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RESUMEN. Se hace un estudio ultraestructural de la pared del grano de polen
del olivo (Olea europaea), relacionando su desarrollo con la evolucién del
grano, desde el estado de microspora joven hasta la dehiscencia de la ante-
ra. Cuando la microspora se encuentra libre en el léculo de la antera ya
estd totalmente definida la exina. Durante la vacuolacién de la microspora
se consolida la exina estructurada por un aporte de esporopolenina. En este
tiempo también se inicia la deposicién de la intina. Durante la formacidén
del grano bicelular se deposita entre las arcadas de la exina, una cubierta
externa de material fibrilar densa a los electrones, procedente del tapetum,
y presumiblemente de naturaleza proteica. Finalmente, cuando la antera ya
estd preparada para la dehiscencia, se completa la pared del grano con un
material de apariencia lipidica. La presencia de este material en el léculo
de la antera coincide con la degeneracién del tapetum.

SUMMARY. The sequential development of the wall of the pollen grain of the
olive (Olea europaea) from young microspore stage to anther dechiscence is
described. When the microspore is released from the tetrad and the callose
special wall is degraded, the exine is clearly established. At the time of
vacuolation of the microspore cytoplasm the exine structure is consolidated
with new sporopollenin from the tapetum and this coincider with the onset of
intine development. During the formation of the bicellular grain, a
fibrillar electron dense coating material is found in the interbacular
spaces. This coating probably has a protein nature produced from tapetum.
Finally, when the anther is ready for dehiscence, the pollen grain wall is
completed with a weak grey-stained dense mass which is probably lipoidal in
nature, located between the exine arcade. The appearance of these lipidic
globules coincides with the degeneration of tapetum cells.

INTRODUCCION

Si bien ciertos aspectos ultraestructurales del grano de polen del
olivo ya han sido previamente descritos (PACINI & CRESTI, 1977;
PACINI, 1977; PACINI & JUNIPER, 1979; PACINI & CASADORO, 1981), sin
embargo, la enorme importancia de esta especie tanto desde el punto de
vista econémico, dada la incidencia en la agricultura de nuestro pais,
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como desde un punto de vista sanitario, si se tiene en cuenta que se
trata de una especie fuertemente alergénica, nos ha inducido a
profundizar en el conocimiento del grano de polen de esta especie.

En este trabajo se hace un estudio ultraestructural de la pared
del polen maduro (grano bicelular), relacionando su desarrollo con el
del grano de polen, desde el estadio de microspora joven hasta la
dehiscencia de la antera. Si consideramos que la pared del grano se
puede dividir en zonas aperturales e interaperturales, son a éstas ulti-
mas a las que aqui nos vamos a referir.

MATERIAL Y METODOS

Anteras de Olea europaea fueron recolectadas en el mes de Junio
de olivos crecidos en el jardin de la Estacién Experimental del Zaidin
de Granada. Las muestras fueron prefijadas durante dos horas, a tempe-
ratura ambiente, en glutaraldehido al 3% en tampén cacodilato Na 0.025
M y postfijadas en 0sO;, al 1% en el mismo tampén durante dos horas.
Después de lavar en tampén cacodilato, se deshidrataron en series gra-
duales de alcohol y se incluyeron en Epdn. Los cortes realizados en un
ultramicrotomo REICHERT ULTRACUT III, fueron tefiidos con una solucién
de acetato de uranilo y citrato de plomo y observados en un microscopio
electrénico de transmisién ZEISS EM 10C.

RESULTADOS

Una vez terminada la meiosis y la microspora deja de formar
parte de la tetrada para ser un grano independiente, la exina o parte
externa de la pared prdcticamente ya estd integramente formada en sus
diferentes elementos (bdculos, foot-layer y endexina), aunque posterior-
mente se produzcan variaciones en sus dimensiones (Fig. 1). Desde el
principio, se observa una marcada diferencia de contrastes entre la
ectexina y endexina, siendo ésta ultima mucho mds densa. En la zona
interapertural, endexina y capa basal, tienen aproximadamente igual
espesor, mientras en las proximidades de las aperturas, la capa basal
llega a desaparecer, quedando sélo la endexina y pequefios bdculos. En
la parte externa de la endexina, limitando con la capa basal, se puede
distinguir ocasionalmente unas estructuras lamelares semejantes a las
"white line" previamente descritas en la literatura (ROWLEY & DUNBAR,
1967; DICKINSON & HESLOP-HARRISON, 1968; NABLI, 1975a, 1975b, 1976;
SENGUPTA & ROWLEY, 1974; ROWLEY & DAHL, 1977).

Los bdculos o columelas son mds gruesas en sus dpices, estre-
chdndose en sus bases. Entre las arcadas de las columelas se aprecia
un material fibrilar tenue, sin ninguna ordenacién determinada (Fig.
2). En este estadio ain no se observa la intina, aunque esporddicamente
se observan algunas retracciones del plasmalema con respecto a la
endexina, quedando un espacio peripldsmico transgarente a los electro-
inas B o oucilo nab Itencuente en las regiones de las aperturas.

Progresivamente el citoplasma de la microspora se va vacuolando
hasta formarse una o varias vacuolas grandes que desplazan lateral-
mente al nicleo en interfase de la microspora. En este tiempo se observa
una delgada zona poco densa entre plasmalema y endexina, que co-
rresponde a la intina-(Fig. 3). Las columelas se engruesan en sus ba-
ses y algunas se pueden unir entre si por engrosamiento de sus dpices
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(Figs. 3 y 5). El material fibrilar anteriormente observado, se condensa
en la base de las arcadas, formando una cubierta de la capa basal de
la exina (Figs. 3, 4 y 5). Continuando con el desarrollo de la mi-
crospora, una vez que el nicleo alcanza una posicién lateral se inicia
la mitosis de la microspora y se forman las dos células del grano de
polen: generativa y vegetativa. En este tiempo no se observan grandes
cambios en la pared del grano. La intina progresa en su desarrollo y
se continda incialmente en la joven pared de la célula generativa.

Mds tarde, esta pared se independiza de la intina y la célula
generativa queda totalmente inmersa dentro del citoplasma de la célula
vegetativa. Este periodo de tiempo en que las dos células del grano se
diferencian entre si, es relativamente largo, considerando el desarrollo
global del grano de polen. Sin embargo en este tiempo no se observan
nuevos elementos estructurales en la pared del grano (excepto en la
regién de las aperturas). Solamente se aprecia un aumento del material
de la ectexina (esporopolenina) y el material fibrilar que en estadios
anteriores se observa en la base de las arcadas de la exina, se
extiende hacia las columelas, llegando a formar una cubierta de la
ectexina, salvo en la parte externa de la misma (Fig. 5). La ectexina
aumenta considerablemente en sus dimensiones, especialmente la capa
basal en relacién con la endexina, cuyo espesor se hace mucho menor.
Finalmente, cuando la antera estd cerca de la dehiscencia (color amari-
llo), se observa gran cantidad de gotas lipidicas en el léculo de la
antera que se depositan entre las arcadas de la exina (Figs. 6 y 7).

En el esquema que acompafia al trabajo se resume la formacién de
las diferentes estructuras de la pared del polen, correspondiendose con
las distintas del desarrollo del grano de polen.

DISCUSION

Las observaciones presentadas en este trabajo coinciden en lineas
generales con las anteriormente descritas en otras especies. Se puede
establecer como caracteristica general que el modelo de la exina queda
determinado en el tiempo de tetradas (ROWLEY, 1959; MEPHAM & LANE,
1968, 1969; MATTSSON, 1976).

En algunas especies se detecta un aporte de esporopolenina tape-
tal, en el periodo de postetradas, después de la digestién de la pared
especial de calosa, produciéndose un crecimiento de los elementos de la
exina en este tiempo (ROWLEY & DAHL, 1977; OWENS & DICKINSON, 1983).
Este hecho también ocurre en Olea europaea, aprecidndose una
consolidacién de exina estructurada en el periodo de grano de polen
vacuolado. En nuestras observaciones no encontramos ningin cambio en
las caracteristicas de tincién de la exina, durante su desarrollo
indicativo de una posible alteracion quimica de sus componentes, como
ha sido sefialado en Gibasis (Commelinaceae) (OWENS & DICKINSON, 1983).

ramble€n parece generalizado en otras especies el que la intina
inicie su deposicién antes de la primera mitosis haploide del polen
(ROWLEY, 1959; MEPHAM, 1970; MEPHAM & LANE, 1970; MATTSSON, 1976) y
continda a lo largo del estadio de polen bicelular (OWENS & DICKINSON,
1983). La intina del grano del olivo, al igual que en otras especies, es
de naturaleza pectocelulésica al dar positiva la reaccion de PAS (PACINI
& JUNIPER, 1979). Nosotros no hemos encontrado microtibulos ni ningin
otro orgdnulo directamente relacionado con la deposicién de la intina. Se
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observan ribosomas y reticulo endoplasmdtico en las cercanias del
plasmalema, ya que ambos son muy abundantes por todo el citoplasma
del grano de polen.

La presencia de una cubierta fibrilar de la superficie externa ha
sido detectada también en Artemisia vulgaris, la cual se tifie inten-
samente para proteinas a lo largo de la maduracién del polen (ROWLEY
& DAHL, 1977). PACINI & JUNIPER (1979) describen en Olea europaea un
material fibrilar, también de naturaleza proteinica, entre las columnas
de la exina, que segin los autores desaparece en la madurez del grano
para acumularse exclusivamente en las regiones aperturales. Sin
embargo, en las fotografias de su trabajo, aunque ellos no lo mencionen
expresamente, se puede apreciar una cubierta fibrilar entre las
arcadas, bien en la parte externa de la capa basal de la exina o bien
en los laterales-de los bdculos idéntica a la que nosotros hemos descrito
previamente en nuestros resultados. Pensamos que esta cubierta también
es de naturaleza proteica, procedente del tapetum y se puede analogar
con las trifinas descritas en la superficie de exinas de otras especies
(DICKINSON & LEWIS, 1973; HESLOP-HARRISON & col., 1973; VITHANAGE &
KNOX, 1976).

Finalmente, cuando la antera estd madura para la dehiscencia,
los glébulos grises de aspecto lipidico, que se encuentran tanto en el
loculo de la antera como embebidos dentro de las arcadas de la exina,
evidentemente son de origen tapetal. La naturaleza lipidica de estos
glébulos ha sido mostrada por PACINI & CASADORO (1981) y corresponde
al "pollen-kitt" en el sentido de PANKOW (1957), procedente de células
tapetales y compuestos de carotencides y lipidos. En cuanto a la funcidén
de este material en la pared del polen, compartimos la opinién de
PACINI & CASADORO (1981), de que en el caso de Olea europaea,
tratdndose de una planta de regiones secas y soleadas durante la flo-
racién, la hipdtesis mds acertada es de que forma una capa para pre-
venir la desecacién y/o los posibles efectos mutagénicos de la radiacién
UV sobre la célula generativa (LINSKENS & KROH, 1967). Por el contrario
no es probable que estas sustancias sirvan para que los granos de
polen se adhieran a los insectos (KNOLL, 1930), ya que se trata de una
especie que se poliniza por el aire.
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EXPLICACION DE LAS FIGURAS

FIGURA 1.- Pared de joven microspora recién liberada de la tetrada. La exina ya estd completa
con sus tres partes: béculos o columelas (b); foot-layer o capa basal (c) y endexina (en). La
endexina presenta un mayor contraste que el resto de la exina. (x 20.790).

FIGURA 2.- Citoplasma de joven microspora con retracciones del plasmalema con respecto a la
endexina (*). Entre las arcadas de las columnas se observa un material fibrilar sin ninguna
ordenacién determinada (flechas). (x 16.000).

FIGURA 3.- Joven microspora vacuolada (v) con el ndcleo (N) desplazade lateralmente. Entre el
plasmalena y la endexina se encuentra una delgada zona, poco densa y uniforme en toda la super-
ficie del grano, excepto en la regién de las aperturas, en donde es mds grande, y que corres-
ponde 2 la intina (in) o pared irterna del grano. (x 7.600).

FIGURA 4.- Pared de microspora vacuolada. En la endexina, en el limite con la capa basal, se
pueden distinguir estructuras lamelares, con una zona central mas clara (flechas). Una fina capa
de material fibrilar (nf) entre las arcadas cubre a la capa basal. Cisternas de reticulo
endopldsmico rugoso (RE), se encuentran paralelas y préximas a la superficie del grano. (x
32.000).

FIGURA 5.- Pared de grano de polen bicelular joven. Las columnas llegan a fundir entre si por
engrosamiento de sus cabezas o dpices. La capa de naterial fibrilar condensado en la base de las
arcadas de la exina, se extiende hacia las columnas, formando una cubierta de la ectexina, salvo
en la superficie externa de la misma. La intina sique una delgada pared con respecto a la exina.
(x 16.400).

FIGURAS 6 Y 7.- Grano de polen bicelular maduro. La pared celular ya estd terminada. La intina
ha engrosado con respecto a estadios anteriores., las arcadas de la exina se encuentran rellenas
con un naterial gris osmiéfilo (0). En determinados sitios (flechas) se encuentra la procedencia
externa al grano de este material, por deposicién en la superficie del polen de gotas de aspecto
lipidico, procedentes del léculo de la antera. (x 3.750 y x 17.000).
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