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RESUMEN

HERRERA P., J.C. Desarrollo morfolégico de la antera y el grano de polen de Coffea arabica L. var
Colombia. Cenicafé ( Colombia ) 46 (1): 21-31 1995.

Se hizo un seguimiento del desarrollo in vivo del polen y la antera de Coffea arabica L. var Colombia desde los
primeros estados de diferenciacién del bot6n floral, hasta el momento de la dehiscencia. El estudio histolégico
mostré la forma como se diferencian los tejidos sométicos de la antera, asi como el tejido esporégeno que
conduce al desarrollo del polen maduro. Mediante la utilizacién de un colorante de fluorescencia ADN
especifico (Mitramicina) fue posible visualizar claramente el proceso de microesporogénesis, de importancia
en el desarrollo de nuevastecnologias para el mejoramiento de plantas. Las observaciones realizadaspermitieron
comprobar la estrecha relacién entre el desarrollo de la antera y la formacién del grano de polen en plantas de
café.

Palabras claves:  Morfologia del café, boténica, diferenciacién, mejoramiento genético, crecimiento y
desarrollo, histologia, microesporogénesis.

ABSTRACT

An in vivo study was carried out to follow development of pollen and anthers of Coffea arabica L. var Colombia
from the first stages of differentiation of the flower bud until deshiscence. The histological study showed the
form of differentiation of the somatic tissues of the anther and the sporogenic tissue that leads to development
of the mature pollen. By means of a fluorescent DNA-specific dye (Mitramicina) it was possible to clearly
visualize the process of microsporogenesis, of importance in the development of new technologies for plant
breeding. The observations carried out proved the close relationship between the development of the anther and
the formation of the pollen grain in the coffee plant.

Keywords:  Coffee, morphology, botanic, differentiation, breeding, grow and development, histology,
microsporogenesis
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El polen en sus diferentes estados de desa-
rrollo desde la microspora hasta su germina-
ci6n, representa un elemento muy fitil para el
estudio de la genética molecular, la expresién
de genes y el desarrollo celular del gametofito
masculino en las plantas superiores (22). En el
caso del cafeto, el estudio del desarrollo del
polen resulta de gran importancia para el apro-
vechamiento de nuevas tecnologias enfocadas
al mejoramiento genético del cultivo, tales
como la fertilizacién in vitro, la variacién
gametoclonal, la androgénesis y la transforma-
cién genética.

Son escasos los trabajos relacionados con el
desarrollo gametofiticoen café, y salvo algunas
observaciones bioquimicas (19, 20) y citolégicas
(12,13, 14, 15), no existen estudios recientes al
respecto; por tanto, el presente estudio aporta
nuevos conocimientos acerca de la biologia
reproductiva del café, con énfasis en el desarro-
1lo histolégico de 1a antera de Coffea arabica L.
y surelacién conlas diferentes fases de desarro-
1lo del grano de polen.

MATERIALES Y METODOS

Observaciones histologicas. El desarrollo de
la antera se estudié en botones florales de C.
arabicaL.var. Colombia de diferentes tamafios
(5 a 20 mm). Las anteras una vez disecadas se
fijaron por espacio de dos horas en una solucién
compuesta por glutaraldehido (1%),
formaldehido (4 %)y buffer Millonig (Na,HPO,,
2.0 %; NaOH, 2,52 %; Glucosa, 5.4 %) en
proporcion 1:1:1 respectivamente. Antes y des-
puésdelapos-fijacién delas anterasen tetréxido
de osmio (1 %), se realizaron tres lavados con
una solucién buffer de cacodilato (0,2 M).
Luego de la deshidratacién de los tejidos y
utilizando una serie de soluciones diluidas de
etanol (25, 50, 75, 90 y 100 %), las muestras se
embebieron en resina spurr y se incubaron a 65
°C por 24 horas (16).
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Con ayuda del ultramicré6tomo, se obtuvie-
ron cortes semifinos de 0,5y 1,0 um de espesot,
que se tifieron con azul de toluidina y posterior-
mente se tomaron fotografias en el microscopio
de campo claro.

Observaciones citolégicas. Para el seguimien-
to del desarrollo in vivo del grano de polen, se
realizaron observacionesmediante microscopia
de transluz y de epifluorescencia.

Para las observaciones bajo el microscopio
de luz transmitida, se tomaron 70 botones flo-
rales de Coffea arabica L. var. Colombia con
una longitud entrelos S y los 20 mm y se fijaron
en una solucién de Carnoy compuesta de etanol
y 4cido acético en proporcién 3:1 durante 24
horas; posteriormente se tomaron tres anteras
por bot6n para extraer las microsporas conteni-
das en su interior, por presién sobre una l1dmina
porta-objetos. Luego de retirar el material de la
pared de la antera, se adicionaron unas gotas de
acetocarmin, calentando suavemente la ldmina
durante algunos segundos para permitir la me-
jor fijacion del colorante sobre las estructuras
celulares.

Las observaciones de fluorescencia requi-
rieron de aislamiento mecédnico de las
microsporas; se presionaron las anteras sobre
una malla con poro de 350 um, y se lavaron
luego con medio de aislamiento compuesto por
las sales bésicas de Murashige y Skoog (17)
diluidas a la mitad, HCl-cisteina (0,3 g/L),
manitol (55 g/L) y un pH ajustado a 5,8.

Se utiliz6 la metodologia propuesta por
Pace et al. (18), para lo cual, se tomé un
volumen de 35 ul de la suspensiéon de
microsporas y se mezcl6 con unas gotas de
solucién buffer chopping *. Posteriormente se
adicionaron 5 ul de mitramicina (0,5 mg/ml),
un colorante de fluorescencia afin con el DNA

* (MgCl,.6H,0, 45 mM; Citrato trisédico, 30 mM; MOPS,
20 mM; Triton x-100, 1mg/ml y pH = 7,0)




nuclear y de amplia utilizacién en estudios de
micro-esporogénesis (2). Al cabo de 20 min, las
muestras se observaron bajo un microscopio
Zeiss Axiophot dotado con un equipo de
epifluorescencia y un juego de filtros de exci-
tacién en el margen de transmisién de 450y 490
nm.

En todas las muestras se observé y registr6
la frecuencia y tipo de microsporas presentes, y
se caracterizaron las diferentes fases de desa-
rrollo del grano de polen ( Tabla 1).

RESULTADOS Y DISCUSION

Desarrollo dela antera. En loscortes transver-
sales de botones de 4 a 5 mm de longitud
(Figura 1a) se observa que los tejidos tanto de
la antera como del ovario ya estan bien diferen-
ciados y que los pétalos muestran un arreglo
circular que encierra totalmente los 6rganos
florales en desarrollo. Durante este estado, las

anteras ya presentan una diferenciacién com-
pleta del arquesporio que dar4 finalmente ori-
gen tanto a las células del tapete como a los
granos de polen.

En la Figura 1b se observan las células
arquesporiales situadas hacialos extremos late-
rales de la antera inmadura. Estas células, que
tifien més denso, se disponen en dos capas bien
definidas: una capa externa de células prima-
rias del tapete y una capa interna de células
madres del grano de polen.

Cuando el botén floral tiene entre 8y 10 mm
de longitud, se han formado totalmente los
cuatro 16culos de la antera (Figura 1c). En este
estado es fécil distinguir una capa epidérmica
unicelular, asi como un tejido conectivo denso
y un haz vascular que penetra a través del
filamento y recorre el tejido central de la antera
(3). Dentro de cada l6culo es posible observar
una capa de células que forman el tapete y que

TABLA 1. Caracterizacién de los diferentes estados de desarrollo del grano de polen en C. arabica L. var. Colombia.

TIPO DE CELULA DESCRIPCION
CELULA MADRE Célula en fase premeiética presente
en botones de 5 mm de longitud. @
TETRADA Célula madre una vez se han formado las &
cuatro células producto de la divisién meiética. =)
=
MICROSPORA
UNINUCLEADA
TEMPRANA Microspora recién liberada de la tétrada. @
MICROSPORA
UNINUCLEADA
TARDIA Microspora en fase premitética.
MICROSPORA Microspora con dos nicleos producto
BINUCLEADA de la primera divisién mitética

(divisién asimétrica).
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recubren las cavidades internas. Estas células  cias implicadas en la nutricién y formacion del
se hallan en plena actividad y su funcién prin-  grano de polen (1,5). Al igual que lo observado
cipal consiste en secretar una serie de sustan-  en otras especies del género Coffea (19, 20), en
C. arabica €l tapete es de tipo secretorio y
degenera progresivamente hasta desaparecer
justo al momento de la dehiscencia de la antera.

Figura 1. Diferentes estados de desarrollo de la antera de Coffea arabica L. Var. Colombia en botones de 4 - S mm (a y b)
8-10mm (¢) y 15 mm (dy e). T, tapete; v, tejido vascular; ¢ tejido conectivo; M, microsporas; P, polen; Pt, pétalo; An,antera;
Ov, ovario; Es, estomio; Ep, epidermis; En, endotecio; cmm, célula madre de la microspora; cpt, célula primaria del tapete.
(Aumento = 100x).

24 Cenicafé, 46(1): 21-31. 1995




Tres a cinco dias antes de la antesis (botones
de 15 mm de longitud) las células que forman
el estomio o zona de apertura de la antera,
muestran una estructura de paredes celulares
delgadas que se rompen facilmente almomento
de la dehiscencia (Figura 1d),mientras que las
células del tapete se pierden por completo.

Cuando se produce la dehiscencia de las
anteras (Figura le) los botones han alcanzado
una longitud promedio de 20 mm. En este
estado, se observan claramente los
engrosamientos caracteristicos de las células
subepidérmicas que forman la capa fibrosa o
endotecio (Figuras 2 y 3).

Figura 2. Células del endotecio mostrando los
engrosamientos caracteristicos de la pared celular (flechas).
Cl, cavidad locular; Cu, cuticula; Ep, epidermis. (Aumento
= 1000x).

Estas estructuras provocan que las células
cambien su forma en condiciones de
deshidratacién (épocas secas), haciendo que
todo el tejido epidérmico se contraiga pro-
duciéndose la apertura de los sacos polinicos
por rompimiento del tejido alo largo de la zona
més delgada denominada estomio (5,7).

El analisis histolégico mostré que tanto las
células que dan origen al tapete como al grano
de polen (Figura 4), se hallan muy compactas
durante las primeras etapas del desarrollo y
luego empiezan a diferenciarse en forma pro-
gresiva, hasta llegar a formar los tejidos antes
descritos.

Por otra parte, fue posible advertir la pre-
sencia de algunos estomas sobre la epidermis
que rodea la antera (Figura 5). Tales estructuras
no son muy frecuentes en este tipo de tejidos,
sin embargo, se han registrado cubriendo el
filamento de la antera en otras especies vegeta-
les (4).

Desarrollo del grano de polen. El proceso de
microesporogénesis en Coffea arabica L. se ha
reportado como normal, pues presenta todaslas
caracteristicas propias del desarrollo
gametofitico de las angiospermas (3, 14).

Figura 3. Anteramadurade Coffea arabica L. var. Colombia,
mostrando el detalle de un saco polinico en el momento de
la dehiscencia de la antera. T, tapete; P, polen; Es, estomio;
Ep, epidermis; En, endotecio. (Aumento = 400x).
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Figura 4. Células esporégenas primarias derivadas del
tejido arquesporial. emm, célula madre de la microspora;
cpt, célula primaria del tapete. (Aumento = 400x).
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Figura 5. Estomaen la epidermis del tejido dela antera. Ep,
célula de la epidermis; Co, célula oclusiva; Cf, cavidad
estomatica frontal; Cu, cuticula. (Aumento = 1000x).

Las células madres del polen (Figura 6a)
inician su diferenciaci6én con la formacién de
una gruesa capa callosa que se distingue clara-
mente al microscopio de transluz. Durante esta
fase, se inicia el proceso de divisién meidtica
con la formacién de dos nicleos haploides
(meiosis I) -Figura 6b- seguida por una division
mitética de estos (meiosis IT) para formar final-
mente cuatro niicleos haploides bien diferen-
ciados (Figura 6¢).

A continuacidn, se produce la segmenta-
ci6n del citoplasma (citocinesis) que origina la
tétrada (Figuras 7a, 7b y 8a); las microsporas
recién formadas se liberan gracias a la ruptura
delapared de callosa (Figuras 7c y 8b) e inician
la formaci6n de una pared compuesta por dos
capas bien definidas: la exina y la intina, carac-
teristicas de la microspora uninucleada madura
(Figuras 7d y 8c).

El paso de la fase uninucleada a binucleada,
supone una division asimétrica del nicleo la
cual se visualizé claramente gracias a la
técnica de epifluorescencia (Figuras 8d, 8e, y
8f), pero con dificultad cuando se tifieron las
células con acetocarmin (Figura 7e). Esta divi-
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sién mit6tica que sufrela microspora originaun
nicleo vegetativo grande y' muy denso, y un
niicleo generativo més pequefio y difuso, los
cuales caracterizan al grano de polen maduro.

Figura 6. Estados iniciales de diferenciacién de las células
madre del polen del cafeto. (a) Células madres del polen; (b)
y (¢) formacién de 2 y 4 niicleos haploides respectivamente
(flechas), como producto de la meiosis. (8, pared de callosa).
Aumento 630x.




Nyt

Figura 7. Secuencia del desarrollo del grano de polen de café desde el estado de tétrada hasta la formacién del polen
binucleado. Microfotografias de campo claro utilizando tincién con acetocarmin para destacar algunas estructuras celulares.
(a) tétradarecién formada; (b) tétrada madura; (c) liberacién de las microsporas recién formadas, por rompimiento de la pared
de callosa; (d) Microspora uninucleada temprana; () Microspora binucleada temprana; (f) microspora binucleada madura;.
Ca, pared de callosa; n, niicleo; Ex, exina; In, intina; nV, niicleo vegetativo; nG, niicleo generativo; ¢V, célula vegetativa;
¢G, célula generativa. (Figuras (a) a (c), aumento = 630x; Figuras (d) a (f), aumento = 1000x).

Cenicafé, 46(1): 21-31.1995 27




Figura 8. Microfotografias de fluorescencia de los diferentes estados de desarrollo del polen de café. Se tifié con mitramicina
para destacar las diferentes fases de divisién del ndcleo. (a), tétradas tempranas, (b), tétrada madura; (c), microspora
uninucleada; (d), microspora binucleada temprana; (e), microspora binucleada madura; (f), microspora binucleada tardia.
nV, nicleo vegetativo; nG, niicleo generativo. Aumento = 400x.
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el estado binucleado, la microspora inicia una
acumulacién de almidén que hace muy dificil
distinguir su estructura interna durante las eta-
pas siguientes (Figura 7f); este hecho ya habia
sido mencionado por Medina (12) y posterior-
mente por otros investigadores, durante las
primeras observaciones del proceso de
microesporogénesis en C. arabica L.. En este
estudio, sin embargo, la tincién con mitramicina
permiti6 observar claramente todo el proceso.
La formacién de vacuolas con acumulaciones
de almidén (Figura 9), le permite a las
microsporas adquirir una autonomia metabélica
que es caracteristica de las dltimas etapas del
desarrollo gametofitico, y que garantiza su
madurez total (19).

Para completar la maduracién de la
microspora, se formauna membrana que divide
el citoplasma dela microspora binucleada. Esta
divisi6n origina dos células bien diferenciadas:
una célula llamada vegetativa, conformada por
cerca del 85 % del citoplasma, y otra célula
(célula generativa) cuyo volumen es menor y
presenta una forma lenticular caracteristica (14).
Enla Figura 10 se observa claramente la estruc-
tura del grano de polen bicelular.

Durante los dias previos a la dehiscencia de

la flor ya es posible encontrar granos de polen
bicelulares los cuales, en algunas ocasiones,

Figura 9. Microsporas de cafeto dentro del saco de la
antera, tres dias antes de la antesis. In, intina; Ex, exina; v,
vacuola; ¢p, células del parenquima; T, célula del tapete.
(Aumento = 1000x).

3 ‘ ek ¢ 5 ~g’g o
Figura 10. Microsporabinucleada justo antes de la apertura
de laantera. En el recuadro se aprecia lamembrana (flechas)
que delimita las células vegetativa y generativa del grano de
polenbicelular. In, intina; Ex, exina; nG, niicleo generativo;
nV, niicleo vegetativo; v, vacuola. (Aumento = 1000x).

llegan incluso a germinar dentro de la antera;
este hecho lo registr6 Mendes (14) por primera
vez en café y fue confirmado también en este
trabajo (Figura 11).

El estudio del proceso de microespo-
rogénesis en café facilitard el seguimiento de
todos los aspectos relacionados con el desarro-
110 del polen en condiciones in vitro, buscando
comprender no sélo el proceso androgénico,

LS Tl £

Figura 11. Microspora madura (flecha) que ha iniciado el
proceso de germinacién dentro del I6culo de la antera. Tp,
tubo polinico; En, endotecio; Cl, cavidad locular. (Aumento
= 400x).
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sino otros aspectos importantes de su biologia
celular. Estudios relacionados con la regula-
cién del metabolismo celular, la mutagénesis o
la bioquimica de la accién de ciertas enzimas,
estan adelantdndose gracias al cultivo de célu-
las haploides (8). Asf mismo, las investigacio-
nes sobre mecanismos involucrados en la for-
macién del polen, y especificamente los rela-
cionados conlaactividad y expresion de ciertos
genes permitirdn entender mejor el proceso de
diferenciaci6n celular del gametofito masculi-
no en las plantas superiores (9, 10, 11).

Otro aspecto importante se relaciona con la
manipulacién genética, teniendo en cuenta que
durante su periodo de maduracién in vitro, el
polen constituye un excelente blanco para la
transferencia de genes y un vector muy util,
dado que la transformacién puede realizarse
antes de la fusién de los gametos, obviando los
problemas de la variacién somaclonal y la
ocurrencia de quimeras.

Dentro de las técnicas que se han explorado
con miras a la transformacién genética del
polen estn: a) la polinizacién con polen irra-
diado; b) 1a coincubacién del polen con extrac-
tos de DNA exégeno; c) el cocultivo con
Agrobacterium tumefaciens; d) la biolistica
(pistola genética), y e) los sistemas basados
en la capacidad de regeneracién de proto-
plastos de células haploides, como la transfe-
rencia de genes mediada por PEG (Polietilen
glicol), laelectroporacién y la microinyeccion

(6).

Finalmente, teniendo en cuenta las observa-
ciones realizadas en el presente estudio y los
avances logrados en el campo del cultivo de
polen invitro en otras especies, debe destacar-
se la importancia de utilizar la técnica de
epifluorescencia, como una herramienta muy
valiosa para el seguimiento de los procesos de
divisién celular de las microsporas de café,
particularmente en estudios relacionados con
la androgénesis.

30 Cenicafé, 46(1): 21-31. 1995

Relacién entre el desarrollo de la antera y el
grano de polen. El desarrollo de la antera en
Coffea arabica L. se halla estrechamente rela-
cionado con los procesos de madurez del grano
de polen. El anilisis realizado a los botones
florales mostrd que en la medidaen que el bot6n
floral crece, la microspora va alcanzando los
diferentes estados de desarrollo hasta llegara su
madurez completa (Figura 12).

La correspondencia existente entre cada
uno delosestados de desarrollo dela microspora
y una longitud especifica de la antera sugiere,
segtin Scott (21), que los mecanismos responsa-
bles de la activacién y expresién de algunos
genes especificos se hallan estrechamente liga-
dos al desarrollo de los tejidos sométicos (por
parte de la antera) y de las células germinales
(polen). Sin embargo, la naturaleza exacta de
tal interaccion es atin objeto de estudio.

Larelaci6n observada entre el desarrollo de
la antera y el grano de polen, es de gran utilidad
en estudios sobre el desarrollo androgénico
(cultivo de anteras o microsporas aisladas), en
los cuales es muy importante seleccionar las
microsporas en un estado de desarrollo especi-
fico que permita una respuesta en cultivo (23),
basédndose para ello en el tamafio del botén
floral o de la misma antera. Asi, la caracteriza-
cién de cada una de estas fases del desarrollo,
permitird seleccionar los botones en €l campo
de una forma mds eficiente y confiable.
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Figura 12. Relacién entre el porcentaje de microsporas en
diferentes fases de desarrollo y la longitud del botén floral
en Coffea arabica L. var. Colombia.
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