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RESUMEN 

En este trabajo se estudia el posible paso de material a través de la pared del polen de tomate. Se 
ha utilizado nitrato de lantano como elemento traza, añadido a una solución fijadora o bien medio de 
cultivo en el que se mantuvieron los granos previamente a su fijación. Nuestros resultados muestran 
paso de material, existiendo una relación entre el grado de maduración del grano y las vías de paso 
encontradas. Es importante destacar que la incorporación de lantano antes o simultáneamente a la 
fijación no parece influir en el paso del mismo hacia el citoplasma. 

SUMMARY 

We studied the passage of material through the tomato pollen grain wall. Lantanum nitrate was 
used as trace element and it was added to a fixative solution or a culture médium, in which pollen 
grains were cultured before the fixation. We observed the passage of material depends of stage of 
development of the pollen grain; the passage is lower when the pollen grain is more nature. It is 
important to note that the trace element incorporation before or simultaneosly with the fixation have 
not influence in lantanum passage to the cytoplasm. 

INTRODUCCIÓN 

El grano de polen es una estructura de gran importancia dentro del ciclo de vida 
de plantas superiores. De todos es conocido que el grano de polen se encuentra 
rodeado de una pared cuya naturaleza esporopolenínica ha sido considerada como 
una barrera que lo aisla del medio externo. 

Sin embargo el grano de polen es una estructura dinámica que debe mantener 
relación con su entorno durante su desarrollo. Existen trabajos previos en los que 
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se demuestra, como el nitrato de lantano, utilizado como elemento traza, puede 
penetrar hacia el interior del grano de polen a través de su exina( ROWLEY & 
FLYNN, 1 9 7 1 ; ROWLEY, 1975; FERNANDEZ & RODRÍGUEZ-GARCÍA, 1990). 
Otros marcadores utilizados como son hierro coloidal (ROWLEY & DUMBAR, 
1970), peroxidasa exógena y ferritina (ROWLEY, 1975) también han demostrado 
que estos elementos pueden llegar hasta el citoplasma del grano, para lo cual 
deben atravesar la pared del mismo. Se han descrito varias vías de paso a través 
de la pared del polen: a) del material de la exina (ROWLEY & FLYNN, 1971); b) 
de microcanales existentes en la exina (ROWLEY et al, 1987; ABADIE et al, 1986 
y 1988) c) por regiones aperturales (ROWLEY & DUMBAR, 1970). Además el 
lugar o lugares de paso pueden variar según el estadio de desarrollo del grano de 
polen (FERNANDEZ & RODRIGEZ-GARCÍA, 1990). 

El objeto de este trabajo es estudiar en el polen del tomate (Lycopersicum 
esculentum) el comportamiento de su pared con respecto al paso del lantano 
tanto cuando éste se encuentra dentro de la antera como cuando ya está libre. 
Para ello utilizamos dos métodos diferentes; a) fi jación de las anteras en 
soluciones de glutaraldehido y osmio a las cuales se le añade el elemento traza; 
b) incorporando el elemento traza en un medio de cultivo en el que se mantiene 
el polen durante un t iempo determinado para posteriormente ser fi jado. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Se fijaron anteras de tomate {Lycopersicum esculentum) de tamaño 
comprendido entre 5-8 mm de longitud de dos formas diferentes: 1) serie control 
siguiendo el proceso convencional de preparación de muestras para microscopía 
electrónica (FERNÁNDEZ & RODRÍGUEZ-GARCÍA, 1988); 2) serie problema en la 
que la fijación se realizó en soluciones fijadoras de glutaraldehido y osmio a las 
que se les añadió 1 % de nitrato de lantano (FERNÁNDEZ & RODRÍGUEZ-GARCÍA, 
1990). La deshidratación se llevó a cabo en serie gradual de etanol y la inclusión 
de las muestras fue en resina EPON. 

Para la realización del cult ivo se aislaron granos de polen maduros por 
aplastamiento de anteras. Una vez aislado se mantuvieron durante 2-4 horas en 
un medio de cultivo MR26, según indican BENITO MORENO et al (1988), al cual 
se le había añadido 1 % de nitrato de lantano. Posteriormente estos granos de 
polen fueron fijados por el mismo procedimiento que la serie control. 

Las secciones ultrafinas (70-80 mm) fueron realizadas con un ultramicrotomo 
Reichert Jung Ultracult-E. Sólo las secciones control fueron contrastadas con 
acetato de urnilo y citrato de plomo (REYNOLD, 1963). Las observaciones fueron 
realizadas en Microscopio Electrónico de Transmisión Zeiss 10C a un voltaje de 
60kV. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En los experimentos realizados utilizando como elemento marcador el nitrato 
de iantano, se ha observado que la pared del grano de polen de tomate permite 
la entrada de material procedente del exterior. Estos resultados vienen a confirmar 
los anteriormente publicados en Olea europaea (FERNÁNDEZ & RODRÍGUEZ-
GARCÍA, 1990). Es bien conocido que el polen bicelular medio y maduro consta 
de una pared bien desarrollada, constituida por exina e intina. Todas las muestras 
de tomate, excepto las muestras control, presentan trazas de Iantano en forma 
de un precipitado denso a los electrones (Fig. 1 , 2, 4). El lugar de acumulación de 
dicho precipitado varía según el estadio de desarrollo del grano de polen. 

En el polen bicelular medio, es posible localizar precipitado de Iantano tanto 
a nivel de pared como de citoplasma (Fig. 2). En la pared de las regiones 
interaperturales (Fig. 2) el precipitado fino de Iantano se encuentra esparcido de 
forma homogénea entremezclado con el material que constituya la exina. Los , 
microcanales, que atraviesan el tectum y permiten la comunicación entre el ' 
infratectum y el medio exterior, también se encuentran llenos de precipitado así 
como el infratectum. La intina de las regiones interaperturales también tiene una • 
apariencia electrón densa como consecuencia de la acumulación del precipitado ; 
(Fig. 2). El citoplasma contiene pequeñas vesículas llenas de material í 
electrodenso, las cuales se localizan cercanas o incluso en contacto con el ' 
plasmalema (Fig. 2). La membrana plasmática es impermeable al nitrato de Iantano 
(REVEL & CARNOVSKY, 1967) lo cual ha llevado a sugerir que el origen de estas 
vesículas llenas de precipitado sea a partir de invaginaciones del plasmalema 
producidas como consecuencia de procesos de pinocitosis (ROWLEY et al, 1970; ̂  
ROWLEY & DUMBAR, 1970; ROWLEY & FLYNN, 1971). En las regiones' 
aperturales del polen medio, los depósitos de Iantano se acumulan a nivel de las 
tubulaciones del oncus de la intina estando la matriz de la intina apertural libre de 
precipitado (Fig. 1). 

En el polen maduro los depósitos de Iantano localizados en la pared de las 
regiones interaperturales se acumulan en los mismos lugares descritos en el polen 
medio (microcanales, infratectun e intina). La diferencia más notable entre ambos 
estadios de desarrollo, es la completa inexistencia de marcado a nivel de las 
regiones aperturales del polen maduro, y consecuentemente la cantidad de 
precipitado apreciada es menor. El Iantano se acumula especialmente en la intina, 
a ambos lados de la región apertural. Al igual que en el estadio anterior es posible 
encontrar vesículas dispersas por el citoplasma que contienen material 
electrodenso. Regiones aperturales, microcanales y material de la exina ya habían 
sido previamente descritas como posibles vías de comunicación entre el esporofito 
y el gametofi to (RAWLEY & FLYNN, 1971). 

La finalidad de añadir el nitrato de Iantano al medio de cultivo fue la de 
intentar que las condiciones a las que era sometido el grano de polen fueran más 
parecidas a las condiciones fisiológicas que cuando el Iantano era añadido a la 
solución fijadora y como consecuencia sometidas a un stress lento, ya que la 
fijación de la célula mediante procedimientos químicos es paulatina. Hay que tener 
en cuenta que la incorporación del Iantano al medio también puede producir 
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efectos tóxicos en el grano, sin embargo, la baja concentración del elemento traza 
y la corta duración del cultivo nos hacen pensar que estos efectos podrían ser 
mínimos como lo demuestra el hecho de que la organización celular del grano no 
se ve afectada. La distribución de los depósitos de nitrato de lantano fue similar 
tanto en el polen cultivado en medio que contiene el elemento traza (Fig. 3, 4) 
como en el polen fijado en solución con lantano (Fig. 1 , 2). Las regiones 
aperturales del polen maduro, en ambos casos, se encontraban libres de 
precipitado (Fig. 3), mientras que las regiones interaperturaies muestran el 
precipitado localizado a nivel del infratectum, microcanales y entre el material de 
la exina (Fig. 4). En conclusión, podemos afirmar que las vías de paso por las 
cuales penetra el elemento traza hacia el interior del polen no se ven afectadas 
por la metodología empleada, ya que distintos procedimientos conducen a 
Idénticos resultados. También se ha confirmado, que en el polen del tomate, las 
vías de paso disminuyen con el grado de madurez del grano, lo cual ya había sido 
anteriormente descrito para el polen del olivo (FERNÁNDEZ & RODRÍGUEZ-
GARCÍA, 1990). Este hecho tiene una explicación razonable si tenemos en cuenta 
que las necesidades fisiológicas que tiene el grano de polen varían durante su 
desarrollo. Cuando el grano de polen ya está desarrollado y maduro es 
autosuficiente por contener gran cantidad de sustancias de reserva, por lo que la 
necesidad de aporte de material de origen externo es mínima. 

Figuras 1 y 2.- Muestras fijadas en solución de glutaral-dehido más postf i jación con osmio ambas con 

1 % de nitrato de lantano. 
Figuras 3 y 4 - Muestras cult ivadas in vitro en medio MR26 con 1 % de nitrato de lantano. 

Figura 1 - Reglón apertural de polen medio, obsérvese precipitado denso (flechas) localizado a nivel de 
las tubulaciones del oncus de la intina (01). 
Figura 2 - Región interapertural de polen medio. Infratectum (1) e intina (In) con gran cantidad de 
precipi tado. Obsérvese la presencia de vesículas densas en las cercanías o en contacto con el 
plasmalema (flechas). 
Figura 3 - Región apertural de polen maduro. El oncus de la intina (01) se encuentra libre de 
precipitado. Las flechas señalan depósitos localizados sobre la superficie de la apertura y en la intina 
(In) a ambos lados de la región apertural (flechas). 
Figura 4 - Región interapertural de polen maduro. El precipitado se observa en la superficie externa de 
la pared del grano (flechas); infratectum (I) e intina (In). 
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