que inicialmente siguen localizéndose preferencialmente junto
al plasmalema (figs. 10, 13) mientras que en las fases del comienzo
del depdsito de la primexina y la exina (fases finales del desarrollo
de la tetrada) la distribucién de éstos ya es mé&s homogénea por

todo el citoplasma (figs. 14, 17).
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Los nucleoloides ya observados anteriormente continuan en tetradas,

pero su tamafio y caracteristicas se hacen andlogos al del nucleolo
en esta fase. Estos cuerpos, de aproximadamente 1 M de didmetro
son de apariencia finamente granular, muy compactos y de elevada
densidad electrénica (fig. 10). Raras veces se encuentran zonas
mads claras en su interior. En la periferia de estos cuerpos el
grado de dispersidén de las particulas que las componen se hace
mayor (fig. 11). A veces estos nucleoloides pueden aparecer rodeados
19).

de polirribosomas (fig.

S

Continuan encontréandose en este estadio las masas fibrilares

ya descritas en el estadio anterior (figs. 10, 12, 13). Nucleoloides
y masas fibrilares pueden tener diversos grados de asociacién

entre ellas: bien sepanukglpréximos entre si o en contracto.

En la tetrada inicialmente no se observan cuerpos lipidicos en

el citoplasma, sin embargo, en las Ultimas fases cuando se esta
iniciando la formacién de las probdculas de la exina, se encuentran

en abundancia, localizandose muy préximos al plasmalema (fig.16).

La tetrada recien formada presenta en todo su citoplasma gran

cantidad de é&reas claras de forma irregular, observandose frecuente-—

mente fundidos con el plasmalema, el cual presenta muchas ondulacio-
nes. Aparentemente estes dreas claras vacian su contenido al exterior
del plasmalema donde estd la pared de calosa que presenta en
estos momentos estratos de diferentes densidades (figs. 10, 13).
Al ir avanzando el desarrollo de la tetrada estaséareas transparentes
a los electrones se modifican, de forma que al comenzar el depdsito
de primexina entre la calosa y el plasmalema se observan A&reas
mas pequeflas y a veces con un contenido fibrilar laxo o bien denso
en su interior (figs. 7, 14). A continuacién , durante el depdsito
de las probaculas de la exina, el citoplasma de la tetrada nuevamente

aparece cargado de gran cantidad de &areas redondeadas, transparentes
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a los electrones y de mayor tamafio, semejantes en su apariencia
a pequeflas vacuolas que pueden presentar un contenido mas o menos
fibrilar, restos de membranas o a veces iriclusiones muy densas

que pueden estar en comunicacién con la primexina (figs.17,18)

2.2.3. Pared: calosa, primexina

Inicialmente las jdévenes microsporas reunidas en tetradas, sdlo
estan rodeadas por la pared de calosa, constituida por estratos
de distinta densidad (fig 10). Dentro de la calosa se observan
pequefios grénulos densos a los electrones (fig. 9) que se acumulan
preferencialmente en forma de glébulos de mayor densidad en los
restos de los tabiques de separacidén de la tetrada que ain quedan

en la pared de calosa entre las 4 microsporas (figs. 7, 16, 17).

Una vez terminada la segregacién de calosa, se observa un depésito
de material fibrilar entre el plasmalema y la calosa que progresiva-
mente se va extendiendo hasta rodear la microspora por completo
y formar la primexina (figs. 14, 15). La estructura fibrilar
que presenta la primexina, se corresponde con la de una pared

celulésica (figs. 16, 17).

En este momento se determinan las =zonas que dardn lugar a los
poros o aperturas que son considerados modificaciones estructurales
de la propia pared por donde el tubo polinico encontrard una

salida en el momento de la germinacién del grano de polen.

En Olea europaea el grano de polen tiene tres aperturas ecuatoriales

y equidistantes que al desaparecer la calosa quedan ya perfectamente
delimitadas en 1la exina. Estas tres 2zonas aperturales en este

estadio se presentay como pequefias regiones en las que no hay
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depdésitos de primexina, y por tanto en ellas el plasmalema, esté
en contacto con la calosa. Hay que destacar, que debajo del plasmale-
ma, en estas regiones se observan cisternas de reticulo endoplasmati-

co rugoso adosadas y paralelas a él1 (fig. 8).

Durante la formacidén de 1la primexina, se observan ondulaciones
en el plasmalema, encontrdndose en los salientes de estas ondulacio-
nes unas acumulaciones de particulas densas, aparentemente ribosoma-
ticas (figs. 7, 14). En estos mismos sitios posteriormente sobre
la primexina, se observan acumulaciones de material fibrlar
procedente del citoplasma a través del plasmalema y que corresponde
a las probaculas o primeros indicios de la exina estructurada

(figs. 17, 18).

Durante la liberacidn desde 1a calosa, las probdculas se hacen méas
densas tomando el aspecto de las baculas propiamente dichas de
la exina (fig. 19). En ellas ya se observan unos orificios o
microcanales que permaneceran durante todo el desarrollo de la
exina (fig. 21). Simulténeamente se consolida la capa basal de
la exina, por empaquetamiento mas denso de las fibrillas de la
primexina y aporte de un material granular semejante al que anterior-
mente se habia visualizado inmerso en la calosa. También se inicia
la formacion de la endexina, entre el plasmalema y la base de
las béculas, como una lamina densa que irad engrosando ya durante
el estadio de microspora libre (figs. 19, 21). En este estrato
se encuentran restos de membranas que incluso se observan en
estadios mas tempranos y que probablemente van a dar lugar a
las estructuras lamelares que se visualizan en la endexina ma-

dura (figs. 16, 19).



LAMINA II

Telofase - Interfase temprana

Fig. 1. Se observan tres nlcleos del meiocito situados en un
mismo plano finalizando su reorganizacién, con cuerpos prenucleolares
densos en los espacios intercromatinicos. En el citoplasma, las
organelas se situan preferentemente en los planos ecuatoriales
entre los nlcleos. Observese la distinta densidad de los estratos

de calosa (% ,%) (x10.500).

Fig. 2. En el citoplasma entre los dos nlGcleos se observan microtibu-
los procedentes del aparato mitético, un nucleoloide, plastidios
y mitocondrias sin diferenciar y gran cantidad de A&reas claras

semejantes al estrato interno de la calosa (%) (x10.000).

Fig. 3. Citoplasma a mayor aumento, pudiéndose apreciar la estructura
interna de mitocondrias, plastidios y dictiosomas con un contenido
denso en sus cisternas, el cual se hace mas evidente en la cisterna
més larga. Observese la escasez de ribosomas que presenta el
citoplasma. Fijacién con glutaraldehido sélo al 3% en tampdn

cacodilato 0.025 M (x25.000).






LAMINA III

Telofase - Interfase temprana

Fig. 4. Final de telofase II, antes de iniciarse la tabicacidn
que daréd lugar a las cuatro microsporas. Hay que seflalar que
las pocas cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso que se

observan, estan en las proximidades de los ntcleos (x12.600).

Fig. 5. En el citoplasma se puede observar una masa fibrilar
con dos gldbulos méds densos en su interior (flechas). Los ribosomas
se localizan preferencialmente junto al plasmalema en forma de
poliribosomas. En el nicleo se pueden observar masas de cromatina

condensada y el material intercromatinico fibrilar (x20.000).

Fig. 6. En el citoplasma pobre en ribosomas distribuidos heterogenea-
mente se puede observar, una agrupacién de poliribosomas, asi

como su localizacidén preferencial junto al plasmalema (x16.000).






LAMINA IV

Tetradas en desarrollo

Fig. 7. Se pueden observar las tres microsporas de una tetrada
situadas en un mismo plano unidas por la pared de calosa, con
gran cantidad de particulas densas inmersas en su interior, mayorita-
riamente en los restos de tabiques de separacién de las células

(circulos) (x5.700).

Fig. 8. Inicio de la formacién de la primexina entre el plasmalema
y la calosa. Se observa una zona con cisternas de R.E. adosadas
paralelamente al plasmalema sin que haya indicios hacia el exterior
de depdsitos de primexima. En este lugar se localiza la formacién

de la futura apertura (x10.400).

Fig. 9. Detalle de 1la pared de calosa donde se pueden observar

pequefias particulas densas en su interior (circulos) (x16.000).






LAMINA V

Tetradas en desarrollo

Nucleoides y masas fibrilares

Fig. 10. Microspora de una tetrada con nucleoloide y masas fibrilares.
Continda la segregacion de calosa, observéndose gran cantidad
de 4&areas claras citoplasmdticas (%) de igual densidad que el
estrato méds interno de los dos de diferentes densidades que presenta
la pared especial de calosa (*,%). A veces esta Aareas parecen
fusionarse al plasmalema y vaciar su contenido (flechas). Fijacién

glutaraldehido solo 3% en tampdn cacodilato 0.025 M (x12.000).

Fig. 11. Nucleolaide a gran aumento, en el que se puede distinguir
su componernte finamente granular que se hace mas evidente en la

periferia (flechas) (x50.000).

Fig. 12. Masa fibrilar a gran aumento de contorno irregular vy
menor densidad que el nucleolo. Fijacidén: glutaraldehido solo

al 3% en tampdn cacodilato 0.025 M (x31.000).






LAMINA VI

Tetradas en desarrollo

Relacidén entre la condensacién de la cromatina y el grado de

desarrollo de la pared.

Fig. 13. Microspora de una tetrada en la que el nicleo presenta
gran cantidad de cromatina condensada y 1la pared especial de
calosa aln se esta segregando. Fijacién con glutaraldehido solo

al 3% en tampdn cacodilato 0.025 M (x24.000).

Fig. 14 El niGcleo de esta microspora presenta un mayor grado
de descondensacién de la cromatina y entre el plasmalema y la

calosa se observan los primeros depdsitos de primexina (x12.600).

Fig. 15. El nGcleo presenta la cromatina muy descondensada a
la vez que comienzan a observarse los primeros indicios de 1la

exina:probaculas (x16.000).






LAMINA VII

Tetradas en desarrollo

Iniciacidn de la exina

Fig. 16. Tetrada en la que se ha comenzado la formacién de las
badculas de la exina. En las proximidades del plasmalema se encuentran
cuerpos lipidicos. Observense estructuras membranosas en la primexina

y particulas densas en la calosa (circulos) (x25.000).

Fig. 17. Formacién de 1las probaculas de la exina en la tetrada.
en el citoplasma se observan gran cantidad de vacuolas con contenido
de distintas densidades vaciandolo a la primexina (flechas).
Observese la riqueza del citoplasma en lipidos y ribosomas asi

como las particulas densas en la calosa (circulos) (x25.000).






LAMINA VIII

Tetradas en desarrollo

Fig. 18. Vista general de 1la microspora proxima a liberarse de
la pared de calosa. El nlGcleo en posicidn central con la cromatina
muy descondensada, el citoplasma con gran cantidad de pequefias
vacuolas y lipidos y la pared durante la formacién de las probéaculas

(x9.000).

Fig. 19. Detalle de la pared de la microspora en la que ya se
estan formando las béaculas propiamente dichas, comienza a observarse
una zona con estructuras membranosas debajo de las baculas (). Ob-

servese como el nucleoloide citoplasmatico estd rodeado de

polirribosomes (x28.800).

Fig. 20. Detalle del citoplasma donde se observa una mitocondria
en divisidn, con granulos de elevada densidad en su interior

(x20.000).

Fig. 21. Detalle de la pared de una microspora. Las béaculas de
la exina estan ya muy desarrolladas y en ellas aparecen unos
orificios blancos (flechas). La capa basal de la exina aparece
ya como una linea continda que une las baculas por su base

(k%) (x24.000).

Fig., 22. Detalle del citoplasma donde se observan mitocondrias
de largas crestas y una de las escasas cisternas de R.E. proxima a la

cubierta nuclear (flechas) (x16.200).
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3. MICROSPORAS

Este estadio comienza con la liberacién de la microspora de la
tetrada, por degradacidén de la calosa y finaliza con la formacidn
del grano de polen bicelular. En el estadio de microspora se
completa la larga interfase iniciada en 1la tetraca, sigue la profase
mitdética y termina con la divisién asimétrica que da lugar a

la célula generativa y vegetativa del grano de polen.

En este estadio ocurren hechos muy significativos .como es el réapido
aumento del volumen de la microspora que llega a duplicarse gracias
a la espectacular vacuolizacién citoplasmédtica, caracteristica
de este periodo. Simultaneamente tiene lugar una elevada polarizacién
de 1las organelas celulares que precede a la mitosis asimétrica.
En este tiempo también se completa la formacién de la pared externa

0 exina de la microspora y se inicia la formacion de la intina.

Teniendo en cuenta estos cambios citados, el estadio de microspora

se podria dividir en

Joven microspora: libre en el léculo de la antera una vez degradada

la pared especial de calosa, el nicleo es central y los orgénulos

se distribuyen por igual en todo el citoplasma.

Microspora vacuolada: Cuando el nicleo se ha desplazado lateralmente

por la presencia de una o pocas vacuolas grandes Yy por tanto los

orgénulos citoplasmaticos se polarizan.

Microspora en divisidn: desde que el nlcleo comienza la divisidn

mitdética asimétrica hasta que se forma la pared que separa a

las dos nuevas células originadas.
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3.1. JOVEN MICROSPORA

3.1.1. Nacleo

En este periodo el nlcleo se localiza en el centro de la microspora
que llega a ocupar lo mismo que en la tetrada algo menos de la

cuarta parte del area celular total.

La cromatina se presenta con diferentes grados de condensacién
a lo largo de todo el periodo, sin embargo hay una disminucién
del material de las zonas intercromatinicas, lo que indica una
disminucién de fibrillas intercromatinicas ya que los granulos

pericromatinicos se observan igual que anteriormente (fig. 23).

El nlGcleoloa veces en contacto con la cubierta nuclear estd constityido
unicamente por el componente fibrilar en cuyo interior aparecen
espacios claros. Presenta centros fibrilares en cuyo interior
se observa cromatina condensada en contacto con espacios claros

o0 vacuolas nucleolares (figs. 23, 24).

3.1.2. Citoplasma

El citoplasma de la microspora recien liberada parece menos denso

en orgéanulos que el de la tetrada madura.

Las mitocondrias siguen siendo numerosas,pequefilas y de las mismas

caracteristicas que en las tetradas maduras.

Los plastidios en algunas ocasiones presentan pequefios depdsitos

de almidén en su interior. Se puede observar formas alargadas
y en divisidén, y a veces plastidios en forma de cuchara aunque

no de forma generalizada (fig. 25).
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El aparato de Golgi es poco representativo en comparacidén con

los estadios anteriores, siendo poco frecuente la presencia de

dictiosomas.

EOS cuerpos lipidicos son francamente escasos en la joven microspora

en contraste con lo que ocurria en las Ultimas fases de desarrollo

de las tetradas.

El reticulo endoplasmatico, sigue siendo escaso, apreciendo

todavia bajo de forma de cortas cisternas aisladas y a veces

en contacto con la cubierta nuclear (fig. 26).

El citoplasma de la microspora joven, menos denso en su contenido

que el de la tetrada, tiene también una poblacién rib osomica

menor, aungque siguen encontrandose en el citoplasma nucleoloides
rodeados por un halo de polirribosomas, que en algunos casos
llegan incluso a tener mayor didmetro que el propioc nucleoloide
(fig.26). También se observan con frecuencia sélo agregados de
polirribosomas por el citoplasma (fig. 27). Por el contrario,

ya en esta fase es rara la presencia de las masas fibrilares

de densidad media descritas en las tetradas junto a los nucleoloides.

En la microspora joven inicialmente no hay ningin tipo de vacuolas
en su citoplasma, sin embargo, al ir avanzando en su desarrollo
aparecen en un momento dado unas vacuolas muy redondeadas o A&reas
translucidag a los electrones. Estas A&reas pueden llegar a ser
muy numerosas y en todo caso su contenido claro es andlogo al
de wunas zonas que van apareciendo en este momento debajo de la

exina (figs. 23, 24, 25).

3.1.3. Pared: exina

En la microspora recién liberada, la exina ya estd integramente
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formada por sus diferentes elementos: bactlas, capa basal y endexina,
aunque progresivamente se van produciendo variaciones en las
dimensiones de estos. La capa basal, que incialmente apenas si
existia en la tetrada, se engruesa hasta que en las zonas interaper-
turales llega a tener aproximadamente igual espesor que la endexina,
marcandose una diferencia de contraste entre ambas, siendo la
endexina mucho mé&s contrastada (fig. 23). En la parte externa
de la endexina, limitando con la capa basal, se pueden distinguir
ocasionalmente, unas lamelas semejantes a estructuras de membranas

y conocidas en la bibliografia como "White line".

Las Dbaculas o columnas que inicialmente ya estan delimitadas
en cuanto al nGmero, aumentan progresivamente en sus dimensiones
llegando a ser més gruesas en sus &apices. Entre las arcadas de
las columnas se aprecia un material fibrilar ténue sin ninguna
ordenacién determinada (figs. 23, 26). En la extexina continuan
observandose 1los orificios blancos o microcanales de 0.1 nom.
de diametro y que aparecen distribuidos en ella aparentemente

al azar (fig. 29).

En este estadio aln no se observa la intina aunque esporiddicamente
se observan unas zonas claras como si fueran retracciones del
plasmalema con la endexina que son mads aparentes en las regiones

aperturales (figs. 23, 25, 29).

En las zonas aperturales el plasmalema presenta una depresiodn
hacia el citoplasma quedando encima de él1 una matriz poco densa
a los electrones en forma de lente en la que se observan las
lamelas semejantes a estructuras de membranas o 'White line"
antes descritas correspondientes a una diferenciacién de la endexina.
Por encima de la endexina disminuye gradualmente la parte estructura-
da de la exina llegando a desaparecer la capa basal y solo gquedando
las protuberacias correspondientes a las béaculas (figs. 23, 24).

Los 1limites laterales de la endexina diferenciada marcan las
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las dimensiones del poro que va aumentando durante su desarrollo.

3.2. MICROSPORA VACUOLADA

Es significativo el aumento del tamafio de la microspora, que en
este momento llega a superar el doble del tamafio de la microspora

joven.

3.2.1. Nacleo

Durante todo este largo proceso el nlcleo se va desplazando pau-
latinamente hacia un lateral de la microspora, hasta que antes de
la divisidén ocupa una posicidén totalmente lateral, situandose entre
dos =zonas aperturales. La cubierta nuclear se ondula ligeramente,

perdiendo el aspecto esférico de las fases anteriores.

La cromatina alcanza su méxima descondensacidén, siendo las masas
cromatinicas menos abundantes y de menor tamafio que en fases an-
teriores, hasta que al final de este proceso la cromatina llega
a descondensarse totalmente. Las regiones intercromatinicas aumentan
progresivamente su contenido en material fibrilar y granular, de
tal forma que el contraste que presenta el nucleo es esta fase
se debe a este material. Los gréanulos pericromatinicos son menos
abundantes (figs. 31, 32, 33), pero sin embargo, aparecen otros
elementos granulares agrupados que podrian corresponderse con

granulos intercromatinicos de unos 20 a 30 nm (figs. 31, 32).

El nucleolo aparece activo como lo indica 1la presencia ya de
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componente granular aunque no es muy abundante (figs. 31, 32,
37). Los centros fibrilares son dificilmente observables siendo
de pequeflo tamafio y estructura homogénea (fig. 31). Al final
de este periodo el nucleolo se hace todavia mas activo y muestra
vacuolas de contenido granular que podrian corresponderse a particulas

pre-ribosémicas acumuladas (fig. 37).

3.2.3 Citoplasma

El citoplasma en este estadio se hace mi&s rico en su contenido

que en el estadio de microspora joven y las organelas citoplasmaticas

se polarizan junto con el nlGcleo a una zona lateral.

Las mitocondrias siguen siendo numerosas, en muchas ocasiones

adoptan formas alargadas y presentan una matriz clara con gran

cantidad de crestas cortas cortas y gruesas (figs. 31, 32, 385).

Los plastidios se mantienen en ndmero pero aumentan de tamario

y se incrementa su contenido de almidén que con frecuencia puede
llegar a ocupar todo el piastidio (fig. 31, 33). En muchas ocasiones
igual que las mitocondrias adoptan formas alargadas y sin embargo
son pocos los plastidios que adoptan la forma de cuchara o copa

(fig. 34).

En la microspora vacuolada se incrementa el némero de dictiosomas

que constituye el aparato de golgi. Los dictiosomas son de mayor

tamafio que en estadios anteriores y de mayor actividad debido
a la segregacidn de vesiculas. Estas se localizan en las proximidades

de plasmalema y a veces en contacto con é1 (figs. 35, 38).

También se detecta un ligero aumento en la cantidad de cuerpos

lipidicos (fig. 31).
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El namero de cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso aumenta

espectacularmente de forma que las largas cisternas se agrupan
paralelamente en paquetes formados incluso por mis de 20 de estas
cisternas, que se localizan preferentemente en zonas préximas

al nucleo (fig. 31),

Igualmente se incrementa considerablemente la poblacidén ribosémica

en este estadio. los ribosomas preferentemente forman polirribosomas
dispersos por la matriz citoplasmatica dandole un tipico aspecto

punteado a ésta (figs. 30, 35).

Durante la vacuo'lizacién de 1la microspora llegan a desaparecer
los nucleoloides y sblo en muy raras ocasiones se encuentran agregados
de particulas semejantes a polirribosomas (fig. 28). Como se puede
ver existe una relacidén entre la desaparicién de los nucleoloides

en el citoplasma de la microspora y el incremento de los ribosomas.

Al principio del proceso de vacuolizacién el citoplasma de 1la
microspora presenta algunas vacuolas que gradualmente van aumentando
en tamafio y disminuyendo en nUmero siendo cada vez mayor el espacio
citoplasmatico ocupado por el sistema vacuolar. Cerca de las
vacuolas son frecuentes cisternas de reticulo rugoso paralelas
al tonoplasto (figs. 30, 36). El interior de estas vacuolas presen-
ta un material fibrilar de densidad média disperso por la matriz
clara. En ocasiones pueden aparecer inclusiones muy densas a los
electrones asi como estructuras membranosas (figs. 31. 33). Adosa
do a la parte interna del tonoplasto se encuentra actmulos de
material granular muy denso que nos recuerda a restos de ribosomas
en degradacién (fig. 36). Estas vacuolas se iran fusionando hasta
que en el periodo més prdximo a la divisién celular solo queda
una gran vacuola que ocupa la mayor parte de la célula y desplaza
al nacleo y demds organulos lateralmente hacia un extremo del
grano llegandose a alcanzar una marcada polarizacién celular (fig.

32).
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3.2.3. Pared: Exina, iniciacidn de la intina

Durante 1la vacuolizacién de 1la microspora se inicia el depdsito
de 1la intina que aparece como una delgada zona poco densa entre
el plasmalema y la endexina (figs. 32, 38). Esta capa es de espesor
constante salvo en las =zonas aperturales donde adquiere un gran
desarrollo (figs. 33, 34). En las proximidades de la intina se
localizan dictiosomas muy activos con gran cantidad de vesiculas
en los extremos y vesiculas aisladas que entran en contacto con
el plasmalema (figs. 35, 38).

La exina continGa su desarrollo, las columnas de 1la ectexina
se engruesan fundamentalmente en sus &pices, de forma que algunas
se pueden unir entre si. El material fibri-lar situado entre las
arcadas de la exina, ya observado anteriormente se condensa en
la base de estas arcadas formando una cubierta de la capa basal

de la exina (fig 36).

En las zonas aperturales la intina se hace considerablemente
de mayor tamafic. El1 plasmalema continda arqueado hacia dentro
formando 1la intina wuna espécie de bolsa o casquete, entre el
anterior espacio en forma de lente de la endexina (observado

en la joven microspora) y el plasmalema. Simultaneamente el plasmale-
ma de esta regiones presenta delgadas evaginaciones que dan lugar
a pequefios tlbulos ramificados dentro de 1la intina (figs. 33,

34, 35).

3.3. MICROSPORA EN DIVISION

Una vez alcanzada la polarizacién de 1la microspora gracias a
la presencia de 1la gran vacuola central, la microspora entra
€n su primera divisidén mitdtica que es asimétrica y h llevard a

transformarse en grano de polen bicelular.



78

En este momento la cromatina alcanza su méximo grgdo de condensancién
como corresponde a su estado profasico y el nucleolo entra en
fase de dispersidnhaciéndose los centros fibrilares de mayor tamafio
y .heterogéneos (fig. 39). Al final de la profase la envoltura
nuclear se rompe y los cromosomas se dispersan por el citoplasma
ordenadndose en la metafase en un plano prdéximo a la pared celular
en un citoplasma rico en ribosomas (fig. 40). Se observan los
microtibulos correspondientes al huso acromdtico mds o menos
paralelos entre si y perpendiculares al plano de divisién. Estos
microtibulos parten de ambos lados de los cromosomas y desaparecen
por un extremo en las proximidades del plasmalema y por el otro
en las proximidades de los orgénulos (fig. 40). En el interior
de la zona donde estan los cromosomas no se observa ningin organulo.

En telofase, los cromosomas tienden a reorganizarse en cada uno
de los polos para formar los nicleos hijos (fig. 41), que posterior-
mente adquieren de nuevo la forma esférica caracteristica de
la interfase. Simultaneamente se observan entre los microtidbulos
del huso mitético en el plano ecuatorial vesiculas redondeadas
de contenido transparente a los electrones (fig. 41) y que funden
entre si para dar el tabique de separacién de las dos nuevas
células formadas: célula generativa y célula vegetativa con dife rente
dotacién citoplasmadtica ya que hay una desigual reparticién de

los orgénulos tras la divisién mitdtica asimétrica (fig. 42).



LAMINA IX

Microspora Joven

Fig. 23. El nGcleo central con la cromatina bastante descondensada.
Se observa una disminuciédn del material intercromatinico aunque
continuan los gréanulos pericromatinicos. El1 nucleolo con pequeiias
vacuolas nucleolares en contacto con centros fibrilares. En el
citoplasma se observan unas é&reas claras semejantes a las que
aparecen bajo la endexina apertural (%). La exina ya estd formada.
La endexina se diferencia en la regidén de las aperturas en un
espacio en forma de lente donde se localizan unas lamelas. Observese
el material fibrilar localizado entre las ‘arcdesde la exina (flechas)

en aparente desorden (x14.000).

Fig. 24. Microspora joven donde el citoplasma presenta gran cantidad
de éareas claras (% ). Obs€rvese como debajo de la exina todavia

no hay zonas claras (x7.000).

Fig. 25. Microspora Jjoven con 4&reas claras debajo de la exina
interapertural (%) y con pocas &reas claras en el citoplasma.
Observese plastidios con indicios del almidén (flechas), en divisién

y otros en forma de cuchara (x7.000).






LAMINA X

Microspora joven y microspora vacuolada

Fig. 26. Joven microspora con el nlicleo en el centro. Cromatina en fa
se de descondensacién. Citoplasma pobre en ribosomas donde se
localiza un nucleclcide rodeado de polirribosomas. Cortas y escasas
cisternas de reticulo endoplasmdtico proximas a la cubierta nuclear.

La exina ya estd formada. (x9.500).

Fig. 27. Citoplasma de la microspora joven con escasos ribosomas
dispersos y algunos agrupados. Nucleolide rodeado de ribosomas.

(x12.000).

Fig. 28. Microspora vacuolada con mumerosos ribosomas dispersos

por el citoplasma y un acimulo de ribosomas (k) (x20.000).

Fig. 29. Pared de la microspora joven constituida por los dos
estratos de 1la exina: la endexina mas densa y la ectexina méas
clara, con unos orificios transparentes a los electrones (doble
flecha). Entre las biculas se localiza un material fibrilar sin
ordenacién determinada (flechas). Debajo de la exina se observa

un espacio transparente a los electrones (%) (x20.000).

Fig. 30. Detalle del citoplasma de la microspora vacuolada con
largas cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso en las proximida-
des de una vacuola. Ribosomas dispersos por el citoplasma fundamental

(x36.800).






LAMINA XI

Microspora vacuolada

Fig, 31. Microspora vacuolada con el citoplasma cargado de largas
cisternas de reticulo endoplamdtico rugoso en las proximidades
de un nidcleo con la cromatina practicamente descondensada, las
zonas intercromatinicas aumentan su contenido en material fibrilar
y granular aunque hay una disminucién de gréanulos pericromatinicos
respecto a fases anteriores. Nicleo con su organizador nucleolar
(flechas), que aparece activo ya que presenta algo de componente
granular con centros fibrilares de pequefio tamafio. EI citoplasma
presenta grandes vacuolas con diferente grado de densidad en
su contenido: fibrilar o glomérulos muy densos. Algunos lipidos,
mitocondrias y plastidios a veces en formas alargadas. Observese

el desarrollo de la intina sobre todo en la zona apertural (x9.800).

Fig.32. Microspora con una gran vacuola que ocupa practicamente
la mitad de 1la célula desplazando el nicleo y la mayor parte
de los organulos hacia el polo opuesto. Inicio de la formacidn
de la intina. En las zonas intercromatinicas se observan elementos
granulares agrupados que responderian a granulos intercromatinicos
ademds de pocos grénulos pericromatinicos. Fijacidn: glutaraldehido

osmio usando tampdn fosfato (x10.000).






LAMINA XII

Microspora vacuolada

Fig. 33. Zona de la intina apertural, entre el plasmalema curvado
hacia el citoplasma y la endexina de forma alargada. El plasmalema
en esta zona estd produciendo tébulos hacia la intina apertural
(flechas). En el citoplasma, vacuolas con membranas en su interior

(x10.000).

Fig. 34. Microspora con el ndcleo central y la cromatina muy
descondensada. La intina de las aperturas llena de tibulos. Coronando
a la apertura encontramos una cubierta de material denso (%)

(x7.200).

Fig. 35. Detalle del citoplasma de 1la microspora vacuolada. La
intina apertural estd cargada de tlbulos observandose su continuidad
con el resto de la intina. La endexina con estructuras lamelares.
Dictiosomas proximos a la intina y vesiculas en las proximidades
del plasmalema (flechas). Obsérvese la abundancia de ribosomas

citoplasmaticos (x22.000).






LAMINA XIII

Microspora vacuolada

Fig. 36. Pared de la microspora vacuolada. En 1la endexina, en
el limite con la capa basal de la ectexina, se pueden distinguir
estruturas lamelares con una linea central més clara (doble flecha).
Material fibrilar entre las arcadas que cubre a la capa basal
(flechas). Cisternas de R.E. se encuentran paralelas y préximas
a la superficie del grano. Obsérvese el material muy denso

adosado a la membrana vacuolar (x7.600).

Fig. 37. Niacleo de microspora vacuolada préximo a la divisién
mitética asimétrica con 1la cromatina totalmente descondensada.
Las zonas intercromatinicas son ricas en material fibrilar vy
granular. El nlcleolo es muy activo como lo indican sus vacuolas
de contenido granular que corresponderian a particulas preribésomicas

acumuladas (x10.800).

Fig. 38. Detalle de la formacién de 1la intina interapertural
con dictiosomas préximos a ella emitiendo vesiculas (flechas)
las cuales también se observan en contacto con el plasmalema. Se
ditinguen claramente las estructuras lamelares caracteristicas

de la endexina (x16.000).






LAMINA XIV

Microspora en divisién: mitosis asimétrica

Fig. 39. El nicleo de la microspora se encuentra desplazado lateral-
mente. La cromatina comienza a condensarse correspondiéndose

a una profase muy temprana (x4.100).

Fig. 40. Microspora en metafase. Los cromosomas, situados en
el plano de divisién cerca de la pared, de los que parter microtibulos

a ambos polos celulares (x13.000).

Fig. 41. Microspora en final de telofase, reorganizandose los
dos nuevos nlcleos todavia unidos por microtibulos. En la zona
media entre los nlGcleos se pueden observar gran cantidad de pequefias
vesiculas transparentes a los electrones (circulos) alineadas;

iniciédndose asi{ la nueva pared celular entre las dos nuevas células

(x7.000).

Fig. 42. Grano de polen bicelular recién formado con sus nuevas
células: generativa y vegetativa. La pared celular que separa
las dos células ya se ha completado (flechas). El nicleo vegetativo
con la cromatina muy descondensada y el nucleolo con los componentes
fibrilar y granular entremezclados y con vacuolas en su interior,.
El nlGcleo generativo de cromatina mas condensada que el anterior

y el nucleolo con centros fibrilares (x6.400).
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4. GRANO DE POLEN

Después de la mitosis asimétrica postmeiotica, con la formacién
de las células generativa y vegetativa, se inicia la maduracidn
del grano de polen. Este periodo es el mas largo de todos 1los
qQue hasta ahora se han estudiado, durante el que ambas células
sufren cambios morfolégicos importantes, reflejo de cambios metabdli-
cos que se producen en este tiempo en el grano. Para su estudio
subdividimos este periodo atendiendo fundamentalmente a la forma

y posicidén de la célula generativa en

Joven grano de polen: recien terminada la divisién celular, cuando

la célula generativa de forma elipsoidal todavia estd wunida a

la pared del grano.

Grano de polen medio: cuando la célula generativa se independiza

de la pared del grano y adquiere una forma mas o menos esférica

rodeada completamente por el citoplasma de la célula generativa.

Grano maduro: Cuando la célula generativa vuelve a tener una

forma alargada elipsoidal desplazandose hacia uno de los poros,

opuestos al polo donde inicialmente se habia formado.

4.1. JOVEN GRANO DE POLEN

4.1.1. Célula vegetativa

4.1.1.1. Nacleo

El nGcleo vegetativo en el grano bicelular joven es de mayor

tamafio que el generativo situdndose en el centro del grano. Este
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nicleo es esféerico aunque la cubierta nuclear presenta ligeras

ondulaciones.

La cromatina alcanza rapidamente el grado mdximo de descondensacién

(fig. 42).

Las regiones intercromatinicas son muy activas ya que tienen
gran cantidad de material semidenso a los electrones constituido
por fibrillas inter y pericromatinicas, numerosos gréanulos
pericromatincos y algunos grupos de gréanulos intercromatinicos

(fig. 42).

El nlcleolo formado por componente fibrilar y granular finamente
entremezdado presenta centros fibrilares de pequefio tamafio y
diffciles de observar. El nucleolo presenta vacuolas de contenido

granular, tipicas de su estado activo (fig. 42).

4.1.1.2 Citoplasma

El citoplasma del grano de polen desde su inicio es rico en su
contenido, especialmente en la célula vegetativa, en donde se
encuentran todos los plastidios y la mayor parte de los demés
orgédnulos celulares. Esta densidad en organulos e inclusiones
paraplasmadticas aumenta progresivamente a lo largo de la maduracién

del grano.

Las mitocondrias en numero elevado, que se mantiene a lo largo

del desarrollo del polen son generalmente de forma ovoidea, presentan
gran cantidad de crestas mitocondriales que indican una elevada

funcionalidad. Son poco frecuentes las formas alargadas.

Los plastidios que en su totalidad han quedado en esta célula
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después de la divisidn asimétrica, aumentan ligeramente en nuUmero
con respecto a la microspora y tods ellos estan cargados por
uno o més granos de almidén de considerable tamafio que llegan

a ocupar incluso el plastidio completamente (fig. 43).

El aparato de Golgi estd representado por un ekvado nGmero de

dictiosomas, constituidos por cisternas muy activas, agrupadas
en nimero de 4 & 5 por dictiosoma. Los dictiosomas se encuentran
dispersos por todo el citoplasma observandose con frecuencia
en las zonas cercanas a la pared celular, fundamentalmente en

las proximidades de los poros (fig. 42).

Las cisternas de reticulo endoplasmdtico rugoso siguen encontrandose

en gran cantidad durante esta fase, aunque es menos frecuente
observarlas agrupadas en paquetes paralelos ya que mayoritariamente

esta cisternas estan aisladas o con ramificaciones (fig. 47).
El citoplasma contin@ia siendo muy rico en ribosomas, encontrandose
la mayoria formando polirribosomas dispersos por el citoplasma

fundamental (figs. 44, 47).

También se observa un ligero aumento de cuerpos lipidicos (fig.

43) .

En este estadio merece destacar el cambio que sufre la gran vacuola
que ocupaba la mayoria del citoplasma en el estadio anterior
Yy que parece fragmentarse en vacuolas més pequeflas, encontrdndose
ahora en mayor nuUmero y con un material muy denso en los bordes
del tonoplasto e inclusiones muy electrodensas (figs. 45, 47).
Es frecuente observar rodeando a 1las vacuolas cisternas de reticulo

endoplasmdtico rugoso (fig. 47).
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4.1.1.3. Pared: Exina e intina.

Cuando se forma el polen bicelular, la exina ya ha quedado practica-
mente formada y la intina que es continua con la pared de la joven
célula generativa, comienza a aumentar progresivamente en espesor
(fig. 44). Sin embargo, es en este periodo cuando el desarrollo
de las zonas aperturales es mas evidente. El plasmalema, pierde
su curvatura hacia el interior del citoplasma para ponerse en
un plano horizontal a la vez que se incrementa la cantidad de
tibulos de 1la intina poral, con un contenido todav{ia poco denso
a los electrones (figs. 43, 49). La regién en forma de lente de
la endexina disminuye en €spesor para aumentar en longitud, perdiendo
por tanto esta forma. En cortes ecuatoriales se observa en la
parte externa apical del poro una fina capa de material fibrilar
muy densa a los electrones a cuyos lados se encuentran pequertias
columnas de la ectexina que se insertan directamente en la endexina

faltando por tanto, la capa basal (fig. 43).

4.1.2. Célula Generativa

4.1.2.1. Nacleo

El nGcleo es ligeramente alargado, adaptdndose a la forma
elipsoidal que tiene la célula en este tiempo y la ocupa practicamen—
te salvo en una estrecha =zona de citoplasma que le rodea (tig

42).

Las masas de cromatina estén algo més condensadas que en el nudcleo

vegetativo de la otra célula.
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Las zonas intercromatinicas presentan solamente material fibrilar

y algunos gréanulos pericromatinicos.

El nucleolo presenta 1los dos componenetes: componente fibrilar
y granular lo que es indice de una cierta actividad, ademas presenta
centros fibrilares de mayor tamafio que los del nucleolo de 1la

célula vegetativa (fig. 42).

4.1.2.2. Citoplasma

En esta célula es muy reducido, con wuna poblacién ribosémica
andloga a la de la célula vegetativa, alguna cisterna de reticulo
endoplasmatico y algin otro orgénulo aislado como mitocondrias,
dictiosomas, cuerpos lipidicos o vacuolas pero nunca plastidios

(figs. 43, 44).

4.1.2.3. Pared: continuidad de la intina

Cuando el grano de polen estd recien formado es frecuente observar
como el tabique de separacidén entre las dos células aln no se
han completado, de forma que en los extremos de la célula generativa
en la zona més proxima a la pared del polen se pueden observar
vesiculas de gran tamafilo alGn sin fusionarse y con microtidbulos
perpendiculares entre ellas, restos del aparato mitdtico (fig.

a4).

Cuando la pared ya se ha completado esta se mantiene unida a
la intina y esté constituida por dos membranas que dejan en
su interior wuna zona transparente a los electrones de grosor
practicamente constante, aunque en algunas =zonas puede engrosarse
algo méas lo que le confiere una ligera irregularidad a la pared

(figs. 42, 43). Posteriormente la célula generativa se va abombando
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adquiriendo una forma mas o menos esférica hasta'llegar a estrangu-

larse e independizarse de la pared del grano (figs. 45, 46).

4.2 GRANO DE POLEN MEDIO

4.2.1. Célula vegetativa

4,2.1.1. Nacleo

El nGcleo vegetativo mantiene su forma esférica. La cromatina

se observa practicamente descondensada mostrando algunas masas

de cromatina muy densas que son de diferente tamafio muy proximas

a la cubierta nuclear (fig., 51).

Las zonas intercromatinicas van perdiendo el material semidenso

a los electrones siendo practicamente 1las Unicas estructuras

que se mantinenen los grénulos pericromatinicos.

El nucleolo va perdiendo su actividad.

4.2.1.2. Citoplasma

En general el contenido citoplasmatico de este estadio es méas

rico en organelas que en las fases anteriores.

Las mitocondrias sin ninguna caracteristica especifica, son en

su mayoria ovoides y raramente presentan alguna forma alargada.

Se hace evidente el aumento de plastidios y granulos de almiddén
respecto al estadio anterior, siendo este el periodo de mayor

contenido en almidén (figs. 50, 51).
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Los dictiosomas que constituyen el aparato de golgi se encuentran
dispersos por el citoplasma sin ninguna localizacidén preferencial,

ni actividad secretora al menos aparentemente.

. 3 - . .
Las «cisternas de reticulo endoplasmético rugoso solo ocasionalmente

se encuentran agrupadas paralelamente. Sin embargo, estas siempre
aparecen dilatadas y con wuna mayor densidad a los -electrones

en su contenido (fig. 52).

Es notable el aumento de los cuerposlipidicos en esta fase (fig.

46) encontrandose estos en estrecha relacién con ribosomas y
cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso (fig. 52) asi como

agrupados entre si (fig. 51).

Las vacuolas en este estadio son numerosas y muy pequeflas pudiendose

considerar como vesiculas grandes con inclusiones globulares

muy densas en su interior (fig. 50, 51).

4.2.1.3 Pared: Exina e intina

En esta fase aunque la pared no presenta nuevos elementos estructu-
rales, a excepcién de las regiones aperturales, se aprecia sin
embargo, un aumento del grosor de la ectexina especialmente en
la capa basal. El material fibrilar que anteriormente era observado
en la base de las arcadas de la exina ahora, se extiende hacia
las Dbéaculas o columnas, llegando a formar una cubierta de 1la

ectexina, salvo en la parte superior de estas baculas (fig. 53).

En las 2zonas aperturales se puede observar un abombamiento del
plasmalema hacia afuera el cual ya cesa en la emisidn de su evagina-
ciones para formar los tlbulos de la intina poral. Al mismo tiempo

se forma una zona de intina homegénea entre el plasmalema y los
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tibulos que hace que estos se aproximen cada vez més al &pice del
poro. Los tubulos parecen llenarse gradualmente de un material
denso a los electrones. La capa situada encima de la intina poral
(endexina) se va haciendo mas delgada, aumentando en longitud y
la masa fibrilar densa que corona al poro aumenta de grosor (figs.

48, 50, 51).

4.2.2. Célula generativa.

En este estadio la célula generativa adquiere forma esférica, con

su nlGcleo central que se adapta a la forma de la célula y esta

rodeado por una delgada capa de citoplasma (fig. 51).

4.2.2.1. Nucleo.
Se observa una progresiva condensacién de la cromatina en masas
de gran tamafio que se adosan frecuentemente a la membrana nuclear

(fig.46).

Las zonas intercromatinicas, bastante escasas, mantienen los gra-

nulos pericromatinicos (figs. 46, 51).

El nucleolo aparece densamente empaquetado, constituido sélo por

el componente fibrilar (fig. 51).

4.2.2.2. Citoplasma.

El escaso citoplasma que posee esta célula mantiene las caracte-

risticas del estadio anterior.
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4.2.2.3. Pared: independizacidén de la intina.
La pared ya formada en el estadio anterior mantiene constante
sus caracteristicas a lo largo de su desarrollo.
4.3. GRANO MADURO

4.3.1. Célula vegetativa

4.3.1.1. Nacleo

Este nlGcleo en el grano maduro sigue ocupando una posicién central.
La cubierta nuclear se va ondulando progresivamente de forma
que en un estadio avanzado se puede encontrar el nGcleo totalmente
lobulado y de aspecto '"ameboideo" (fig. 54).

La cromatina se mantiene en estado de semidescondensacién (fig. 54).
El nGcleolo disminuye considerablemente su tamafio quedando como
un resto fibrilar.

4.3.1.2. Citoplasma

El citoplasma es tan rico en este estadio que es dificil distinguir
con nitidez la individualidad de sus diferentes componentes

(fig. 54).

Las mitocondrias practicamente todas presentan forma redondeada

y con el mismo grado de desarrollo que en estadios precedentes

(fig. 55).
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Las =zonas aperturales estan muy abultadas. En ‘el &pice del poro
desaparece cualquier componente de 1la exina que queda relegada
a ambos lados del mismo. En un corte central el poro aparece
coronado por la masa fibrilar muy densa, a continuacién le sigue
la intina poral 1llena de tabulos ramificados, algo mas engrosados
que en estadios anteriores y cargados de un contenido muy denso
con respecto a la matriz de la intina en la que se encuentran
inmersas. Debajo de esta, la capa de intina carente de tGbulos
se hace mayor, presentando bandas de material mas denso. LlLama
la antencidn la presencia constante de cisternas de reticulo
endoplasmético rugoso adosadas paralelamente al plasmalema de

esta regidén (figs. 59, 60).

Se puede decir que en este momento el grano de polen estd listo

para germinar si encuentra el sustrato adecuado (fig. 58).

4.3.3. Célula generativa

La célula generativa adquiere una forma muy alargada (fig. 54).

4.3.3.1 Nacleo

Al igual que ocurrid anteriormente al adaptarse este nGcleo a
la forma de la célula aparece alargado. S6lo en cortes transversales

de esta célula parece redondeado (figs. 54, 57).

El grado de condensacién de la cromatina es muy elevado Llo que
le confiere un alto contraste a esta célula (va que el nacleo

la ocupa practicamente) dentro del grano de polen (fig. 54).
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E1l nucleolo ¢k pequefio tamafio es dificilmente observable.

4.3.2.2. Citoplasma

El citoplasma de esta célula no presenta cambios con respecto
a los primeros estadios de su formacién. Merece destacar la
presencia de microtibulos que en cortes longitudinales aparecen
a ambos lados del nlGcleco formando bandas en direcciédn del eje
longitudinal de la célula frecuentemente en contacto con la pared
(fig. ©56), y en cortes transversales los microtublilos forman
paquetes distribuidos por el citoplasma y cerca de la pared celular

preferencialmente (fig. 57).

4.3.2.3. Pared

Presenta las caracteristicas anteriormente descritas. En cortes
transversales se aprecian filamentos que atraviensan esta pared (fig.

57) .



LAMINA XV

Grano de polen recién formado

Fig. 43. Grano de polen recién formado con la célula generativa
por tanto adosada a la pared del grano. El nGcleo de la célula
generativa presenta cromatina parcialmente condensada. El citoplasma
de la célula vegetativa es rico en ribosomas, cuerpos lipidicos,
plastidios con almidon y restos de la gran vacuola. La intina
poral presenta gran cantidad de tdbulos y se continda con la
pared de la célula generativa (flechas). El &pice del poro esta

coronado por un material fibrilar denso (k%) (x7.600).

Fig. 44. Detalle de la formacién de la pared celular que separa
a las dos nuevas células. El tabique se forma por fusién de vesiculas
(doble flecha) y se finaliza por 'los extremos. Hay microtdbulos entre
las vesiculas no fusionadas aﬁn)obsérvese la riqueza de ribosomas
en el citoplasma de ambas células. El tabique que separa ambas

células es continuo con la intina (x22.000).






LAMINA XVI

Grano de polen joven

Fig. 45. Estrangulamiento de la célula generativa para independizarse
de la pared celular del grano de polen. Las vacuolas de la célula

vegetativa presentan inclusiones muy densas (x8.200).

Fig. 46. La célula generativa ya desprendida de la pared del
polen, se mantiene todavia cerca de la pared. El nlcleo ocupa
la mayor parte de la célula y su cromatina presenta un alto grado
de condensacién. Obsérvese la gran cantidad de lipidos que aparecen

en el citoplasma de la célula generativa en este estadio (x10.500) .

Fig. 47. Detalle de citoplasma del grano joven. Almidén, lipidos
y cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso en las proximidades
de las vacuolas. Las mitocondrias, todavia algunas son de forma
alargada. Se observan vacuolas con inclusiones densas ¥ un precipita-

do de andloga densidad en la periferia (x21.500).






LAMINA XVII

Grano de polen médio

Figs. 48. 49. Detalle de la intina poral y las tubulaciones que

presentan en su interior. En la figura 49 se puede observar como el
plasmalema ain emite tubulaciones y éstas son de contenido claro.
La figura 48 presenta un poro méds avanzado donde las tubulaciones
de la intina se alejan del plasmalema formandose un estrato de
intina sin ellas, a la vez que estas comienzan a aparecer con un

contenido més denso (x16.000) (x20.000).

Fig. 50. Corte central de una regidén apertural. La intina poral
llena de tubulaciones que se van alejando del plasmalema para
acercarse al é&pice del poro. Encima de la intina carente de exina
se puede observar un material fibrilar denso (%), y a ambos lados

del mismo se encuentra la exina estructurada (baculas) (x11.500).

Fig. 51. Se puede observar junto a la célula generativa el nicleo
vegetativo ocupando una posicién central en el grano de polen. El
nicleo vegetativo con la- mayoria de 1la cromatina descondensada
mostrando sbélo algunas masas muy densas, mientras que el nlcleo
generativo todavia redondeado, presenta la cromatina muy descondensa-
da. Obsérvese la riqueza de citoplasma de la célula vegetativa
en estructuras citoplasmédticas: almidén, lipidos, pequefias vacuolas

y R.E. (x6.300).






LAMINA XVIII

Grano de polen medio

Fig. 52. Detalle del citoplasma del grano de polen medio con gran
cantidad de cisternas de R.E. rugoso todavia alargadas y paralelas.
Estas cisternas estan dilatadas y contienen material denso en su

interior (x36.000).

Ei%;_éé; Detalle de la pared del grano de polen medio constituido
por exina e intina. En la exina se distingue una parte mis densa o
endexina y la parte externa mas clara o ectexina con su capa basal
y las columnas que se engruesan en sus dpices pudiendo llegar a
fundir entre si. La capa del material fibrilar condensado en la
base de las arcadas de la exina se extiende hacia las columnas
(flechas), formando una cubierta de 1la ectexina, salvo en 1la
superficie externa de la misma. La intina es una delgada pared con

respecto a la exina. (x56.000).






LAMINA XIX

Grano de polen maduro

Fig. 54. Vista general del grano de polen maduro. El nicleo vegetati-
Vo ocupa una posicidn central en el grano, su cromatina se mantiene
semidescondensada. Junto a él, estd la célula generativa muy
alargada cuyo nGcleo ocupa précticamente toda 1la célula, con

la cromatina muy condensada. (x9.500).

Fig. 55. Detalle del citoplasma de la célula vegetativa del grano
de polen maduro. El reticulo endoplasmdtico rugoso se ha fragmentado
en cortas vesiculas dilatadas y de contenido denso en estrecha
relacién con cuerpos lipidicos, que en este estadio se encuentran
en gran nlmero. El citoplasma fundamental es rico en ribosomas.
Las mitocondrias presentan forma redondeada. No se observa almidén
ni plastidios, que en este estadio disminuye notablemente y en
cambio aparecen unas vacuolas de contenido muy claro, homogéneas
en cuanto a su forma y de tamafio andlogo al de los cuerpos lipidicos

(%) (x16.000).






LAMINA XX

Grano de polen maduro

Figs. 56. 57. Detalle de la celula vegetativa. En el escaso citoplas-—

ma que posee esta célula se pueden observar paquetes de microtibulos
(circulos). El nacleo generativo presenta gran cantidad de cromatina
condensada y las =zonas intercromatinicas con algunos granulos
pericromatinicos. La pared externa de la célula generativa esta
rodeada .de vesiculas de R.E. rugoso adosadas a la pared. Fig 56

corte longitudinal y fig. 57 corte transversal. (x31.000) (x27.000).






LAMINA XXI

Grano de polen maduro

Fig. 58. Detalle del grano de polen maduro con la apertura muy
abultada. La intina apertural estd llena de tabulos engrosados
de contenido muy denso salvo un estrato prdximo al plasmalema
que carece de ellos. No hay ninguna capa externa que proteja
la intina poral. Se puede observar la célula generativa junto
al nlGcleo vegetativo 1lobulado en las cercanias de la apertura

(x12.300).

Fig. 59. 60. Detalles de distintas aperturas del grano de polen

maduro con las tubulaciones de la intina poral engrosadas, cargadas
de material denso y desplazadas hacia el dpice del poro. Inmediata-
mente debajo hay un estrato de intina carente de tibulos. Adosadas
al plasmalema se encuentran cisternas de R.E. denso paralelas
a él. En la fig. 60 se puede observar como la superficie externa
de la apertura estd coronada por material fibrilar denso (%)

(x14.500) (x%33.000).






LAMINA XXIT

Grano de polen maduro

Figs. 61. 62. 63. Detalle de la pared del grano de polen maduro.

La pared celular ya estd terminada. La intina ha engrosado con
respecto a estadios anteriores aunque sigue siendo el estrato
mads delgado de la pared. Las arcadas de la exina se encuentran
rellenas con un material gris osmiéfilo (%). En la figura 63
se puede observar la procedencia‘ externa al grano de este material,
por deposicidén en la superficie del polen de gotas de aspecto
lipico procedentes del 1lb6culo de 1la antera. En la figura 62
S€ pueden Observar en las biculas orificios blancos o microcanales

ya observados en otras fases (flechas) (x50.000) (x10.000) (x17.000) .
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5. CITOQUIMICA

Se fijaron muestras sbélo con glutaraldehido para realizar las
posteriores tinciones especificas, obteniéndose buenos resultados
excepto en la microspora joven a pesar de los miltiples intentos
realizados para ello. Esto nos sugiere que el estadio de microspora
joven es més sensible y por tanto dificil de fijar optimamente
cuando no se utiliza ningin post-fijador, también se modificaron
las conecentraciones de glutaraldehido y formaldehido asi como
el tampdn utilizado (cacodilato y fosfato). Sin embargo en todos
los casos la fijacidén obtenida fué deficiente por lo que en el
estadio de microspora joven no se han obtenido resultados optimos
en las tinciones preferenciales realizadas, que se detallan a

continuacién.

5.1. RIBONUCLEOPROTEINAS: EDTA

Para identificar 1la naturaleza quimica de los cuerpos semejantes
a nucleolos y masas fibrilares de posible procedencia nuclear
encontrados en el citoplasma de tetraday joven microspora, se
realizé la tincidén preferencial de EDTA para ribonucleoproteinas

segin Bernhard (1.969).

Con esta tincién el nlGcleo presenta en todos los estadios un
aspecto caracteristico con el nucleolo fuertemente tefiido que
contrasta con la cromatina condensada que aparece como masas
irregulares decoloradas. Estas masas de cromatina estan rodeadas
por un material fibrilar que también se tifle y corresponde a

las fibrillas pericromatinicas (figs. 64, 66). En un estadio
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posterior estesfibrillas pasan a observarse en las regiones intercro-
matinicas (fig. 67). Con esta técnica se aprecian mejor que con

tinciones normales los granulos pericromatinicos (50 - 80 nm).

En el citoplasma, nucleoloides y masas fibrilares también se
tifien, aunque los nucleoloides debido a tener una estructura
mas compacta presentan aparentemente un mayor grado de tincidn
(figs. 65, 67). Esporadicamente se ha encontrado en el interior
de 1las masas fibrilares, algunas zonas muy pequeflas de material
decolorado o blanquecino de caracteristicas semejantes a las
que presenta la cromatina condensada con la tincién del EDTA

(fig. 66).

5.2. POLISACARIDOS:ACIDO PERIODICO - TIOSEMICARBAZIDA - PROTEINATO
DE PLATA

Para identificar los polisacaridos de la pared del polen se utilizé
la técnica wutilizada por Thiery (1.967), que pone en evidencia

los grupos aldehidos después de su oxidacidén con el acido periodico.

En el periodo de tetradas donde 1los plastidios son pequefios y
con poco contenido en almidén se puede observar en el estroma
un fino reticulo punteado que desaparece al ir 1llenandose estos
cada vez mas de almidén (fig. 68) el cual aparece tefiido de un
negro intenso (fig. 72). En los dictiosomas del aparato de Golgi
aparece un fino precipitado (fig. 68). Igualmente la reaccidn
es positiva en el plasmalema pero no de una forma continua (fig.
69). La pared especial de calosa de la tetrada también aparece
con un precipitado muy fino esparcido muy homogéneamente y localizado
solo en una de sus capas . Bordeando a 1la calosa se encuentra

la primitiva pared celular de la célula madre del polen que también
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es altamente positiva a esta reaccidén dando la imagén de una

linea muy densa con precipitado (fig. 68).

En microsporas y grano de polen donde los granos de almidén son

de mayor tamafio que en tetradas, se pueden observar frecuentemente
rodeados por un halo radial menos denso, en el que se aprecia
un fino precipitado, prolongdndose a veces la tincién de los
granos hacia el citoplasma como si se produjera una difusidn
de hidratos de carbono (fig. 72). En la exina se observa un fino
precipitado que destaca en el borde externo de la misma, en donde
la elevada concentracidén de precipitado le confiere una mayor

densidad electrénica formando una linea entre la capa basal y
el material fibrilar de 1las arcadas (figs. 71, 72). Desde el
inicioen la formacién de la intina se observa un fino precipitado
en ella, que se va haciendo progresivamente mAs concentrado al
ir progresando el desarrollo de la intina (figs. 71, 72). En
la intina apertural aparece una imagen reticulada tefiida en una
matriz carente de tincidén. Por encima de la intina se aprecian
las estructuras lamelares de la endexina sin contrastar, desapare-
ciendo por tanto su tipica estructura de membrana (fig. 70).
La pared celular de 1la célula generativa presenta un aspecto

semejante a la intina en la presencia de precipitados (fig. 71).

5.3. CATIONES: PIROANTIMONIATO

La presencia de cationes en el grano de polen se ha detectado

mediante la localizacidén del producto de la reaccidn piroantimoniato

- osmio (Hardin y Spicer, 1.970).

En el grano de polen, es evidente la presencia de cationes ya
que aparece frecuentemente precipitado localizado en determinadas
regiones celulares. Este precipitado es de dos tipos: uno en
forma de anillo o pequefios circuloggs y el otro en forma de punteado

mas fino.
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El precipitado fino se 1localiza en vacuolas (fig. 76) mientras
que el precipitado circular se encuentra esparcido por el citoplasma
fundamental (fig. 73). Los lipidos presentan un aspecto caracteristi-
co con forma irregular 'ameboidea'" perdiendo su habitual forma

esférica (figs. 73, 75).

En la pared del grano la reaccién da siempe positiva. El precipitado
observado bordea a la ectexina y puede ser también de los dos
tipos antes indicados: bién precipitado fino semejante al que
se encuentra en el mismo tiempo localizado en las vacuolas (fig.
76) o bién precipitado en forna de anillos, igual al que aparece

en el citoplasma fundamental (fig. 73).

En el grano maduro sdlo se ha detectado en la ectexina el precipitado
en anillo o circular de forma que estos se hacen grandes y se
abren hasta formar una linea densa discontinua en la parte externa
de la ectexina (fig. 74). En este caso no se encontrd ningin

tipo de precipitado en el citoplasma.

5.4 SUPERFICIES CELULARES: NITRATO DE LANTANO

Esta técnica fué utilizada para estudiar 1la posible funcionalidad
de la pared del polen como barrera a la penetracidén de solutos

(Rowley y Flynn, 1.971).

En la microspora no se observan depésitos de lantano en el citoplas-

ma y solo se hacen més patentes las membranas celulares que destacan
por un mayor contraste, especialmente el tonoplasto. Esporddicamente
se observa un grueso precipitado o grumos en la pared celular
localizdndose aisladamente en la intina o a través de la exina
(fig. 77, 78). Sin embargo, es normal encontrarse unos depdsitos
densos de 0.1 Jm. de diametro localizados por la exina ocupando
el lugar de los espacios lacunares transparentes a los electrones

que previamente ha sido descritos en la exina (fig. 79).



123

En el grano bicelular joven, continGa 1la presencia de los depdsitos

densxs ¢n la exina. En el grano bicelular médio ademas se observan

los depdsitos densos de lantano tanto en la intina poral como
en el citoplasma fundamental, en el interior de pequefias vacuolas
y en el nacleo de la célula generativa y vegetativa (fig. 81,
83). La pared celular de la célula generativa aparece con un
fino precipitado que le confiere un mayor contraste (fig. 83).

Por ultimo en el grano maduro , cuando en la intina poral los

tdbulos dejan de estar en contacto con el plasmalema y estos
se encuentran cargados de material denso dejan de localizarse
los depdsitos de lantano en la misma y disminuye considerablemente
su presencia en el citoplasma (fig. 82). En cambio los depdsitos
densos de lantano se almacenan Yy van aumentando progresivamente
en la intina de las zonas no apeturales y en los bordes externos

de la exina (fig. 84).



LAMINA XXIII

Ribonucleoproteinas: EDTA

Nucleoloides y masas fibrilares

Fig. 64. Telofase-Interfase temprana. El nlGcleo presenta la cromatina
condensada no coloreada rodeada de material fibrilar pericromatinico
fuertemente tefiido. La masa fibrilar citoplasmidtica presenta

una tincién intensa (x25.000).

Fig. 65. Detalle de un nucleoloide y una masa fibrilar en el
citoplasma de una microspora en tetrada, ambas positivas al EDTA.
Se ponende manifiesto sus diferentes estructuras. La masa fibrilar
presenta en su interior dos glébulos mas compactos andlogos al

nucleoloide.

Fig. 66. Aspecto que presenta el nlcleo de una tetrada después
de la tincidén con el EDTA. Los nucleolos se tifien intensamente.
En el citoplasma una masa fibrilar en cuyo interior se puede
observar una 2zona de menor tincidén similar a la de la cromatina

condensada (flechas) (x20.000).

Fig. 67. Aspecto del nicleo, masa fibrilar y nucleoloide de una
microspora en fase de tetradas después de la tincidén con EDTA

(x12.500).






LAMINA XXIV

Polisacéaridos: Thiery

Paredes celulares

Fig. 68. Microspora de una tetrada. Aparece precipitado propio
de la reaccidén en plastidios, dictiosomas y en el estrato externo

de la pared especial de calosa (%,%) (x25.000).

Fig. 69. Microsporas de una tetrada. Aparece un precipitado denso

en algunas zonas del plasmalema (flechas) (x25.000).

Fig. 70. Zona apertural de una microspora vacuolada. La intina
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