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I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS



El estudio de los mecanismos de adaptacién de plantas a condiciones
adversas constituye un importante aspecto de la investigacién bioquimica,
siendo indispensable para la compresién de los mecanismos de tolerancia el
conocimiento de las funciones de transporte y del comportamiento de las

células frente a las sustancias ionizadas.

Aunque existen numerosas lagunas en el conocimiento de los mecanismos
bioquimicos y fisiolégicos implicados en la tolerancia que impiden o
dificultan la mejora vegetal, es cada vez més patente su relacién con
fenémenos ligados a la membrana. En este sentido, es bien sabido que las
propiedades fisico-quimicas de estas estructuras celulares, zonas de gran
actividad biolégica donde se ubican procesos fundamentales para la vida de
la planta (fotosintesis, respiracién y transporte de nutrientes), se ven
afectadas por diversos factores, entre ellos temperatura, luz e iones
minerales, por lo que para el estudio de la tolerancia es fundamental

disponer de un buen modelo celular donde se establezcan una serie de

procesos especificos capaces de relacionar la resistencia con dichas

estructuras.

A este respecto, el polen, al igual que 1los cultivos celulares,
constituye una poblacién homogénea, con un gran contenido en estructuras de
membrana y de pared, lo que unido a las especiales caraceristicas de la
germinacién y desarrollo del tubo polinico, procesos de crecimiento vy
diferenciaciéon altamente sensibles a la accion de los agentes anteriormente
indicados, permitird su utilizacién como un modelo experimental adecuado en

el estudio de los mecanismos de adaptacién de plantas a las condiciones del

medio.



La idea de una posible utilizacién de la germinacién del polen para
estos estudios de tolerancia, supuso un planteamiento inicial que ha sido la
base de este +trabajo, el cual ha consistido, esencialmente, en una
investigacién de los cambios bioquimicos y fisiolégicaos que tienen lugar
durante la germinacién del polen de olivo, al objeto de determinar aquellas
transformaciones metabélicas que se desencadenan a lo largo del mismo, en

relacion a la composicién de esta célula en su estadio final de maduracién.

Desde esta perspectiva, especial relevancia ha tenido en el enfoque del
mismo el estudio de la biosintesis de componentes de membrana y de la
pared celular, tanto en polen maduro como germinado, asi como de la
utilizacién durante el crecimiento del +tubo polinico de sustancias de

reserva contenidas en el grano de polen maduro.

Sin embargo, el planteamiento de los objetivos previstos a nivel del
grano de polen hizo necesario considerar una serie de aspectos importantes.
Asi, la recogida del polen en un corto espacio de tiempo, a veces de dias, a
partir de arboles que, en gran medida, difieren en su estado fisiolégico, y
la incidencia negativa de estos hechos en el funcionamiento y regulacién de
la compleja maquinaria bioquimica y fisiolégica requerida para 1la
germinacién, constituian razones capaces de explicar, por si mismas, que la
viabilidad de esta célula estuviera sometida a una tan elevada variabilidad.
Por ello, un requerimiento inicial en nuestro estudio tuvo que ser
necesariamente la puesta a punto y optimizacién de la germinacién in vitro,
lo cual iba a precisar el desarrollo de una metodologia rapida y sensible
que hiciera posible superar estas dificultades, permitiendo investigar los

cambios metabélicos mas importantes que se establecen en el polen durante

dicho proceso.

La utilizacién de las condiciones experimentales que dan iugar al
ageing de los tejidos, cumplia con estos requisitos, y ello, tanto por 1la

operatividad de este sistema en <i, como por la coincidencia que se da

entre los procesos metabdélicos y citoléogicos que tienen lugar en los tejidos

de reserva sometidos a ageing vy en el polen durante el crecimiento del tubo

polinico.



Finalmente, es importante resaltar que la eleccién del polen de olivo
como material vegetal ha respondido a dos razones principales. Por una
parte, debido al enorme interés econémico de este cultivo. Por otra, ha sido
también muy importante la experiencia previa acumulada en nuestro grupo
sobre el estudio de aspectos concretos relacionados con la fructificacién de
esta planta: maduracion, biosintesis y acumulacién de lipidos de reserva y
de membrana en el fruto, asi como cambios citolégicos que tienen lugar

durante el desarrollo del grano de polen.



1I. PARTE TEORICA



Teniendo en cuenta que los objetivos de este trabajo se han centrado
en el estudio de algunos cambios bioquimicos y fisiolégicos que se
establecen en el polen maduro y a lo largo de la germinacién, que nos
permita, posteriormente, poder utilizar esta célula para la investigacion de
aspectos fundamentales del vegetal tales como mecanismos de adaptacién de
plantas a condiciones adversas, procesos de transporte y regeneracion de
plantas, nos ha parecido importante estructurar esta parte teérica,
describiendo las transformaciones citolégicas, bioquimicas y fisiolégicas

que se desencadenan en el polen durante la germinacién.

A. ESTRUCTURA DEL POLER MADURO

Aunque no ha sido objetoc de este trabajo el estudio de 1los aspectos
citolégicos relacionados con la germinacién, hemos considerado adecuado
describir brevemente la estructura del grano de polen maduro y germinado,
la cual es fiel reflejo de los cambios metabélicos que tienen lugar durante

la germinacién y crecimiento del tubo polinico.

Diversos autores han realizado un extenso estudio de la
ultraestructura del grano de polen maduro. Fernandez-Fernéndez (1386) ha
observado en el citoplasma del polen de olivo una gran abundancia de
cuerpos lipidicos, asi como la existencia de mitocondrias y reticulo
endoplasmético rugoso. Estas abservaciones también han sido descritas en
polen de otras especies, donde las cisternas que constituyen el reticulo
endoplasmatico se presentan apiladas o rodeando a los cuerpos lipidicos,
los cuales aparecen frecuentemente asociados a los dictiosomas (Cresti vy
col., 1983). Esto se ha podido relacionar con la formacién de glicoproteinas
0 glicolipidos, moléculas importantes en el reconocimiento celular polen-
estigma <(Albersheim y col., 1980). Ademés, en polen de olivo algunos
constituyentes citoplasmaticos (vacuolas, plastidios y granos de almidéon)

dejan de estar presentes una vez que se alcanza la maduracién (Fernandez-
Fernandez, 1986).

En cuanto a la pared celular, la estructura de la exina y la intina se
consolidan en el polen maduro, siendo caracteristica en especies como el

olivo, la apariciéon de gotas 1lipidicas entre las arcadas de la exina



(polenkitt) (Fernandez-Fernandez, 1986). Este material lipidico, originado a
partir del tapetum de la antera, se ha considerado implicado en el
reconocimiento  polen-estigma (Mattsson, 1983; Fernandez-Fernandez y
Rodriguez-Garcia, 1988). Precisamente, estos autores han puesto de
manifiesto la existencia de microcanales en la exina, a través de los cuales
tiene lugar el paso de sustancias del exterior al interior del polen
(Fernéndez-Fernandez y Rodriguez-Garcia, 1987). Con respecto a la intins,
antes de que tenga lugar la dehiscencia de 1la antera, se origina un
abultamiento de esta capa en la zona apertural, desapareciendo en el é&pice
de 1la misma cualquier componente de la exina (Fernandez-Fernandez vy
Rodriguez Garcia, 1985). La intina protege al gametofito de la desecacién,
especialmente en la zona apertural, almacena enzimas hidroliticos
relacionados con la emergencia del tubo polinico y libera y reconoce las

sustancias implicadas en la interaccién polen-estigma (Kress y Stone, 1983).

En lo que se refiere a la organizacién del material genético, el polen
maduro se caracteriza por la presencia de un nicleo vegetativo y una o dos
células de menor tamafio ubicadas en el citoplasma de la célula vegetativa.
En el primer caso (polen bicelular), una vez que el grano germina, se
produce una divisién mitotica de la célula de menor tamafio o generativa, que
conduciréd a la formacién de los gametos masculinos o células esperméticas.
En el segundo caso (polen tricelular), las células esperméaticas se originan
a partir de la célula generativa antes de que se produzca la dehiscencia de

la antera (Bergamini-Mulcaby y Mulcahy, 1983; Fernandez-Fernandez, 1986).

En el polen de olivo, el nicleo de la célula vegetativa ocupa una
posicién central, presentando un aspecto lobulado y conteniendo cromatina
poco condensada (Ferndndez-Fernandez, 1986). La célula generativa, de forma
alargada, aparece casi completamente ocupada por el nacleo, el cual adquiere
la forma de 1la célula, presentando cromatina con un elevado grado de
condensacién (Fernandez-Fernandez, 1986). Por otra parte, en el citoplasma

de esta célula es frecuente observar, durante la activacién de la

germinacién del polen y la emisién del tubo, la aparicién de microtubulos
que determinan su forma e intervienen en el movimiento de la misma hacia el
poro germinativo (Cresti y col., 1983). En polen de algunas especies, se ha

observado la existencia de wuna aseociacién niclec vegetativo-célula

generativa, la cual  también ha sido puesta de manifiesto en granos de



polen tricelulares, efectudndose entre una de las células esperméticas y el

nucleo vegetativo (Mogensen, 1986, McConchie y col., 1987).

La descripcién de la estructura del polen maduro revela que ésta
célula posee toda la maquinaria bioquimica necesaria para la germinacién. Ko
obstante, al ser metabélicamente inactiva, resulta inviable para su
utilizacién como modelo en el estudio de los mecanismos de adaptacién de
plantas a condiciones adversas. De aqui la importancia de describir las
transformaciones estructurales que se desencadenan en el polen durante la

germinacién, al objeto de facilitar el camino para el estudio de los cambios

metabélicos producidos durante este proceso.

B. CAMBIOS CITOLOGICOS QUE SE ESTABLECEN DURANTE LA GERMINACION Y
CRECIMIENTC DEL TUBC POLINICO

Una vez considerada la estructura del polen maduro, es importante
detallar los cambios citolégicos relacionados con la germinacién, para lo
cual, hemos dividido este procesc en una serie de fases caracterizadas, cada

una, por una organizacion estructural especifica.

Como es sabido, la emergencia del tubo polinico estd precedida de una
fase de hidratacién del grano de polen, seguida de otra de activacién. La
hidratacién in vitro ocurre inmediatamente después de incubado el polen,
caracterizandose por un aumento de volumen del grano, el cual adquiere un

aspecto redondeado, apreciédndose los poros germinativos como estructuras

semiesféricas (Cresti y col, 1977).

En este periodo, no se producen cambios citolégicos importantes
respecto a la estructura observada en el grano de polen maduro. Asi, las
observaciones realizadas al microscopio electrénico en polen de diversos
origenes, revelan que la fase de hidratacién se caracteriza por la

existencia de una gran cantidad de agrupaciones o apilamientos de cisternas

de reticulo endoplasméatico rugosc, presencia de plastidios conteniendo

agregados de ferritina, existencia de numerosos cuerpos lipidicos rodeados

de cisternas de reticulo endoplasméatico rugoso, abundancia de ribosomas

libres, ausencia de polisomas, asi como presencia de mitocondrias con



escasas crestas y de pequefias vacuolas conteniendo cuerpos electrodensos

constituidos por material fibrilar (Cresti y col., 1675, 1983, 1985).

Inmediatamente antes de la emergencia del tubo polinico, tienen lugar
una serie de cambios citolégicos indicativos de una gran actividad
metabélica y biosintética. En este periodo, el anélisis citolégico pone de
manifiesto: una separacién de las cisternas del reticulo endoplasmatico
rugoso, las cuales se encontraban apiladas en el grano de polen maduro; el
desarrollo de una considerable actividad de los dictiosomas con produccién
de numerosas vesiculas; la agregacién de ribosomas para constituir
polisomas; la formacién de lamelas y granos de almidén en los plastidios,
asi como la aparicién de mitocondrias con numerosas crestas (Linskens y

col., 1970; Cresti y col., 1977, Hoekstra y Bruisma, 1979, Cresti y col,,
1985).

Por otra parte, la célula generativa y el nucleo vegetativo no
experimentan cambios significativos durante esta fase de activacion (Cresti
y col.,, 1985), observandose unicamente un desplazamiento de' ambas
estructuras hacia uno de los poros germinativos. Este desplazamiento
coincide con la aparicién, en la proximidad de dicho poro, de numerosas
vesiculas procedentes de los dictiosomas y de algunas cisternas del reticulo
endoplasmético (Cresti y col, 1977). Es también importante el descenso
gbservado en el numero de cuerpos lipidicos, si bien éstos contindan

asociados a las cisternas del reticulo endoplasmético (Cresti y col., 1985).

Posteriormente, se produce la rotura de la pared celular a nivel del
poro germinativa de donde va a emerger el tubo polinico. Dicho proceso se
produce en un sélo punto, de forma que la pared del poro se abre hacia el
exterior celular permitiendo la salida del tubo (Cresti y col., 1977). Desde
este momento, la pared del tubo aparece formada por dos capas bien
diferenciadas, una externa pectocelulésica y otra interna calésica,
contituyendo, ésta ultima, una capa continua con la intina del grano de
polen. A pesar de que durante los primeros estadios de la germinacién, la

capa calésica aparece como una estructura continua, el crecimiento del tubo

polinico supone la desaparicion de pared calésica en la zona del apice del
tubo (Cresti y col, 1977).



Una vez que el tubo polinico alcanza su organizacién final, se observan
cuatro zonas claramente diferenciadas: apical o de crecimiento, subapical,
nuclear y zona de vacuolizacién y formacién de depésitos de calosa. Para
gran nomero de investigadores, esta zonacién espacial o citolégica observada
en tubos polinicos de Fetunia, Frunus, Lycopersicum y Nicotiana es también

el resultado de una especializacién funcional (Cresti y col., 1979a, 1979b,
1980; Uwate y Lin, 1880).

La zona apical o de crecimiento estd restringida al éapice del tubo
polinico, donde la pared celular estd formada exclusivamente por sustancias
de naturaleza pectocelulésica (Cresti y col, 1985), y donde el citoplasma
contiene, Gnicamente, vesiculas secretoras que se fusionan con la membrana

plasmatica (Cresti y col., 1877).

En la zona subapical, la pared del tubo aparece constituida por sus
dos capas caracteristicas. Al contrario que en la zona apical, el citoplasma
es rico en organelas dispuestas paralelamente al eje longitudinal del tubo,
revelando la observacién al microscopic electrénico la existencia de
dictiosomas y vesiculas derivadas, cisternas del reticulo endoplasmatico

rugoso, mitocondrias, cuerpos lipidicos y plastidios (Cresti y col., 1977,
1985).

Las vesiculas derivadas de los dictiosomas tienen especial importancia
'durante el desarrollo del tubo polinico, al estar relacionadas con la
sintesis de la membrana plasmética y de la pared celular durante el
crecimiento del mismo <(Rosen y Gawlick, 1966; Heslop-Harrison y Heslop-
Harrison, 1982; Picton y Steer, 1982). Dichas vesiculas son transportadaz =z
lo largo del tubo polinico por accién de corrientes citoplasméaticas en las
que estédn implicadas masas fibrilares, fusiondndose con la membrana
plasmética en la zona apical (Cresti y col., 1985). Las masas fibrilares
descritas por Cresti y col. (1986) en el citoplasma de la célula vegetativa
del polen de Nicotiana tabacum, se corresponden con estructuras de una
fuerte afinidad por la faloidina, compuesto que se une especificamente a la
F-actina, estando implicadas en el establecimiento de corrientes
citoplasmaticas en el interior del tubo (Franke y col., 1972; Barak y ccl..
1980).
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Detras de la zona subapical, se localiza la zona nuclear que contiene
el nicleo vegetativo y la célula generativa. El nicleo de esta célula adopta
forma alargada, presentando cromatina muy electrodemsa. Por el contrario,
el nOcleo vegetativo aparece lobulado y la cromatina se presenta poco
condensada (Cresti y col.,, 1977). El citoplasma de la célula generativa,
constituido por estructuras microtubulares, mitocondrias, dictiosomas y
ribosomas, aparece rodeado de una pared compleja integrada por dos
membranas y componentes de pared (Cresti y col., 1985, 1987). Por Gltimo, el
citoplasma muestra pequefias vacuolas y cuerpos lipidicos, destacando un

descenso en el nimero de organulos respectoc al observado en la zona

subapical (Cresti y col., 1985).

Finalmente, detras de 1la 2zona nuclear se sitia 1la 2zona de
vacuolizacién, caracterizada por la existencia de una gruesa pared calésica,
de gran cantidad de vacuclas y depésitos intracelulares de calosa, asi como
de algunas mitocondrias, cisternas de reticulo endoplasméatico y dictiosomas

(Cresti y Van VWent, 1976; Kroh y Knuiman, 1982).

La zona de vacuolizacién representa la transicién entre la parte activa
e inactiva del tubo polinico, habiendose establecido que la deposicién de
calosa conduce al aislamiento y desintegracién de parte del citoplasma
(Rosen y col., 1964; Sassen, 1964; Tsinger y Petrovskaya-Baranova, 1967;
Cresti y Van Went, 1976). El tubo polinico se convierte asi en una celula
dotada de una fuerte polaridad en cuanto a su estructura y su funcién. Uno
de los polos presenta un crecimiento continuo y una elevada actividad
biosintética, mientras que en el otro pole los constituyentes celulares

aparecen desorganizados y en proceso de desintegracion (Cresti y Van Vent,
1976).

Estos cambios citolégicos durante la germinacién sugieren un intenso
metabolismo de transformacién bajo la forma de una elevada biosintesis de
proteinas, actividad respiratoria, degradacién de las reservas energéticas y
transporte iénico. Sin embargo, mientras que el estudio de los aspectos
citolégicos relacionados con la maduracién y germinacién del grano de polen
ha sido exhaustivamente abordado, se dispone de muy escasa informacién

acerca de los cambios bioquimicos que se inducen durante dichos procesos. A

continuacién, se incluyen algunos aspectos concretos de la composicién vy
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metabolismo del polen maduro y germinado, haciendo especial hincapié en los

conponentes relacionados con los objetivos propuestos en este trabajo.

C. LIPIDOS DEL POLEN MADURO Y GERMINADO

El estudio de la composicién lipidica del polen tiene interés en
funcién del estadio de las membranas del grano maduro y de la capacidad
germinativa del mismo (Heslop-Harrison, 1979; Shivanna y Heslop-Harrisonm,
1981). En este sentido, el crecimiento del tubo polinico conlleva una
importante sintesis de componentes de membranas, asi como la movilizacién

de lipidos y/o azicares de reserva (Whipple y Mascarenhas, 1975; Bergamini-
Mulcahy y Mulcahy, 1983).

El contenido en lipidos totales del polen de diferentes especies
vegetales varia entre el 1 y el 20 % del peso de materia seca (Stanley y
Linskens, 1974). Asi, en polen de PFinus, los lipidos sélo representan entre
el 1.80 y 2.75 % del peso en materia seca, mientras que en Taraxacum y
Brassica estas moléculas constituyen el 19 % del peso seco (Standifer, 1966;

Stanley y Linskens, 1974; Andrikopoulos y col., 198%).

Recientemente, Evans y col. (1987) tras extraer los lipidos de la pared
celular del polen de Brassica papus con acetona anhidra y, posteriormente,
los lipidos citoplasmaticos con cloroformo-metanol, revelaron que los
lipidos de la pared representan un 10 % y los citoplasméticos un 22 % del
peso seco. Estos estudios de Evans y col. (1987) han puesto de manifiesto
que una parte importante de los componentes lipidicos del polen puede estar
ubicada a nivel de la exina, estructura integrante de la pared celular. A
este respecto, Stanley y Linskens (1974) habian considerado que esta capa

era la principal fuente de variacidén en el contenido de lipidos extraibles
can éter.

Por otra parte, teniendo en cuenta que una de las principales funciones
adscritas a los lipidos acumulados en el grano de polen, es proporcionar la
energia necesaria para la germinacién y crecimiento del tubo polinico, y

gue, dependiendo de la especie vegetal, el polen maduro contiene lipidos y/o

almidén como reserva energética, la presencia o no de este polisacarido

podria justificar la variabilidad en el contenido lipidico entre granos de
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polen de diferentes especies. En este sentido, el contenido en acidos grasos
de la fraccién lipidica del polen representa entre el 0.75 y el 7.50 % del
peso seco (Sosa y Sosa-Bourdouil, 1952; Ching y Ching, 1962). En cuanto a
la composicién en &cidos grasos, los estudios realizados en polen de Finus
revelan que los &cidos palmitico, linolénico y oleico son los principales
componentes, representando cada una de estas moléculas entre el 14 y el

31 % de los &cidos grasos totales (Ching y Ching, 1962). En polen de
Petunia, el contenido en &cidos grasos es 4 veces superior al encontrado en
Pinus, alcanzando el Acido palmitico el 42 % de los acidos grasos totales

de este polen (Hoeberichts y Linskens, 1968) y el 68 % en polen de Fapaver
rhoeas (Kwiatkowski, 1964).

Un fenémeno relativamente comin en 1los lipidos del polen es la
poliinsaturacién. En Finus, el &acido linolénico representa el 30 % del
contenido total de acidos grasos (Stanley y Poostchi, 1962; Standifer, 1966;
Stanley y Linskens, 1974). De igual forma, los estudios de Evans y col.
(1987) en polen de Brassica napus han revelado que el &cido linolénico es
el Gnico acido graso insaturado significativamente importante, representando

casi un 60 % de los lipidos citoplasmaticos y un 27 % de los lipidos de la
pared.

Por otra parte, se ha mencionado ya la gran abundancia de A&cido
palmitico en polen de diversas especies. En polen de Brassica, Evans y col.
(1987) observarcn, que éste es el Unico &cido graso saturado encontrado a
nivel de los lipidos citoplasméticos, mientras que los lipidos de la pared

contienen también acidos miristico (13 %) y estearico (18 %). Los mismos

autores detectaron un mayor grado de saturacién en los constituyentes

lipidicos de la pared celular (60 % que en los ubicados a nivel
citoplasmatico (25 %>.

Aunque, en general, los acidos grasos de los lipidos del polen
contienen un nimero par de atomos de carbono, en Petunia y Corilus avellana
se ha descrito la presencia de acidos grasos con numero impar (Sosa y
Sosa—-Bourdouil, 1952). Asi mismo, Andrikopoulos y col. (1985) comprobaron en

polen de PFinus halepensis la existencia de &cidos pelargénico, undecilico y

pentadecanoico.

_13_



Los &cidos grasos libres de cadena larga y las ceras se ubican
fundamentalmente & nivel de 1la pared celular, mientras que los
triacilgliceroles se localizan en el citoplasma, siendo los &acidos linoleico,
oleico y palmitico sus &cidos grasos mayoritarios (Scott y Strohl, 1962).
Del mismo modo, los terpenos y esteroles estan asociados a la pared celular

y los lipidos polares a las membranas del polen (Stanley y Linskens, 1974;
Sekiya y col., 1988).

Los lipidos polares constituyen una categoria lipidica muy importante
en el polen de diversos origenes. En Zea mays , Typha latifolia y Finus
halepensis representan casi un 40 % de los lipidos totales (Stanley y
Linskens, 1974; Andrikopoulos y col.,, 1985). En polen de Finus ponderosa,
Mcllwain y Ballou (1966) determinaron la presencia de fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, fosfatidilseri-
na y difosfatidilglicerol, mientras que en polen de F. halepensis y Camellia
sinensis, el an&lisis cromatogréafico reveld que la lisofosfatidilcolina,
lisofosfatidiletanolamina y, sobre todo, los cerebrésidos, fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol, eran 1los principales lipidos
polares (Andrikopoulos y col. 1985; Sekiya y col., 1988).

Los fosfolipidos del polen muestran un importante contenido en &cido
palmitico; en Oenothera missouriensis y F. halepensis este &cido graso llega
a constituir cerca del 95 % de los acidos grasos de estas moléculas (Caronm,
1972; Andrikopoulos y col. 1985). De igual forma, destaca =l contenido de
Adcido oleico y 1linoleico en diferentes fosfolipidos del polen de F.

ponderosa (McIllwain y Ballou, 1966). En general, puede establecerse que los
Acidos 1linolénico y, sobre todo, palmitico son los Acidas grasos mas

abundantes de los fosfolipidos del polen (Sekiya y col., 1988).

En lo que respecta a los glicolipidos, el analisis de sus &cidos grasos
ha puesto de manifiesto una composicion semejante a la de los fosfolipidos.
Asi, Caron (1972) detecté en polen de Oenothera missouriensis un 40 % de
palmitico y casi un 60 % de linolénico en estos lipidos. Teniendo en cuenta
que en los tejidos vegetales la temperatura de transicién de fase disminuye
a medida que aumenta el contenido en &cidos grasos

poliinsaturados

(Chapman, 1984), la elevada insaturacién de los lipidos del polen podria
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tener una especial importancia al conferir ventajas adpatativas a aquellas

plantas polinizadas a bajas temperaturas (Sekiya y col., 1988).

Por otra parte, los lipidos neutros son constituyentes fundamentales
de muchos tipos de polen. En Zea mays, Typha latifolia y Finus halepensis,
el fraccionamiento del extracto de lipidos totales rinde un 60 % de lipidos
neutros, constituidos principalmente por +triacilgliceroles (Stanley ¥y
Linskens, 1974; Andrikopoulos y col., 1985). En algunas especies como por
ejemplo P. halepensis, estos lipidos también muestran un alto contenido en
adcidos grasos libres <(Andrikopoulos y col., 1985). Sin embargo, ademéas de
triacilglicerales y Acidos grasos libres, que se configuran como los lipidos
neutros més abundantes, el anadlisis de los extractos lipidicos del polen ha
puesto de manifiesto la presencia de monoacilgliceroles, diacilglicerocles,
esteroles libres y esterificadeos, alcoholes, ceras e hidrocarburos (Stanley
y Linskens, 1974). En Zea mays, los hidrocarburos llegan a constitulr un
32 % y en PFinus bhalepensis, las ceras un 9 % de los lipidos totales

(Stanley y Linskens, 1974; Andrikopoulos y col., 1985).

En cuanto a la composicién en &cidos grasos de la fraccion
saponificable de lipidos neutros, los estudios de Andrikopoulos y col.
(1985) en polen de Pinus halepensis, han mastrado una marcada diferencia
entre los é&cidos grasos libres y el resto de las moléculas que integran
esta fraccién, superando los A4cidos grasos saturados el 90 % del total, de
los cuales los é&cidos palmitico, wmiristico y estearico son los mas

abundantes. Por el contrario, los triacilgliceroles contienen mas de un 50 %
de &cido oléico y linoléico.

En general, el contenido y la calidad de los esteroles del polen varia
en funcién de la especie vegetal (Battaglini y col., 1970). El B-sitosterol
ha sido descrito como el componente més abundante en la fraccion de
esteroles libres, representando del 50 al 75 % en el polen de Pinus y la
casi totalidad de los esteroles libres en Querqus robus (Battaglini y col.,
1970; Stanley y Linskens, 1674). Ademés de B-sitosterol, también ha sido
descrita en la fraccion lipidica del polen la presencia de otros esteroles.

Asi, en maiz, donde el colesterol es mayoritario, también se ha detectado la

existencia de estigmasterol (Goss, 1968)., Del mismo modao, en Finus
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halepensis el f-sitosterol aparece como principal constituyente de la
fraccién de esteroles (75.0 %), detectdndose asi mismo la presencia de
ergosterol (12.0 %), estigmasterol (8.0 %) y cantidades menos importantes de
colestanol y colesterol (Andrikopoulos y col., 1985). Los mismos autores
pusiercn de manifiesto en este polen la existencia de ésteres de esteroles y
esteril glicosidos, siendo 1 : 35 la razon esteroles libres / esteroles
esterificados. Esta razém es de gran interés dada la incidencia de estas

moléculas en las propiledades de las membranas (Bhattacharyya y Gupta, 1983;
Ford y Barber, 1983).

Asi mismo, se ha comprobado en otras especies de Finus, la existencia
de campesterol, colesterol y metilencolesterol (Stanley y Linskens, 1974),
mientras que de forma excepcional se ha detectado en algun tipo de polen la
presencia de corticosteroides y de otras hormonas de origen animal como §-
estradiol y epitestosterona (Bennett y col., 1966; Saden-Krehula y col.,
1971; Amin y Paleologou, 1973; Stanley y Linskens, 1974).

En la investigacién bibliografica llevada a cabo hemos encontrado
escasas referencias relacionadas con el estudio de los componentes lipidicos
a nivel del polen germinado. Recientemente, Sekiya y col. (1988) en un
estudio de los cambios inducidos durante la germinacién del polen de té,
han observado que la razén entre las diferentes moléculas fosfolipidicas
permanecia constante después de la germinacién, al tiempo que la
composicién en A&cidos grasos de los fosfatidilinositoles cambiaba
sensiblemente. Asi, en este fosfolipido, el porcentaje de acido linolénico
disminuia del 45 al 30 % durante las primeras horas de germinacién,
mientras que el de palmitico aumentaba del 45 al 50 %. Tras 20 h de
iniciada la germinacién, el 4Acido 1linolénico constitutivo de 1la
fosfatidiletanolamina disminuia del 48 al 14 % y el de palmitico aumentaba
del 40 al 50 %. Por el contrario, la composicién en &cidos grasos de la

fosfatidilcolina permanecia constante.

La fosforilacién de las moléculas de fosfatidilinositoles y la

existencia de una actividad fosfolipasa C especifica de estos fosfolipidos
es un hecho de gran interés observado en polen de Lilium por Helsper y cal.
(1986)> y por Helsper y Pierson (1986). Si se tiene en cuenta que los
fosfoinositidos han sido implicados en la regulacién de multiples funciones
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celulares, muy especialmente en aquéllas dependientes de la concentracién de
calcio libre citoplasmatico <(Hokin, 1985), los resultados obtenidos por
Sekiya y col. (1988) en relacién a un rapido cambio en la composicién de
adcidos grasos de estos fosfolipidos durante la germinacién del polen de te,
podrian sugerir la existencia de una forma fosforilada de fosfatidilinositol
capaz de intervenir en la regulacién de procesos implicados en el

crecimiento del tubo polinico.
D. COMPONENTES BIOQUIMICOS DE LA PARED DEL POLEN

El interés del estudio de los componentes de la pared celular estriba
en su estrecha relacién con los procesos de crecimiento y diferenciacién. En
este sentido, el polen, durante los procesos de germinacién y crecimiento
del tubo polinico, constituye una de las células vegetales de més rapido

crecimiento, por lo que puede representar un buen modelo para el estudio de

dichos procesos.

La intina y la exina son las estructuras integrantes de la pared
celular del grano de polen. Al ser la exina resistente a la hidrélisis acida,
los azlicares identificados como constituyentes de los polisacaridos de
paredes celulares tienen probablemente su origen en la intina, la cual estéa
constituida por una capa de naturaleza celulésica y otra rica en sustancias

pécticas (Nakamura y Suzuki, 1981).

Es muy escasa la informacién disponible acerca de los componentes de
la pared celular del polen. Nakamura y Suzuki (1981) realizaron un estudio
exhaustivo sobre la composicién y contenido en aziucares de esta estructura
en polen de Tulipa gesneriana, Lilium longiflorum y Camellia, comprobando
que la arabinosa, galactosa, glucosa y é&cidos urénicos (galacturémico) eran
los componentes mayoritarios. El mioinositol aparecia como un constituyente
abundante de los polisacaridos de la pared en Camellia japonica, C. sasanqua
y Lilium longiflorum, mientras que la fucosa s6lo pudo ser detectada en

polen de Tulipa gesneriana (Hakamura y Suzuki, 1981).

Por otra parte, Hara y col. (1977) después de aislar y solubilizar la

intina del grano de polen de Cryptomeria japonica, fraccionaron el extracto

obtenido mediante cromatografia en columna de DEAE-celulosa y  Sephadex
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G-200, purificando de esta forma un componente polisacaridico constituido
fundamentalemente por galactosa, ramnosa, arabinosa, &cidos urénicos y, en
menor cantidad, xilosa. Debido al importante contenido en 4cidos urénicos,

el componente aislado fué considerado como un polisacérido de naturaleza

péctica.

Una vez que el polen germina, la sintesis de la pared celular tiene
lugar en la cara interna de la intina, lo que sugiere que la pared del tubo
polinico no es una simple prolongacién de la intina del grano de polen
maduro (Larson, 1965). Por otra parte, el principal componente de la pared
del tubo polinico es la calosa, habiendo sido puesto de manifiesto mediante
estudios de microscopia electrénica, la presencia de granos de calosa en el

citoplasma del tubo polinico, procedentes del reticule endoplasméatico
(Nakamura y col., 1879).

Un estudio de la composiciéon de los polisacéridos constituyentes de la
pared celular del tubo polinico, llevé a Nakamura y Suzuki (1981) a concluir
que la glucosa suponia més del 70 % de los aziucares de la pared, mientras
que el contenido de arabinosa, galactosa y mioinositol era muy inferior al
de glucosa y al encontrado en los polisacéridos de la pared del grano de
polen maduro. Los mismos autores detectaron en la pared del tubo polinico
de Camellia japonica, sustancias pécticas, hemicelulosas y a-celulosas en
una proporcion del 3, 61 y 19 %, respectivamente. Asi mismo, comprobaron
que los constituyentes de las sustancias pécticas eran arabinosa, galactosa,
glucosa y éacidos urénicos, los de las «a-celulosas, glucosa y acidos
urénicos, y que las hemicelulosas estaban constituidas casi exclusivamente
por glucosa (97 %). Este glucano hemicelulésico ha sido identificado con la

calosa conformadora de la capa interna de la pared del tubo
Stanley, 1871).

(Roggen y

Nakamura y col. (1980b)  estudiaron més detalladamente los
constituyentes polisacaridicos de los tubos polinicos de Camellia japonica,
asi como la composicién de cada uno de ellos. La metodologia seguida por
estos autores les permitié obtener tres fracciones hemicelulésicas y una de

sustancias pécticas. Una de las fracciones  Themicelulésicas estaba

constituida casi exclusivamente por glucosa, mientras que de las otras dos,
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la hemicelulosa A mostraba una composicién similar a la anterior y 1la
hemicelulosa B, ademés de glucosa como componente mayoritaric, presentaba
cantidades importantes de arabinosa, galactosa y é&cidos urénicos. La
fraccién correspondiente a las sustancias pécticas, estaba constituida por

adcidos urénicos y, en menor proporcién, por arabinosa y galactosa.

La composicién de los polisacdridos de la pared celular del polen
germinado parece asemejarse a del polen maduro y a la de los tubos
polinicos. Asi, los estudio de Rae y col. (1985) pusieron de manifiesto en
polen germinado de JNicotiana alata un 65 % de glucosa, porcentaje algo
inferior al encontrado en tubos polinicos, y un 25 % de arabinosa,

proporcion muy similar a la descrita en granos de polen maduro (Nakamura y
Suzuki, 1981).

Por otra parte, es bien conocido que el crecimiento del tubo polinico
depende del azucar suministrado exogenamente, habiéndose podido comprobar
que la composicién en azicares de la pared del tubo estéd influenciada poar
la fuente externa de carbohidratos <(Nakamura y col., 1980b). En este
sentido, cuando el crecimiento del tubo polinico de Camellia japonica era
inhibido, bien por la adicién de cicloheximida o maltosa, bien por ausencia
de un aporte externo de azicar, el nivel de glucosa en la pared del tubo
disminuia, mientras que el de pentosas aumentaba, aproximandose de esta

forma a la composicién del grano de polen maduro (Nakamura y Suzuki, 1981).

Diversos autores han establecido que el rapido crecimiento de la pared
del tubo polinico se relaciona con la flexibilidad y plasticidad de esta
estructura a nivel del apice, lugar donde se produce el crecimiento. A este
respecto, Roggen y Stanley (1971) comprobaron que los polisacaridos de
natruraleza péctica eran los componentes fundamentales de esta regién, lo
que unido a la ausencia de hemicelulosas, determina las propiedades de

flexibilidad del tubo polinico en dicha zona de crecimiento.

La importancia del estudio de las proteinas del polen ha quedado

reflejada en los trabajos de Gay y col. (1986 a y b), quienes mediante

técnicas de electroenfoque aplicadas a geles de poliacrilamida conteniendo
granos de polen, sugirieron la posibilidad de estimar en una poblacién de

granos de polen, algin marcador génico capaz de determinar caracteristicas
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de importancia agronémica, lo que permitiria su utilizacién como un test

rapido en la seleccidén de genotipos vegetales.

Para gran numero de investigadores, las proteinas de la pared celular
del polen parecen estar implicadas en el crecimiento de dicha estructura
(Klis, 1976; Honson y Vada, 1980; Smith, 1981). Debido a la dificultad para
el aislamiento de las paredes celulares, y a la problemética que plantea la
obtencién de grandes cantidades de este material, especialmente en el caso
de los tubos polinicos, el estudio de dichas proteinas casi no ha sido
abordado. Uuo de los pocos trabajos realizados al respecto, fué llevado a
cabo en grano de polen de Lilium longiflorum por Yi-qin y col. (1983).
Estos autores, +tras wuna tedlosa metodologia, consiguieron aislar vy
purificar las paredes celulares, determinando en ellas un contenido en
proteinas por peso seco de paredes del orden del 4.0 %. La separacién
electroforética de las proteinas extraibles con ClNa puso de manifiesto unos
pesos moleculares comprendidos entre 12 y 200 Kd, siendo las glicoproteinas
los companentes proteicos de mayor peso molecular. Por otra parte, el
anélisis del contenido en aminoadcidos de las proteinas totales reveld que
todos los aminocdclidos proteinogenéticaos se encuentran formando parte de la

pared celular del polen de Lilium longiflorum (Yi-qin y col., 1883).

Especial atencién ha merecido el estudio de las proteinas de la pared
del polen germinado. Yi-gin y col. (1983) detectaron un contenido en
proteinas del 3.4 % en la pared celular del polen germinado de Lilium
longiflorum, valor algo inferior al detectado en el poler maduro de la
misma especie. Estos autores comprobaron que, al igual gque en grano de
polen maduro de Lilium, la mayoria de dichas proteinas eran extraibles con
édlcali. Por otra parte, la electroforesis en gel de poliacrilamida de las
proteinas extraibles con ClNa, revelé la desaparicién de algunos de los
componentes presentes en el polen maduro, asi como la aparicién de otros

nuevos. Asi mismo, estos autores pudieron observar que la mayoria las

proteinas nuevamente sintetizadas eran glicoproteinas, las cuales podrian

estar implicadas en el reconocimieto celular, aspecto de gran importancia en

el sistema de incompatibilidad y otras interacciones polen-estilo (Lamport
y Catt, 1981).
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En lo que concierne a la composicién aminoacidica de las proteinas de
la pared celular, ha sido puesto de manifiesto en polen germinado de Lilium
longiflorum una composicién y contenido en aminohcidos muy similar a la
encontrada en grano de polen madura. Unicamente es de destacar el mayor
contenido de hidroxiprolina en el polen germinado (Yi-gin y col., 1983).
Para Honson y Wada <(1980), las proteinas, principalmente, aquéllas
extraibles con 4lcali conteniendo hidroxiprolina, pueden tener un papel
importante en la extensibilidad de la pared celular del tubo polinico. En
este mismo sentido, Rae y col. (1985) tras examinar la composicién en
aminoAcidos de las paredes celulares de granos de polen germinados de
Nicotiana alata, encontraron los mismos aminodcidos descritos para el polen
germinado de Lilium, si bien en Nicotiana eran mayoritarios la glutamina, la

asparragina y la glicina, al tiempo que el contenido en hidroxiprolina algo

més elevado que el detectado en Lilium.

E. CAMBIOS METABOLICOS DURANTE LA GERMINACION

1. Biosintesis de lipidos

la sintesis de componentes de la membrana plasmatica y de la pared
celular constituye uno de los principales procesos biosintéticos que tiene
lugar durante el crecimiento del tubo polinico, lo cual va acompafiado de un
intenso flujo de vesiculas membranosas, desde el reticulo endoplasmatico

hacia el plasmalema (Mollenhaver y Morré, 1980; Picton y Steer, 1982).

Vipple y Mascarenhas (1978) en polen de Tradescantia paludosa
germinado en presencia de acetato (1-'4Cl y de actinomicina D o
ciclobheximida, inhibidores de la sintesis de ARN y de proteinas, concluyeron
que los enzimas requeridos para la sintesis de fosfolipidos y de lipidos

neutros eran sintetizados durante la maduracién del grano de polen,

permaneciendo activos a lo largo de la germinacién y crecimiento del tubo

polinico.

Asi mismo, los estudios de biosintesis lipidica en polen de Crotalaria

Juncea en presencia de acetato [2-'4C] han revelado que el 20 % de la

radipactividad incorporada a lipidos se ubica a nivel de 1los 1lipidos
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polares, siendo el Acido fosfatidico y, sobre todo, la fosfatidilcolina las
moléculas mayoritariamente sintetizadas (Malik y Chawla, 1883). A este
respecto, los trabajos antes indicados de Vipple y Mascarenhas (1978)
demostraron que cuando el acetato [1-'4C] se adicionaba al final del
desarrollo del tubo polinico, la biosintesis de fosfolipidos era mas activa,
sobre todo, a nivel de fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, siendo

importante resaltar también la Dbiosintesis de fosfatidilinositoles vy
fosfatidilserina.

En polen de Lilium longiflorum la biosintesis de fosfolipidos durante
la germinacién partiendo de glicerol [2-2H1, ha revelado que casi el 60 % de
la radiactividad incorporada a lipidos 1lo era a fosfatidilinositoles,
fosfatidilglicerol, fosfatidiletanclamina y, sobre +todo, fosfatidilcolina
(Helsper y Pierson, 1986). Del mismo modo, cuando se incubaba el polen en
presencia de [®*-P) ortofosfato durante las primeras horas de germinacién,
fué observado también un méximo de incorporacién en fosfatidilcolirna y

fosfatidiletanolamina (Helsper y col., 1586).

Como era de esperar, en presencia de mioinositol [2-®H], el polen de
Lilium longiflorum biosintetizaba principalmente fosfatidilinositoles, aunque
cuando la germinacién avanzaba, la biosintesis se dirigia hacila
polisacaridos pécticos (Helsper y col., 1986). Entre los fosfatidilinositoles
sintetizados, estos mismos autores pusieron de manifiestoc la sintesis de
fosfatidilinositol-4-monofosfato y fosfatidilinositol-4,5-bifosfato,
componentes que, como se ha inicado en otro apartado de esta Memoria,
pueden tener especial importancia en la regulacién por el Ca** del

crecimiento del tubo polinico.

Si bien los estudios de biosintesis lipidica durante la germinacién
del polen, han puesto de manifiesto que los fosfolipidos se sintetizan en el
mismo grado en polen de diferentes especies vegetales, en el caso de los

lipidos neutros, el panorama es muy distinto, lo cual tiene una enorme

importancia ya que impide determinar qué tipo de lipido neutro se sintetiza

de forma generalizada durante la germinacién del polen.
De los resultados obtenidos al respecto, se han podido determinar

algunas conclusiones importantes. Asi, en polen de Crotalaria juncea

incubado en presencia de acetato [2-'4C] el 80 % de la radioactividad
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incorporada a lipidos se detectaba a nivel de los lipidos neutros, siendo
los 4&cidos grasos libres y los triacilgliceroles las moléculas
mayoritariamente sintetizadas, siendo mucho menos significativa Ila
biosintesis de esteroles libres y esterficados (Malik y Chawla, 1983).
Posteriromente, Helsper y Pierson (1986) estudiando la incorporacién de
glicerol [2-*H) en los lipidos del polen de Lilium longiflorum, detectaron
tras 4 h de germinacién, un 42 % del precursor en la fraccién de lipidos
totales correspondiente a lipidos neutros, principalmente triacilgliceroles
y 1-2 diacilgliceroles. Por otra parte, en polen de Tradescantia, Vipple y
Mascarenhas (1978) habian observado que la incubacién con acetato [1-'4C]

suponia la sintesis mayoritaria de pigmentos, en relacién a los lipidos

neutros.
2. Utilizacién de la reserva glucidica

Teniendo en cuenta que los azucares del polen pueden ser utilizadaos
como fuente energética para la germinacién y el crecimiento del tubo
polinico y como precursores de los polisacéridos que conforman la pared
celular, nos ha parecido importante conocer los trabajos realizados en este

sentido a nivel del polen de distintas especies, debiendo resaltar la muy

escasa informacién existente al respecto.

Los estudios realizados por HNakamura y col. (1980a) han puesto de
manifiesto que el principal azicar del polen de Camellia japonica es la
sacarosa, aunque también se detectan pequeflas cantidades de glucosa,
fructosa, glucosa-6-fosfato y fructosa-6-fosfato. El contenido en estas
moléculas se ve enormemente influenciado durante la germinacién en funcién

del azicar suministrado exogenamente (Nakamura y col.,, 1980a; Deshusses y

col., 1981). Asi, la germinacién del polen de Camellia en presencia de

sacarosa, reducia los niveles de glucosa-6-fosfato y fructosa-6-fosfato en

un 50 y 25 %, respectivamente, respecto a los observados en presencia de
glucosa (Rakamura y col., 1880a).

4 pesar de que la UDP-glucosa es fundamental para la sintesis del B~

1,3-glucano constitutivo de las paredes del tubo polinico, en polen de

Camellia esta molecula no estéd presente en el grano maduro, aumentando su

contenido durante la germinacién independientemente de que el polen se
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incube en medios con o sin azicares (Nakamura y col., 1980a; Nakamura y
Suzuki, 1985). En este mismo polen, la maltosa inhibia el crecimiento del
tubo polinico al bloquear la formacién de UDP-glucosa a partir de glucosa;

sin embargo, este efectoc no se manifestaba en presencia de sacarosa

(Volosiuk y Pontis, 1974; Nakamura y Suzuki, 1985).

3. Sintesis de proteinas y acidos nucleicos

Los estudios sobre la necesidad de una activacién de la sintesis
proteica durante el crecimiento del tubo polinico, han sido importantes para
poder definir la dependencia del desarrollo del tubo de las proteinas

previamente sintetizadas durante la maduracién del grano de polen.

A este respecto, Calzoni y Speranza (1986) estudiaron la biosintesis
de estos componentes a partir de L-leucina [U-'4Cl durante la germinacién
del polen de manzano, comprobando una escasa incorporacién del precursor y
una fuerte inhibicién por cicloheximida. Sin embargo, en presencia de
actinomicina D no so6lo disminuia la incorporacién de leucina sino que
también tenia lugar la liberacién de proteinas al medio de germinacién.
Estos autores observaron que la presencia de cicloheximida y de
actinomicina D no afectaba a la emergencia del tubo polinico y si al
crecimiento del mismo. Del mismo modo, en polen de otras especies
vegetales, Dexeimer <(1968) y Mascarenhas (1975) indicaron que tanto la
emergencia como el crecimiento inicial del tubo son independientes de 1la
sintesis de proteinas, mientras que los estadios finales de crecimiento
requieren 1la sintesis de proteinas de novo. Capkova y col. (1983b)
explicaron la accién de la actinomicina D en base a una interferencia del
antibiético en la funcionalidad de las estructuras implicadas en la sintesis

de la pared del tubo polinico.

Raghavan (1984) en un estudio autorradigrafico de la sintesis proteica
durante la germinacién de granos de polen de Hyoscyamus niger en presencia
de arginina, leucina, lisina y <triptofano <tritiados, observé que la
incorporacién de estos aminoadcidos se producia a los pocos minutos de
iniciada 1la incubacién, y que a medida que el tubo polinico crecia, la

incorporacién tenia lugar tanto en los granos de polen como en los tubos
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polinicos y nunca a nivel de las células esperméticas, lo que confirma que

estas células son metabélicamente inactivas.

Segin se 1indicé en el capitulo introductorio de esta Memoria, 1la

germinacién del polen podria servir como modelo de utilidad en el estudio

de 1los mecanismos de adaptacién de plantas a condiciones ambientales

adversas. A este respecto, se sabe que la sintesis de proteinas muestra
modificaciones importantes en funcién de dichas condiciones. Asi, Xiao y
Mascarenhas (1985) analizaron las proteinas totales del polen madurc y
germinado de Tradescantia paludosa al objeto de determinar si 1la
termotolerancia se inducia como respuesta a la sintesis de proteinas: la
electroforesis bidimensional, las pruebas de tincién con plata y la
autorradiografia de las bandas radiocactivas, indicaron que las proteinas
dencminadas de chogque térmico no estdn presentes en el polen en el momento
de la antesis y que tampoco se sintetizan durante la germinacién.
Concluyeron estos autores, que la termotolerancia se induce sélo mediante un

incremento gradual de las temperaturas de germinacién y sin que el chogque

térmico influya en la sintesis proteica.

En cuanto a la influencia de la biosintesis de acidos nucleicos en 1la
germinacién, es légico pemsar que ésta tenga que depender del metabolismo
de dichos compuestos. Asi, numerosos estudios han puesto de manifiesto,
durante la germinacién y el crecimiento del tubo polinico, una biosintesis
de ARN, de ©polisacéaridos de la pared y de lipidos de membranas
(Mascarenhas y Bell, 1970C; Tupy, 1977; Kamboj y Jackson, 1285); sin embargo,
no existen evidencias que justifiquen una replicacioén del ADN nuclear
durante estos procesas. En este sentido, Kamboj y Jackson (1985,
atribuyeron la baja capacidad de absorcién de timidina tritiada durante la
germinacién del polen de Fetunia hybrida a la escasa demanda del precusor,
el cual so6lo era requerido a efectos de reparaciéon del ADN alterado como
consecuencia de la aplicaciéon de agentes mutagénicos (Jackson y Linskens,
1978, 1979, 1980). Curiosamente, en polen manzanc se ha descrito una
incorporacién de timidina tritiada al citoplasma y no a los nicleos, lo que
sugiere una sintesis de ADN a nivel de mitocondrias y plastidios de 1la

célula vegetativa (Avanzi y col., 1980; Tagliasacchi y col., 1985).
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Por otra parte, el conocimiento de que la germinacién y el crecimiento

inicial del tubo polinico en polen binucleado es independiente de la

sintesis de ARN (Mascarenhas, 1966; Dexeimer, 1068; Mascarenhas y Bell,

1969), se infiere que el ARN requerido para estos procesos esté ya presente
en el grano de polen binucleado en el momento de la antesis (Frankis y
Mascarenhas, 1980). Sin embargo, el hecho de que la actinomicina D inhiba el
crecimiento del tubo, una vez que éste alcanza una cierta longitud, sugiere

que una segunda fase de este proceso es dependiente de la sintesis de ARN

(Rosen, 1968; Mascarenhas, 1975).

las anteriores consideraciones permitieron establecer en polen
binucleado, que el crecimiento del tubo es un proceso bifédsico con una
primera etapa autotréfica, en la que se produce la movilizacién de las
sustancias endégenas y, una segunda heterotréfica, dependiente de la
sintesis de novo de ARN, en la cual se produce la divisién de la célula

generativa (Rosen, 1971; Lafleur y Mascarenhas, 1978; Bergamini Mulcahy y
Mulcahy, 1983).

Tagliasacchi y col. (1985) indicaron que la transicién de la fase
autotréfica a la heterotréfica podia estar marcada por la replicacién y
transcripcién de ADN citoplasméatico. En este sentido, los estudios de Avanzi
y col. (1980) habian puesto de manifiesto que tras incubar polen de manzano
con timidina y uridina tritiadas, la radioactividad se incorporaba en el
citoplasma y no a nivel de los nicleos vegetativo y generativo. Estos
resultados, confirmados posteriormente por Bellani y col. (1984), eran
indicativos de que ambos precursores radioactivos deben incorporarse al ADN

y ARN de mitocondrias y plastidios de la célula vegetativa.

Existen evidencias que apoyan una relacién entre la sintesis de ARN y
el estadio evolutivo del polem. Asi, en especies avanzadas filogenéticamente
como Tradescantia paludosa, unicamente se transcribe ARNm durante el
desarrollo del tubo polinico, ya que la sintesis de otras formas de ARN se
completa antes de producirse la dehiscencia de la antera (Mascarenhas y
Bell, 1970; Mascarenhas y Goralnick, 1971; Peddada y Mascarenhas, 1975). Por
el contrario, en especies menos avanzadas como Nicotiana alata o Malus
domestica, si existe sintesis de ARKr, ARNt y ARNm durante la germinacién
(Tupy y col., 1977; Sus y Tupy, 1978; Bagni y col., 1981). Es légico el

establecimiento de que la mayor parte del ARN sintetizado es ARNm, cuyo
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contenido es escaso en relacién al ARN total, ya que la inhibicién de la

sintesis por actinomicina D no producia cambios en el contenido total de

dicho acido nucleico (Calzoni y Speranza, 1986).

Un aspecto importante, es la demostracién en polen de tabaco, de una
relacién entre el contenido en ARFN y el pH del medio de crecimiento del
tubo polinico (Tupy y col., 1986). En medios tamponados a pH éptimo para la
germinacién (pH 5.9), el contenido en ARN permanecia constante, mientras que
en medios no tamponados se producia un descenso en el contenido de este
4cido nucleico, lo que se ha atribuido a una desorganizacién estructural y
funcional de los ribosomas, como consecuencia de la acidificacién del pH

externo provocada por la extrusién de H* y la consiguiente disminucién del

pH citoplasméatico.
F. FACTORES QUE AFECTAK A LA GERMINACION

Numerosos son los factores que afectan el proceso germinativo. Por
ello, a la hora de abordar el estudio de la influencia de los agentes
endogenos y exégenos sobre este proceso, se hace necesario la utilizacién de
técnicas de germinacién In vitro que mantengan condiciones de incubacién

bien definidas, a fin de analizar, posteriormente, el efecto del factor en

estudio.

Los estudios al respecto han puesto de manifiesto que la germinacién
estd fuertemente influenciada por el aporte exéogeno de azicares, iones
minerales y, en algunos casos, reguladores del crecimiento, habiéndose
demostrado que algunos agentes fisicos, temperatura y pH, afectan también a
este proceso. Por todo ello, hemos considerado importante describir el

efecto de los factores que influencian la germinacién.

1. lones minerales

Estudios in vitro han puesto de manifiesto la esencialidad de ciertos
elementos como boro, potasio y calcio, en la germinacién y crecimiento del
tubo polinico. No obstante, se desconace, en gran medida, el efecto de los
mismos sobre estos procesos, de manera que los apartados que siguen
constituyen una recopilacién de la informacioén disponible al respecto.
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El potasio es un elemento que habitualmente se adiciona a los medios

de germinacién, si bien su funcién en este proceso no ha sido adin

dilucidada, debido a las escasas investigaciones realizadas en este sentido.
Algunos investigadores han obtenido germinaciones satifactorias en polen de
peral y nogal en ausencia de potasio (Filiti y Marcucci, 1982; Luza y Polito
1985). Del mismo modo, los porcentajes de germinacién de polen de Lilium y
de jojoba en medios con K* son equiparables a los obtenidos en ausencia del

mismo (Deshusses y col., 1981; Lee y col., 1985; Reiss y col., 1985a; Nobling
y Reiss, 1987).

Fn relacién a la concentracién intracelular de K*, Reiss y col. (1985D)
establecieron, mediante técnicas de scaning con microsondas de protones,
que el K* aparecia igualmente distribuido a lo largo del tubo polinico de
Lilium longiflorum. En el mismo origen vegetal, los estudios de Deshusses y
col. (1981) han indicado que la adicién de ClK (8.4 nM) al medio de
germinacién conducia a una liberacién de H* al medio debido,

presumiblemente, a la creaclén de um antiport K+/H*.

Bashe y Mascarenhas (1984) propusieron que el K* actua a nivel de la
sintesis de proteinas al comienzo de la germinacién. Estos autores
determinaron, mediante espectroscopia de absorcién atémica, un elevado
contenido de K* (280 mM) en polen maduro de Tradescantia paludosa,
mientras que en el mismo polen una vez hidratado, la concentracién
intracelular disminuia fuertemente (100 mM). A este respecto, los estudios
de Veber y col. (1977) son indicatives de una inhibicién de la sintesis
proteica cuando el XK+ supera una concentracién determinada. Asi mismo, los
trabajos de Bashe y Mascaremhas (1984) han demostrado que la hidratacién
del grano de polen conlleva una concentracién intracelular de K* optima
para la iniciacién de la sintesis proteica, lo cual coincide con un

incremento en el numero de polisomas y con una importante incorporacién de

aminodcidos en proteinas.

El calcio también ha sido considerado como un elemento esencial en la
germinacién del polen de muchas especies, habiéndose centrado su funcidn
durante el crecimiento del tubo en el mantenimiento de la integridad y/o en

el control de la permeabilidad de la membrana. Asi, Filiti y Marcucci
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(1982), en polen procedente de dos cultivares de peral, observaron
porcentajes de germinacién entre el 50 y el 60 % a concentraciones de

Ca(NOz)z= comprendidas entre 0 y 250 ppm, mientras que concentraciones
superiores provocaban la inhibicién del proceso.

En cuanto al crecimiento del tubo polinico, Filiti y Marcuccl (1982)
observaron también una pauta similar frente al Ca*™, si bien el mayor
crecimiento del tubo se producia en ausencia de este elemento. Del mismo
modo, Lee y ceol. (1985) obtenian un maximo de germinacién en polen de
jojoba cuando el medio de incubacién era suplementado con 10 ppm de ClzCa,
en tanto que en medios sin o con 100 ppm de ClzCa el porcentaje de
germinacién tendia a disminuir. Por el contrario, Speranza y col., (1983
observaron que la ausencia de Ca™™ en el medio de germinacién del polen de
manzano, provocaba una fuerte disminucién de la germinacion y de la
longitud de los tubos polinicos, asi como una liberacién de proteinas al
medio, comprobando estos investigadores que las poliaminas revertian los
efectos provocados por la deficiencia en Ca™™. En esta misma linea de
actuacién, Luza y Polito (1985) comprobaron que 1 mM de ClzCa en el medio
de incubacién del polen de nogal optimizaba la germinacién y el crecimiento
del tubo polinico, mientras que en ausencia de Ca™™ se inhibia 1la
germinacién, rompiéndose los tubos polinicos a nivel del épice y liberando

su contenido al medio de incubacion.

Por otra parte, los estudios de Reiss y col. (1985b) en polen de
Lilium longiflorum han revelado la existencia de un gradiente de Ca*" a lo
largo del tubo polinico, el cual al estar asociado a la membrana celular
parece determinar el crecimiento del mismo. Cuando dicho gradiente se
destruye por accién de ionéforos del calcio como A23187, deja de ser
manifiesta la caracteristica distribucién polar de organelas a lo largo del
tubo polinico. En este sentido, parecia probable que el gradiente se pudiera
originar por un influjo del elemento restringido al &pice del tubo (Reiss vy
Hert, 1978; Reiss y Hert, 1979; Veisenseel y Kicherer, 1981; Polito, 1983;
Reiss y col, 1983).

En conexién con estos estudios, Reiss y Hert (1982) después de
germinar polen de Lilium logiflorum en medios conteniendo clorotetraciclina,
observaron que el tratamiento con el antibiético perturbaba la =zonacién

polar de las diferentes organelas, provocando una acumulacién anormal de
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vesiculas del reticulo endoplasmético, irregularidades en la membrana

plasmatica, la formacién de crestas inusuales en las mitocondrias y la

pérdida de microtibulos. Estos autores interpretaron este crecimiento

desorientado, en base a una perturbacién de la dinamica del equilibrio del
Ca** citoplasmético por quelacién con el antibiético. Del mismo modo, Reiss
y Hert (1985) pusieron de manifiesto que la presencia de nifedipina en los
medios de germinacién del polen de Lilium longiflorum, provocaba el
acortamiento, ramificacién y alteracién del didmetro de los tubos polinicos,

al tiempo que producia una pertubacién en el gradiente intracelular de

calcio.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto y con las previas
aportaciones de Brewbaker y Kwack (1963), la esencialidad del calcio en la
germinacién del polen podria explicarse en base a la existencia de un
gradiente de este elemento capaz de sustentar el crecimiento del tubo
polinico, desconociendose por el moemento el mecanismo por el cual dicho

gradiente se traduce en una distribucién polar de organelas.

A este respecto, la calmodulina también parece estar implicada en la
regulacién de la accién del Ca** durante la germinacion del polen (Haufer y
col., 1984), En 1983, Polito habia determinado que esta proteina estimulaba
la germinmacién y el crecimiento del tubo en polen de peral y almendro.
Estos resultados revelaban que la respuesta a la calmodulina estaba ligada
a la concentraciéon de calcio en el medio de incubacién, de forma que, a
bajas concentraciones del elemento, un aumento en la concentracion de 1la
proteina inducia un efecto inhibidor. Asi mismo, la adicién de clorpromazina
o trifluoperazina (fenotiazinas inhibidoras de la formacién del complejo Ca-
calmodulina), inhibia fuertemente la germinacién y el crecimiento del tubo
polinico. El acceso de la calmodulina exogena se efectua, probablemente, a
nivel del apice del tubo polinico (inica regién desprovista de calosa),
pudiendose deber su efecto promotor sobre el crecimiento a la activacion de
una Ca**-ATPasa del plasmalemaz, tal como ocurre en células animales
(Vinzeni y col., 1984). La visualizacion de la calmodulina, mediante técnicas
de fluorescencia a fenotiazinas, en otros sistemas con crecimiento polar
como pelos radiculares de Lepidium sativum e hifas de hongos de Achya sp.,

o multipolar como Nicrasterias denticulata, apoya lo anterior (Haufer y col.,
1884).

_30_



De lo anteriormente expuesto y de las cbservaciones de Picton y Steer
(1983) es posible concluir un requerimiento de calcio para el crecimiento
del tubo polinico, habiéndose sugerido que este elemento juega un importante
papel en la funcionalidad de los microfilamentos y en el transporte de

vesiculas y su posterior fusién a la membrana plasmatica.

También ha sido propuesta una actuacién del Ca** a nivel de enzimas
presentes en el grano de polen. En ¥Nicotiana alata, Polya y col. (1986} han
detectado la existencia de proteinas quinasas dependientes del calcio las
cuales podrian estar implicadas en la sefial de transduccién polen-pistilo
durante el crecimiento del tubo polinico. Asi mismo, se ha demostrado la
activacién por el calcio de una fitasa en polen de Lilium longiflorum (Scott
y Loewus, 1986). Para Jackson y Linskens (1982), ésta fitasa intervendria en
la degradacién del acido fitico acumulado en el grano de polen maduro de
muchas plantas, de forma que el mioinositol originado en este proceso,
podria constituir el sustrato para la biosintesis de fosfatidilinositoles y

pectinas, componentes de especial importancia en la elongacién del tubo

polinico (Helsper y col., 1984).

Los efectos negativos de la omisién de boro en el medio de germinacién
in vitro del polen, fueron ya observados por Schmucker en 1932 al
determinar que la ausencia de este microelemento inhibia la germinacién y
provocaba el acortamiento, malformacién y rotura de los tubos polinicos.
Posteriormente, otros autores han obtenido una respuesta similar en polen
de distintas especies (Filiti y Marcucci, 1982; Ekaratne y Senathirajah,
1983; Luza y Polito, 1985), aunque en manifiesto contraste con lo anterior,

el polen de jojoba germinaba adecuadamente en medios desprovistos de boro
(Lee y col., 1985

En cualquier caso, parece evidente que el requerimiento de boro en el
medio de germinacién es variable y dependiente de la especie vegetal, de

forma que concentraciones 6ptimas en algunos casos resultan inhibitorias en

otros.

Los estudios realizados en relacién al analisis del contenido de boro
en el polen y en los tejidos estigmaticos y estilares, han revelado que la
deficiencia del microelemento en el grano de polen esta compensada por un

alto contenido en el estigma y estilo (Gartel, 1952; Q'Kelley, 1957). Por
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otra parte, en algunas especies, la adicién de boro al medio de germinacién
provocaba un efecto inhibitorio, habiéndose demostrado altos niveles del

elemento en el grano de polen (Vasil, 1964).

Respecto al mecanismo de accién del boro, ya en 1932 Schmucker
propuso una intervencién del elemento en la regulacién de la sintesis de
componetes de pared, lo que atribuyé a la capacidad del boro para
acomplejar moléculas ricas en grupos hidroxilos (celulosa y sustancias
pécticas). Esta observaciéon fué apoyada mas tarde por los estudios de
Stanley y Loewus (1964), quienes determinaron el papel esencial del boro en
la sintesis de pectinas. En este sentido, recientemente Yamauchi y col.
(1986) han observado en otros tejidos, que la deficiencia en boro inducia un

descenso en el contenido en calcio asociado a los constituyentes pécticos

de la pared celular.

Otro posible efecto del boro ha apuntado ‘hacia una actuacién a nivel
de la membrana plasmatica, donde intervendria en la regulaciéon de la

hidratacién del polen (Lovatt y Dugger, 1984).

En cuanto a la intervencién de otros iomes minerales, entre ellos,
magnesio, manganeso y nitratos, en la germinacién del polen y en el
crecimiento del tubo polinico, los escasos datos encontrados al respecto no

permiten por el momento nada mas que leves matizaciones sobre la actuacién

en dichos procesos (Masaru y col., 1980; Cox, 1986).

2. Moduladores osmoticos

lLa adicién de una fuente hidrocarbonada, generalmente sacarosa ¥
glucosa, a los medios de germinacién del polen responde a la necesidad de
regular el equilibrio osmético durante dicho proceso. Aunque Nakamura y col.
(1980a) observaron que el polen de Camellia japonica era capaz de germinar
en medios desprovistos de azicares, sin embargo, el crecimiento del tubo
polinico se reducia en ausencia de azicares y en presencia de glucosa, en
relacién al observado en medios con sacarosa. Por el contrario, la
germinacién del polen de Jojoba y nogal requiere un aporte exégeno de

sacarosa (Lee y col., 1985; Luza y Polito, 1985).
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Al objeto de determinar la dependencia de la germinacién respecto al
azucar adicionado al medio, Nakamura y Suzuki (1985) estudiaron el
crecimiento in vitro del tubo polinico de Camellia japonica en medios
diferenciales en oligosacaridos. Estos autores observaron que la sacarosa,
rafinosa, melizitosa y celobiosa promovian el crecimiento del tubo, mientras
que otros oligosacaridos sélo ejercian un pequefio efecto estimulador. Asi
mismo, estos investigadores pudieron comprobar que la maltosa inhibia
fuertemente el crecimiento del tubo, incluso en presencia de otros azucares

promotores del mismo, excepto de sacarosa.

En este sentido, Nakamura y col. (1980a) y Deshusses y col (1981
propusieron que la sacarosa exégena era absorbida por el polen de Camellia
Japonica en los primeros estadios de la germinacién, sugiriendo la
existencia de un simporte sacarosa / HB*. Asi, la adicién de sacarosa al
medio de incubacién del ©polen de Lilium Ilongiflorum provocaba una
alcalinizacién del medio proporcional a la concentracién del disacérido. En
presecia de un ionéforo de protones, quedaba inhibido tanto el aumento del
pH iniciado por la adicién del azucar como la absarcién de [U-'4C]
sacarosa. Para estos autores, una vez absorbida la sacarosa por el polen, la
glucosa y la fructosa resultantes de su hidrélisis, son utilizadas como
fuente energética y como esqueleto carbonado para la sintesis de las

paredes celulares durante el crecimiento del tubo polinico.

En clara contradiccién con estos resultados, el hecho de que el polen
de determinadas especies vegetales, entre ellas de Lilium, germine en
presencia de una fuente hidrocarbonada no metabolizable (pentaeritritol),
hace muy cuestionable la necesidad del aporte exogeno de un azucar

metabolizable con otra finalidad a la de regulador osmético (Southworth,
1083>.

3. Reguladores del crecimiento

Tanto en polen de angiospermas (Rosen, 1968; Carmichael, 1970; Mcleod,
1975; Malik y Chhabra, 1976; Dhawan y Malik, 1681; Pfabler y caol., 19823,
como en polen de coniferas (Vebber, 1988), las hormonas vegetales han sido
implicadas en el desarrollo y germinacion del polen, asi como en el

crecimiento del tubo polinico. Sin embargo, no ha sido aun dilucidada 1z



funcién especifica de dichas hormonas en estos procesocs, ya que al tiempo
que un efecto promotor, pueden desarrollar una accién inhibidora sobre la
germinacién y el crecimiento del tubo, de 1o que se deduce que los niveles

endégenos de estas sustancias son suficientes para conducir el proceso
germinativo.

En cuanto al papel adscritoc a las distintas fitohormonas en 1la
germinacién, las auxinas han sido detectadas en polen, estilo y ovario de
diversas especies, habiendose asociado su accién al crecimineto del tubo

polinico, asi como a la fertilizacién y estimulacién del crecimiento del
ovario (Nitsch, 1952),

Aunque estas hormonas han sido implicadas en la estimulacion de 1la
germinacion del polen, en general su aplicacién in vitro tiene un escaso
efecto estimulante. En polen de Pinus roxburghii 2.5 ppm de 4cido
indolacético (AIA) promueve el crecimiento del tubo, mientras que 50 ppm
muestra un marcado efecto inhibidor (Konar, 1958; Dhawan y Malik, 1981).
Por otra parte, en Zea mays, Dhingra y Varghese (1985b) comprobaron que el
AIA no ejercia efecto sobre la germinacién del polen obtenido a partir de
plantas crecidas en medios no salinos, sin embargo, la aplicacién de 10 ppm
de AIA a polen de plantas desarrolladas en condiciones de salinidad
aumentaba significativamente el crecimiento del tubo polinico. Estos autores
interpretaron estos resultados en base a una posible interaccién de 1la
hormona con inhibidores presentes en el polen. Para otros investigadores, el
efecto estimulante de la hormona era debido a un efecto promotor sobre la

sintesis de ARN mensajero (Malik y Chhabra, 1978).

En cuanto al efecto de las giberelinas, la capacidad de germinacién
del polen en funcién de la aplicacién exégena de estas hormonas también
varia segin la especie, el genotipo y la concentracién de la hormona en el
medio (Chandler, 1957; Carmichael, 1970; Pfahler y col., 1982). El an&lisis
mediante cromatografia y espectroscopia de masas revelé la presencia, en
polen maduroc de Finus atenuata, de giberelinas Az, Aa, Av y As, observandose
después de la germinacién un incremento en la concentracién aquéllas de
naturaleza polar y un descenso de las no polares (Kamienska y col., 1976).

El efecto estimulador de la giberelina Az en el crecimiento del +tubo
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polinico fué atribuido a una accién de la hormona sobre la sintesis de los

acldos nucleicos, a—-amilasa e invertasa (Mann,1975).

Por otra parte, el andlisis mediante bicensayos de la actividad de las
giberelinas, permitié determinar un méximo de actividad en las primeras
horas de germinacioén del polen de Pinus coultre! y F. ponderosa, y una
disminucién posterior hasta valores no detectables, lo cual sugirié 1la
intervencién de estas hormonas en el crecimiento del tubo

(Kamienska y Pharis, 1975).

polinico

Aunque no ha sido definida claramente una funcién para el acido
abscisico en la germinacién, esta molécula si ha sido detectada en polen,
estilo y ovarioc de varias especies de angiospermas y coniferas (Shibuya y
col., 1978; Vebber, 1988). En polen de plantas de maiz sometidas a estrés
salino, la aplicacién exogena de ABA provocaba una inhibicién en la
germinacién, al tiempo que aumentaba el crecimiento de los tubos polinicos
(Dhingra y Varghese, 1985b). De la misma forma, en polen de Hippeastrum
vitatum, Shidu y col. (1986) observaron una estimulacién del crecimineto del
tubo a concentraciones de ABA entre 1 y 10 ppm, a la cual acompafiaba un
incremento de la fijacién no fotosintética del '4C0z y de la actividad de la

fosfoenolpiruvato carboxilasa.

El mecanismo por el cual el ABA estimulaba el crecimiento del tubo
polinico también podria estar relacionado con un aumento en la absorcien
activa de sacarosa acoplada a un incremento de la actividad invertasa
(Cherry, 1968; Gaylor y Glasziou, 1969; Saftner y Wyse, 1384). Por otra pate,
Sondheimer y Linskens (1974) postularon un papel no esencial para el acido
abscisico en la germinacién del polen y en el crecimiento del tubo, y si de
importancia en la regulacion de las reacciones de incompatibilidad polen-—
pistilo. Asi, en Fetunia hybrida el contenido en ABA a nivel de los estilos
aumentaba rapidamente durante el desarrollo floral, mientras que en
ovarios y anteras permanecia relativamente constante. Ademés, tras una
polinizacién cruzada, el contenido en ABA en los estilos y ovarios se
reducia significativamente en relacién al contenido detectado en

una
autopolinizacién (Yang y col., 19895).
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También ha sido descrita la presencia de citoquininas en polen de
distintas especies vegetales (Webber, 1988), habiendose observado
previamente que la quinetina estimulaba la germinacién del polen de Finus
roxburghii y el crecimento del tubo polinico de F. radiata (Konar, 19%58;
Sweet y Lewis, 1971). Sin embargo, la aplicacién exégena de quinetina no
tenia efecto alguno sobre la germinacién del polen y crecimiento del tubo

polinico de F. mugo (Nygaard, 1969).

Asi mismo, se ha podido comprobar que la adicién de benzilaminopurina
(BAP) a medios de incubacién de polen de plantas de maiz crecidas bajo
condiciones salinas, paliaba los efectos inhibidores de la sal sobre la
germinacién y el crecimiento del tubo (Dhingra y Varghese, 1985b). Una
estimulacién tal inducida por BAP podria deberse, segin Kahane y Poljakoff-
Mayber (1968) y Singh y Singh (1980) a un efecto sobre la incorporacién de
aminoadcidos en proteinas bajo condiciones salinas, 0 a un incremento de la
actividad invertasa, lo que podria proporcionar precursores para la sintesis

de la pared del tubo polinico (Rutherford y Bard, 1971; Howard y Vitham,
1983).

Otras hormonas vegetales, entre ellas el brasinosteroide, aislado del
polen de diversas especies vegetales, también ha mostrado algin efecto
promotor de la germinacién (Bometti y col., 1983; Yokota y col, 1987). Sin
embargo, curiosamente, no existen estudios acerca del efecto del etileno
sobre los procesos fisiolégicos en estudio, no habiendo sido identificada

esta hormona en polen de gimnospermas (Webber, 1988).

4. Efecto del pH

La germinacién es un proceso sensible al pH, habiéndose demostrado en
polen de tabaco que la optimizacién del pH del medio de incubacién prolonga
el tiempo de crecimiento del tubo polinico (Tupy y col., 1986). Al igual que
la de los iones minerales y hormonas, la influencia del pH sobre la
germinacién es dependiente de la especie vegetal. Asi, el polen de jojoba
germina satisfactoriamente a valores de pH comprendidos entre 4 y 8,

mientras que en otras especies lefiosas, un pH de 4.2 inhibe la germinacion
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en un 50 % respecto a la observada en medios con pH 5.0 (Lee y col., 1985;
Van Ryn y col., 1986).

Parece ser que el efecto del pH sobre la germinacién puede estar
relacionado con la composicién del medio de germinacién. En este sentido,
Cox (1988) ha observado que la incubacién del polen de Oenothera
parviflora, Trillium glandiflorum y Tsuga canadiensis con iones cobre o
nitrato, inducia una mayor 1tolerancia a los pH é&cidos, mientras que la
presencia de iones zinc y plomo en los medios de incubacién de polen de

Pinus strobus incrementaba la sensibilided del procesoc germinative a la

acidez del medio.

Un hecho muy importante a tener en cuenta es que el pH del medio de
incubacién también se ve afectado por la germinacién y por el crecimiento
del tubo polinico. En este sentido, Van Ryn y col. (1986) han observado en
polen de Cornus florida, Betula lenta, Betula alleghaniensis y Acer
saccharum, que a un pH inicial comprendido entre 3.5 y 4.5, a medida que el
polen germina, aumenta el pH del medio hasta alcanzar valores proximos a
5.5. Del mismo modo, Southworth (1983) gbservo que al incubar polen de
Lilium longiflorum a pH entre 3.0 y 5.0, el medio se alcalinizaba hasta un
pH préximo a 5.0, lo cual podia explicarse segun Speranza y Calzoni (1980)

en base a la liberacién de proteinas y poliaminas al medio de germinacién.

En contraste con estos resultados, la germinacién del polen de Lilium
en medios con pH comprendide entre 6.0 y 10.0, provocaba una acidificacion
del medio, lo que sugirié a Southworth (1983) la participacioén de una bomba
de H* en la germinacién del polen. Tupy y col. (1986) comprobaron que la
germinacién del polen de tabaco en medios no tamponados provocaba una
inhibicién del crecimiento de los tubos polinicos y una disminucion en el
nimero de ribosomas y/o polisomas, al tiempo que una acidificacion del pH
externo. Estos mismos autores y Capkova y col. (1983a) concluyeron que la
estabilidad estructural y funcional de los ribosomas y la continua sinteszis
de proteinas necesarias para el crecimiento del tubo polinico, precisa de

una constancia en el pH citosélica, para lo cual es fundamental un sistema

continuo de extrusién de H*.

Por otra parte, la absorcién y metabolismoc de determinados

componentes del medio también pueden influenciar los cambios de pH durante
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la germinacién. Asi, Deshusses y col. (1981) comprobaron en polen de Lilium
longiforum, que la adicién de sacarosa al medio de germinacién producia
un incremento del pH, el cual fué interpretado en base a un cotransporte
sacarosa / H*. La adicién al medio de D-glucosa, D-xilosa, maltosa, 3-0-
metil-D-glucosa o 2-desoxi-D-glucosa también producia este efecto, aunque la
respuesta era inferior a la obtenida en presencia de sacarosa (Deshusses y
col., 1981>. Por el contrario, otros azicares como trehalosa, L-glucosa y
mioinositol no inducian estos cambios en el valor del pH. A este respecto,
Nakamura y col. (1980a) observarcn una disminucién de las reservas
endégenas de sacarosa durante la germinacién del polen de Camellia japonica,
lo que les llevé a sugerir que la sacarosa o sus productos de hidrolisis

utilizan la fuerza motriz de los protones para acceder al tubo polinico.

De acuerdo con estos resltados parece légico pensar que el pH debe
jugar un importante papel en la germinacién del polen in vivo. En este
sentido, Cox <(1988) estudiando, en polen de varias especies de plantas
lefiosas caracteristicas de 1los bosques de Canadéd, la germinacién vy
crecimiento del tubo polinico, ha observado una significativa inhibicién de
ambos procesos a valores acidos de pH, cominmente determinados en el agua
de 1lluvia de esta regién. Asi mismo, son importantes los datos previamente
obtenidos por Karnosky y Stairs (1974) en relacién a la inhibicién por el
S0= de la germinacién del polen de Fopulus deltoides, donde los protones

originados por el SOz en el medio de incubacién constituyen un importante

componente en la toxicidad a este gas (Murdy, 1979; DuBay y Murdy, 1983 a y
b).

5. Efecto de la temperatura

La temperatura es uno de los factores ambientales que méas influencian
la germinacién del polen, habiendose comprobado que a temperaturas entre 20
y 30 °C se alcanzan los resultados mds satisfactorios (Herrero y Jonhson,
1080; Fernandez-Escobar, 1981; Filiti y Marcucci, 1982; Southworth, 1983;
¥iao y Mascarenhas, 1985).

En un estudio detallado del efecto de este factor sobre la germinacién
del polen de jojoba, Lee y col. (1983) detectaron un maximo de germinaciéon

tras incubar el polen entre 25 y 35 °C, mientras que a temperaturas de 5 y
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40 °C tenia lugar una inhibicién total del proceso germinativo. Por el

contrario, Mascarenhas y Altschuler <(1983) pudieron observar que la

germinacién del polen de Tradescantia paludosa no se afectaba por
temperaturas de 40 °C, aunque el crecimiento del tubo polinico se detenia
después de 30 min de incubacién a dicha temperatura. Sin embargo, el
incremento gradual de la temperatura hacia crecer los tubos polinicos al
menos durante 60 min, una vez alcanzada la temperatura final, lo que hizo
pensar a estos autores que el incremento graduazl de la temperatura de

germinacién protegia a los tubos polinicos de la inhibicién del crecimiento

por este factor.

Xiao y Mascarenhas (1985) han obtenido unas conclusiones muy
interesantes tras la observacién de que el crecimiento del tubo polinico no
se recuperaba después de un choque térmico a 37 °C. Este resultado les llevd
a pensar que, a diferencia de los tejidos vegetativos de la planta, el polen

es incapaz de sintetizar proteinas frente a un aumento subito de la

temperatura.

De los resultados obtenidos al respecto, parece ser que la capacidad
de germinacién in vitro del polen también se ve afectada por las
temperaturas a que estén expuestas las flores en el momento de la antesis o
previamente a que ésta se produzca. Asi, temperaturas de 35 y 40 °C en el
momento de apertura de las flores, disminuyen la viabilidad del polen de

diversas plantas (Weaver y col., 1985; Iapichino y Loy, 1987).

Pero no solo las altas temperaturas afectan a la viabilidad del polen.
Asi, Dickson y Boettger (1984) observaron una inhibicién de la capacidad de
germinacién in vivo del polen de plantas de Jjudia mantenidas a una
temperatura de 10 °C después de la floracién. Asi mismo, Patterson y col.
(1087) tras someter yemas florales de plantas de tomate en distintos
estadios del desarrolloc a estrés por bajas temperaturas, observaron que eran
los periodos inmediatamente anteriores a la antesis los de mas acusada
sensibilidad al frio. Los trabajos de Toriyama y col (1987) también bhan
demostrado la alta sensibilidad al frio de las anteras de plantas de arroz.
Para estos autores, el factor de sensibilidad venia representado por la
existencia, en las anteras, de componentes lipidicos con alta temperatura de

transicién. Previamente, los estudios de Satake (1976) en cultivos de arroz,
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habian puesto de manifiesto que la mayor sensiblidad al frio correspondia al

momento en el cual se desarrollan las células madre de los granos de polen.

G. UTILIZACION DEL POLEN EN LA TECNOLOGIA VEGETAL

El estudio del polen no sbélo tiene interés desde un punto de vista
bioquimico, sino también por la utilidad que esta célula puede tener en la
mejora vegetal. Asi, el seguimiento del proceso germinativo puede constituir
un modelo muy util y sencillo para el estudio de los mecanismos de
adaptacién de plantas a condiciones ambientales adversas. Por otra parte, el
polen muestra una especial importancia en la mejora genética de plantas,
mediante la utilizacién de técnicas de polinizacién in vitro o en base a la

produccién de haploides a partir de polen seleccionado o genéticamente

transformado.

1. La germinacién del polen en el estudio de los estreses ambientales

Durante la germinacién, el polen constituye probablemente la célula de
crecimiento mas rapido en el reino vegetal. Ademas, el hecho de que tanto la
germinacién como el crecimiento In vitro del tubo polinico sean procesos
relativamente simples desde un punto de vista metodolégico y que, tras
germinar, el polen constituya una poblacién celular homogenea, comparable a
los cultivos celulares, son razones importantes como para considerar la
germinacién in vitro como un test rapido y sensible para el estudio de los

mecanismos de adaptacién de las plantas a los factores ambientales.

De acuerdo con los estudios previamente indicados en relacién a la
sensibilidad de la germinacién y crecimiento del <ubo polinico a la
temperatura (Xiao y Mascarenhas, 1975; Herrero y Jonhson, 1980; Lee y col.,
1985; lapichino y Loy, 1987)>, el seguimiento de estos procesos podria ser
utilizado para identificar los genotipos capaces de crecer bajo condiciones
de estrés térmico. Sin embargo, la no induccién de un perfil especifico de
nuevas proteinas sintetizadas en el polen en funcién de la temperatura,
impide por el momento, la clara utilizacién de esta célula como un modelo

donde estudiar los mecanismos de termotolerancia.
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La germinacion del polen y el crecimiento del tubo polinico han sido

también considerados indicadores sensibles a la polucién atmosférica

(Stanley y Linskens, 1974; Feder, 1968, 1981; Cox, 1983, 1984). En este
sentido, el efecto de los contaminantes urbanos e industriales sobre la
viabilidad del polen de coniferas, tieme lugar a niveles muy inferiores a
los requeridos para llegar a detectar un dafio visible en la planta (Houston
y Dochinger, 1677). Sin embargo, conviene tener en cuenta antes de utilizar
la geminacién como test de contaminacién atmosférica, que en ocasiones el
efecto de los contaminantes no es directo. Asi, Murdy (1979) comprobé que
el efecto negativo del S0z sobre la germinacién del polen en medios

conteniendo una elevada humedad relativa era debido, en gran medida, a la

acidez inducida por este gas sobre la superficie estigmética.

No es necesario insistir en la importancia de la salinidad como factor

limitante de la produccién vegetal y de la capacidad de extensién agricola.

El estudio de los mecanismos de adaptacién de las plantas a este agente
estd siendo objeto de una exhaustiva dedicacién tanto por bioquimicos como
por fisiélogos, habiéndose indicado diferentes estrategias desarrclladas por
la célula como defensa frente a las altas concentraciones salinas: sintesis
de osmorreguladores, estimulacion de la actividad extructora de Na* desde el

citoplasma al exterior o a la vacucla y sintesis de proteinas relacicnadas

con la adaptacién.

En este sentido, es bien conocido que el sometimiento de una planta a
altas concentraciones de ClNa hace descender la viabilidad del polen, asi
como la germinacién y el crecimiento del tubo polinico (Reddy y Goss, 1971;
Abdullah y col, 1978; Dhingra y Varghese, 1985a). Sin embargo, también se ha
comprobado que determinadas fitohormonas mejoran la germinacién in vitro
del polen de plantas de maiz crecidas bajo condiciones de estrés salino, lo
cual es indicativo de que la salinidad puede modificar el balance hormonal
del polen, afectando a la germinacion (Dhingra y Varghese, 1985b). De ser
esto asi, podria existir un paralelismo entre el polen y otros tejidos
vegetales donde la salinidad provoca una disminucién de promotores y un
incremento de inhibidores del crecimiento (Mizrahi y col., 1970, 1972; Nagvi

y Ansari, 1974; Tal, 1977; Downton y Loveys, 1981).
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Quiza la semejanza entre los tubos polinicos y los pelos radiculares,
pueda constituir otra de las razones por las que la germinacién del polen y
el crecimiento del tubo pueden ser modelos adecuados para el estudio del
estrés salino en plantas (Yokota y Konishi, 1981). Por otra parte, Yokota
(1986) observé una fuerte inhibicién de la germinacién del polen de té en
medios salinos. Este autor comprobé también que el Ca** y el K* impedian
la manifestacién del efecto inhibitoric del ClNa sobre la germinacién. La
comparacién de estos resultados con los obtenidos en diferentes cultivos,
donde la presencia de dichos elementos revierte el efecto inhibitorio del
Na* (Ayoub, 1974; Chavan y Karadge, 1980), permite, asi mismo, sugerir que
la germinacién in vitro del polen puede constituir un buen sistema

experimental para el estudioc de la salinidad.

2. El polen en la mejora genética de plantas

No cabe la menor duda de que la utilizacién del polen en la mejora
genética de plantas estd adquiriendo gran importancia. Asi, la hibridacién
sexual es una poderosa herramienta en la produccién de plantas superiores
capaces de expresar caracteres distribuidos en diferentes miembros de una
misma especie o en diferentes especies de un mismo género. La realizacién
de esta técnica requiere la polinizacién artificial controlada del parental
femenino con polen de un parental masculino seleccionado, entendiendose por
polinizacién artificial o polinizacién in vitro, la aplicacién del polen a
6vulos aislados (polinizacién ovular), a évulos unidos a la placenta
(polinizacién placental) o a estigmas (polinizacién estigmética) (Bhojwani y
Razdan, 1983b). Como es 1légico, la efectividad de esta técnica, que implica
la germinacién del polen, el crecimiento del tubo polinico y la fertilizacién
y desarrollo del oévulo fecundado en un embrién viable, depende de 1a

composicion del medio en que se realizan estos procesos.

La polinizacién ovular y placental, parecen constituir técnicas
prometedoras en cuanto a la superacién de las barreras de incompatibilidad
precigéticas, en las que intervienen los tejidos estigmatico y estilar,
permitiendo, de esta forma, la produccién de nuevos genotipos. En relacién a
ello, se han conseguido, utilizando técnicas de polinizacién placental,

embriones hibridos procedentes de cruces de diferentes especies (Zenkteler
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y Melchers, 1978>. En tales casos, la utilizacién de medios nutritivos

adecuados para promover el desarrollo normal del embrién, permitiria 1la
obtencién de una planta hibrida. En este sentido, debe destacarse que la
induccién de la organogénesis en un embrién hibrido tiene méas
probabilidades de éxito que la induccién de dicho proceso a partir de un

callo derivado de células soméaticas (Bbhojwani y Razdan, 1983b).

4 este respecto, es importante mencionar que aunque el uso de
diferentes técnicas de cultivo de tejidos (produccién de hapolides a partir

de cultivo de anteras y polen o fusién y cultivo de protoplastos) hayan

disminuido el interés del estudio de la polinizacién in vitro, conviene

destacar que la utilizacién de esta Gltima técnica ha permitido 1la

fertilizacién de ovulos superando con ello las barreras de

autoincompatibilidad (Rangaswamy y Shivanna, 1967, 1971a) e
incompatibilidad entre diferentes especies, géneros y familias (Zenkteler y
Melchers, 1978; Zenkteler, 1980), asi como la produccién de haploides

mediante partenogénesis (Hess y Wagner, 1974).

Por otra parte, es bien conocida la importancia de los tejidos y
plantas haploides en el campo de la geénetica y mejora vegetal. La
produccién espontanea de haploides tieme su origen en los procesos de
partenogénesis, produciendose en la naturaleza muy infrecuentemente.
Inicialmente, la produccién artificial de haploldes se conseguia: mediante
cruzamientos definidos conducentes a la eliminacién de uno de los
complementos cromosémicos (Kasha y Kao, 1970), a través de la aplicacién de
ciertas fitohormonas a flores fertilizadas (Kasha y col., 1878) o mediante
fertilizacién con polen irradiado (Bhojwani y Razdan, 1983a). Ninguna de
estas técnicas constituyé un método eficaz de produccién de haploides,

habiéndose demostrado, sin embargo, que el cultivo de anteras o polen es un

método satisfactorio de obtencién de plantas haploides (Niizeki, 1977; Hu,
1978>.

Numerosos factores afectan la androgénesis, destacando, entre ellos,
las condiciones de cultivo y los requerimientos nutritivos. La importancia
de este Ultimo factor en la induccién de la repuesta embriogénica ha sido

puesta de manifiesto por Kyo y Harada (1986) en Nicotiana tabacum, donde el
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suplemento o no del medio de cultivo del polen con glutamina puede conducir

a esta célula hacia un desarrollo gametofitico o esporofitico.

La rapida deteccién de mutantes recesivos es una de las aplicacices

més importantes de las células haploides. Aunque la seleccién de estos

mutantes y la posterior duplicacién de sus cromosomas podria conducir a la
opbtencion de cigotos diploides capaces de expresar dichas mutaciones, 1la
induccién de 1la diploidia también puede ser efectuada por fusién de
protoplastos de células haploides seleccionadas, habiéndose conseguido

producir protoplastics a partir de polen de diversas especies (Loewus y col.,
1985; Tanaka y col., 1987).

Asi mismo, los tejidos haploides derivados de los cultivos de polen
tienen una especial importancia en la induccién artificial de mutaciones. Su
utilizacién podria conducir, mediante seleccién de lineas celulares, a la
pbtencisén de plantas resistentes a condiciones adversas (Bhojwani y Razdan,
1983a). Ademéds, cabe destacar la importancia de las células haploides en la
obtencién de lineas isogénicas puras. En este sentido, mientras que la
fijacién de wun caracter determinado en un cultivo, mediante técnicas
convencionales de cruzamiento, puede requerir varios afios, las técnicas de
obtencién de haploides por cultivo de polen permitirian fijar dicho caracter

en una séla generacién (Bhojwani y Razdan, 1983a).

Por dltimo, es importante significar la gran transcendencia que tiene
en la mejora vegetal la posibiliad de transmitir el material genético al
polen. En este sentido, la informacién genetica transmitida por virus al
polen, puede posteriormente ser trasladada a la planta mediante subsiguiente
fertilizacién con la célula genéticamente transformada o bien mediante la
obtencién de nuevas plantas por cultivos de haploides (Doy y col.,, 1973;
Ohta, 1986). Por otra parte, estudios recientes en polen de sandia han
puesto de manifiesto la posibilidad de fusién de liposomas a los tubos
polinicos (Gad y col., 1988). Esta tecnologia abre todo un campo en la
utilizacién del tubo polinico como receptor del ADN previamente encapsulado
en los liposomas. Asi mismo, la posibilidad de permeabilizar la membrana
del polen mediante la aplicacién de pulsos eléctricos muy cortos y de
elevada intensidad, podria permitir la incorporacién de macromoléculas al

interior de esta célula (Mishra y col., 1887).
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En definitiva, los antecedentes expuestos permiten concluir que el
polen constituye un buen modelo experimental para el estudio de multiples
procesos fisiolégicos y bioquimicos relacionados con el desarrollo vegetal,
asi como una herramienta muy valida para la investigacién de mecanismos de
adaptacién de plantas a condiciones adversas y para la mejora vegetal. De
aqui, la importancia de estudiar en este trabajo aquellos cambios
metabélicos que, desde nuestro punto de vista, pueden regular y definir, en

alguna medida, la germinacién y el crecimiento del tubo polinico.
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ITII. PLAN GENERAIL DE TRABAJO



En funcion de los objetivos marcados en la introduccién, de 1los
antecedentes bibliograficos expuestos y de la experiencia previa de nuestro
grupo al respecto, se ha planteado el siguiente plan de trabajo, encaminado

a conocer las transformaciones metabélicas que acompafian al polen durante

la germinacién:

1~ Puesta a punto de un método rapido y sencillo de germinar el

polen.

2.~ Estudio de la relacién entre la capacidad de germinacién del polen
y la actividad extructora de H, asi como de la regulacién de estos

procesos por activadores e inhibidores especificos.

3.~ Estudio comparativo de componentes hidrosolubles y de los cambios

en el contenido y en el metabolismo lipidico en polen maduro y germinado.

4.~ Estudio de componentes glucidicos y protéicos de la pared del
polen maduro y germinado, al objeto de obtener indices Dbioquimicos
representativos de los posibles cambios que se inducen en esta estructura

durante la germinacién y el crecimiento del tubo polinico.
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IV. MATERIAIL Y METODOS



A. MATERIAL VEGETAL

Se ha utilizado polen maduro de olivo (Olea europaea L. cv. Martefio)
procedente de arboles de 10 a 15 afios, situados en la provincia de Granada

y sometidos a un microclima y a unas condiciones de cultivo simlares.

1. Recoleccién y almacenamiento del polen

Se ha efectuado inmediantamente antes de la antesis, siguiendo el

método propuesto por Griggs y col. (197%). Para ello, ramas de olivos de las
parcelas experimentales en estudio fueron introducidas en bolsas de papel
satinado de 30 x 50 cm. plegadaz lateralmente, manteniendose asi en los

arboles durante 24 h. Transcurrido este tiempo, el polen de las flores

ablertas se recogi¢ en dichas bolsacs mediante agitacién enérgica de las

ramas y, posteriormente, una vez trasladadas las bolsas al laboratorio, se

mallas
metélicas de 1, 05 y 0.2 mm/mm de luz (C.I.S.A., Barcelona). Finalmente, el

separaron los restos de material contaminante mediante su paso por

polen fué sometido a una temperatura de 37 °C durante 6 h y se almacend a
-20 °C en viales de vidrio, o se tranfiric a criotubos, conservandose en

nitrégeno liquido hasta su utilizacién.

B. GERMINACION IN VITRO

El conocimiento de que el crecimiento celular es dependiente del
mantenimiento de una concentracién iénica intracelular adecuada y del aporte
energético procedente de las sustancias de reserva ha sido fundamental en
este trabajo para llevar a cabo el estudio de la germinacién del grano de
polen y el desarrollo del tubo polinico. En el polen, estos procesos suponen
un aceleradoc metabolismo, asi como un intenso intercambio de iones a traves
de la pared celular y de la membrana plasmatica. De aqui, la importancia de
la utilizacién de los conceptos relacionados con el transporte iénico para
la puesta a punto de un método mediante el cual poder estudiar la
regulacién y los cambios bioquimicos que se establecen em el polen durante

la germinacién.
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Para el estudio de la germinacién in vitro, se ha tomado como base

tecnologica la utilizacién de una metodologia capaz de incrementar 1la

extrusién de H* desde el citoplasma al exterior de la célula. En este
sentido, un incremento tal del transporte de H* entrafié la utilizacién de
una técnica que posibilitara una estimulacién del metabolismo celular. El
mantenimiento del polen en condiciones de ageing cumplia, en gran medida,
con estos requisitos, al servir de lanzadera de procesos claves coma:
respiracién, sintesis de 4cidos nucleicos, proteinas y lipidos de membranas,

asi coma de la absorcisén activa de iones.

Las consideraciones previas y la experiencia de nuestro grupo al
respecto, permitieron la puesta a punto de esta técnica experimental para la
germinacién in vitro del polen, la cual ha consistido basicamente, en el
sometimiento de dicha célula en su medio de incubacién, al bombeo cotinuo
de una corriente de aire. Teniendo en cuenta, ademés, que el funciocnamiento
y cuantificacién del sistema requiere el control de la acidez que el polen
aporta en cada momento al medio de germinacién, fué necesario la utilizacién

de un dispositivo capaz de mantener de forma automatica el pH a un valor

constante previamente fijado.

1. Dispositivo experimental

El sistema utilizado para inducir el ageing y hacer germinar el polen
in vitro (figura 1) consta esencialmente de: un embudo Buchner provisto de
una placa porosa de vidrio fritado (® 1), a través de la cual se hace
pasar una corriente continua de aire para mantener una elevada
concentracion de oxigeno en el medio de incubacién y los granos de polen en
suspension, un baflo termostatizado, que permite mantener constante la
temperatura del medio, para lo cual se hace pasar el agua procedente del
bafio a través de la doble pared del embudo; un equipo Metrohm pH-stat
para la regulacion del pH durante el proceso germinativo, compuesto por

médulos de pH-meter (E-632), multidosimat (655) e impulsomat (614).

Sustancialmente, el funcionamiento del dispositivo indicado se basa en
la generacién de un impulso derivado del cambio de pH del medio de
incubacién del polen, respecto al prefijado en el impulsomat, el cual una vez

transmitido al multidosimat hace que éste libere al medio volumenes fijos
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Figura 1. Dispositivo experimental utilizado para germinar el polen in

vitro y para medir la actividad bombeadora de H™.




de solucién de KOH o SO.Hz de molaridad conocida (2.5 mM). El volumen de
solucién consumido durante el proceso germinativo, indicado por el
multidosimat y reflejado analégicamente en un registrador, es proporcional a

la cantidad de H* extruidos al medio a través de la membrana plasmatica y
de la pared del polen.

Por otra parte, en los estudios preliminares llevados a cabo en este
trabajo, el polen también se hizo germinar segin el procedimiento

convencionalmente utilizado por diferentes investigadores consistente en

someter al polen a una agitacidén continua en tubo de ensayo a temperatura

constante.

Es, asi mismo, importante sefialar que todos los experimentos de

germinacién han sido realizados en un tiempo méaximo de 24 h, con una
iluminacién de 3.0 w/m* (Grolux tubes, Sylvania) y manteniendo una relacién

peso fresco / volumen de medio de germinacién de 1g / 20 ml.

2. Composicién del medio de germinacién

Basicamente, el medio de germinacién del polen ha estado constituido
por una solucién acuosa de sacarosa (0.3 M) y SOaK: (2.0 mM). En los
experimentos llevados a cabo para determinar el efecto del calcic y del
boro sobre la germinacién y el desarrollo del tubo polinico, se adicicnaron
al medio cantidades variables de S0.Ca y/o de BOzH:z. Del mismo modo se
procedié cuando se determiné el efecto de promotores del crecimiento (4cido
indolacético y fusicocina) y de inhibidores especificos de la H*-ATPasa de

plasmalema implicada en 1la extrusién de H', sobre dichos procesos

fisiolégicos.

Por otra parte, para controlar la accién del COz sobre la germinacién,

fueron utilizados medios de incubacién tamponados con tampén MES 50 mM, pH
5.50.

En todos 1los casos, para evitar la contaminacién del medio, se
adicioné a éste 1 mg/ml de ampicilina o 0.1 mg/ml de tetraciclina, al no
haberse observado diferencias significativas ni en la capacidad germinativa

y ni en el crecimiento bacteriano segin se utilizara uno u otro antibiotico.
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3. Control de la germinacién

3.a. pH del medio

El estudio del efecto del pH del medio sobre la germinacién, requirisé
la incubacién del polen en un medio no tamponado a través del cual se hacia
pasar una corriente de aire previamente descarbonatado con cal sodada. El
pH se mantenia a valores de 4.50, 550 o 6.50, mediante el equipo Metrohm,
anteriormente descrito. Por otra parte, cuando se determiné el efecto sobre
la germinacién de las variaciones de pH provocadas en el medioc de

incubacién por el propio polen, éste se hizo germinar en medios no

sometidos a regulaciéon alguna de pH.

3.b. Concentracién de CO:» en el medio

Para investigar el efecto del CO» sobre la germinacién, el polen fué
incubado en medios conteniendo distintas concentraciones de este compuesto,

mediante: flujo constante de aire (15 ml/s), paso de aire descarbonatado o

de aire enriquecido en CO=z.

La descarbonatacién del aire se consiguié mediante su paso a través de
cal sodada, conteniendo azul de tromotimol como indicador de la posible
acidez inducida en el medio por el CO=:. El estudio la germinacién en medios
enriquecidos en COz, requirié el paso a través de dicho medio de una

corriente de aire (7.5 ml/s) suplementada con COz al 9925 % (7.5 nl/s).

Por otra parte, el pH era mantenido a 5.50 con MES 50 mM, en el caso
de estudiar el efecto de medios enriquecidos en CO: sobre la germinacién, o
mediante la adicién de SO.H: o KCH 2.5 mM, cuando se estudié el efecto de
medios descarbonatados. Ambas condiciones fueron utilizadas indistintamente

siempre que las incubaciones fueran realizadas en presencia de aire.

3.c. Efectores de la extrusién de H* al medio de incubacidén

fin de determinar una posible relacién entre la actividad extructora
de H* y la capacidad de germinacion del polen de olivo, se estudio dicho

proceso en presencia de inhibidores (ortovanadato) o activadores (pomotores
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del crecimiento) de la H*-ATPasa de plasmalema, enzima cuya actividad

regula el bombeo de H* y el crecimiento celular <(Serrang, 1985). Asi, el
efecto de la fusicocina y del ortovanadato se determiné por cuantificacién,

respecto a la germinacién patrén, de la actividad extructora de H* y del

incremento de la germinacién.
4. Cuantificacion del porcentaje de germinacion

El porcentaje de germinacién del polen se ha determinado por
observacién al microscopio éptico (Nikon). Para ello, a distintos tiempos de
germinacién, se deposita una gota del medio de incubacién en un
portaobjetos, contandose sistematicamente de 200 a 300 granos de polen

situados en 10 campos diferentes, elegidos al azar.

5. Determinacion de la actividad extructora de H*

La cuantificacién de los H* extruidos al medio a lo largo del proceso
germinativo, se ha llevado a cabo por titulacién automética con KOH 2.5 mM,
mediante el equipo Metrohm pH-Stat descrito anteriormente, del cambio de pH
(prefijado a 5.50 £ 0.02) provocado por estos H* en solucién. De esta forma,
los equivalentes de KOH gastados corresponderan a los H* extruidos por el
polen, siendo importante resaltar que puesto que el flujo netc de H*
representa el total de los H* extruidos por la célula, mientras que el flujo
aparente es el equivalente en H* de la cantidad de KOH consumida por el
sistema, los resultados obtenidos en el presente trabajo, expresados como

microequivalentes de H™ por g de peso fresco, equivalen légicamente al flujo

aparente,
C. COMPONENTES BIOQUIMICOS DE LA PARED
1. Aislamiento y purificacién de paredes celulares

Inicialmente fué necesario aislar y purificar las paredes celulares del
polen maduro y germinado a fin de extraer, posteriormente, de las mismas
las diferentes fracciones proteicas y polisacaridicas y analizar sus

constituyentes.
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POLEN (1 g> + 30 ml MES 50 mM, pH 6.0

bomogenizacién en prensa
francesa (x3) y en mortero (x1)
v
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centrifugacién 500g/10min

sedimento‘f//\\\\‘§sobrenadante

+
60 ml MES 50 mM, pH 6.0 (x4)

centrifugacién 500g/10min (x2)

sedimento sobrenadantes
+

60 ml de HzO destilada (x2)

centrifugacién 500g/10min (x2)
sedimenta sobrenadantes
Triton inOO 1%
centrifugacién 500 g / 10min
sedimento sobrenadante
60 ml H20+destilada

centrifugacién 500 g / 10min

sobrenadante sedimento
30 ml Trizén X-100 1%
centrifugacion 500 g / 10min
sobrenadante sedimento

+
60 ml HzO destilada (x10)

centrifugacién 500 g / 10min (x10)

PAREDES PURIFICADAS sobrenadantes

Figura 2. Aislamiento y purificacién de la pared celular.



Se ha seguido el método propuesto por Yi-qin y col. (1983),
esquematizado en la figura 2. De acuerdo con ello, el polen se suspende en
tampén de homogenizacién constituido por MES 50 mM, pH 6.0 (proporcién
peso fresco de polen / volumen de tampén, 1 g/30 ml), homogenizéndose

mediante tres pasos sucesivos en prensa francesa (AMINCO J4 Silver Spring,

USA) y otro posterior en mortero.

El homogenado obtenido se somete a sucesivas centrifugaciones a 500 g
durante 10 min <(centrifuga Sorvall RC5C). La primera centrifugacién
proporciona un sedimento que incluye las paredes celulares y contaminantes

citoplasméticos, que son posteriormente separados.

El proceso de purificacién de las paredes aisladas incluyé cuatro
lavados con 60 ml de MES 50 nM, pH 6.0, dos con 60 ml de agua destilada,
uno con 30 ml de tritén X-100 al 1 %, uno con 60 ml de agua destilada, uno
con 30 ml de tritén X-100 al 1 % y, finalmente, diez con 60 ml de agua
destilada. Cada lavado estuvo seguido una centrifugacién, determindndose en
los sobrenadantes resultantes el contenido en proteinas, a fin de asegurar

que el sedimento de paredes celulares estuviera desprovisto de

contaminantes del citoplasma.
2. Extraccién e hidrolisis de polisacaridos

Los polisacaridos de las paredes celulares aisladas han sido extraidos
de acuverdo con Wada y Ray (1978). Basicamente, se han realizado nueve
extracciones seguidas de centrifugaciones a 25.000 g durante 15 min. Las
tres primeras con 15 ml de DMSO durante 24 h a 20 °C, otras tres con 20 ml
de oxalato aménico al 0.5 % durante 1 h a 96 °C y las tres ultimas con 20

ml de KOH 4 N durante 24 h a 20 *C (figura 3).

Los tres extractos de DMSO unidos han constituido la fraccién de
polisacaridos de naturaleza hemicelulésica (fraccién DM). Los extractos de
oxalato aménico, reunidos y dializados contra agua destilada durante 24 h a
20 °C, corresponden a las sustancias peécticas (fraccién 0X). Finalmente, de
los extractos alcalinos, llevados a pH 5.6 con é&cido acético en bafio de

hielo, se obtiene un precipitado, el cual es separado por centrifugacién a
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PAREDES PURIFICADAS (0.2 g)
+

15 ml DMSO, 24 h a 20 °C (x3)

centrifugacion 25000 g / 15min (x3)

sedimento

sobrenadantes
+ +
20 ml oxalato aménico 0.5 %, 20 ml etanol 80 %
1 h, 96 °C (x3)
centrifugacién
25000 g / 15min (x3)
sedimento sobrenadante
+
20 ml KOH 4K,
24 h a 20 °C (x3»
dialisis
centrifugacién durante 24 h
25000 g / 15min (x3) a 20 °C contra

Hz=0 destilada

sedimento sobrenadantes

centri-
llevados a pH 6.5 fugacién
con CHz~COOH 25000 g/
No dializado 15 min
centrifugacion +
25000 g / 15 min 40 ml etanol absoluto
sobrenadante
+
40 ml etanol absoluto centrifugacién
25000 g / 15 min
centrifugacién
25000 g / 15 min
v v  /
sedimento sedimento sedimento sedimento
FRACCION HA FRACCION HB FRACCION 0OX FRACCION DM
{hemicelulosas A) (hemicelulosas B) {polisacdridos pécticos) (hemicelulosas)

Figura 3. Proceso de extraccién de polisacdridos de la pared celular.



25,000 g durante 15 min. Dicho precipitado corresponde a la hemicelulosa A

(fraccién HA) y el sobrenadante a la hemicelulosa B (fraccién HB).

Las tres fracciones solubles (DM, OX y HB) se precipitan con etanol:
la fracciéon DM con 20 ml de etanol al 80 % y las fracciones OX y HB con
40 ml de etanol absoluto. Los precipitados asi obtenidos y el
correspondiente a la fraccién HA, se lavan sucesivamente con 10 ml de
etanol, 10 ml de acetona y 10 ml de éter etilico, siendo posteriormente
secados a vacio e hidrolizados con 2 ml de &cido tricloracetico 2 ¥ a
123 °C durante 2 h. Tras evaporar el &cido, bajo presién reducida en
rotavapor, se obtiene un residuo seco que se lleva a un volumen conocido de

agua destilada y se congela a -20°C hasta su utilizacién.

2.a. Determinaclién de monosacéaridos

la composicién en monosacdridos de los polisacaridos de la pared
celular se determiné a partir de alicuotas de las fracciones polisacaridicas
previamente hidrolizadas. Una vez evaporados los hidrolizados a sequedad, se

silan a 100 °C durante 45 minutos con 0.1 ml de BSTFA.

Los componentes silados se determinan por cromatografia de gases,
utilizando una columna de 0OV-101 sobre Chromosorb W-HP (80-100 mesh) a
temperatura programada de 80 a 160 °C (2° C / min). La identificacién y
cuantificacién de cada uno de los componentes se realizé frente a patrones

silados y desarrollados en las mismas condiciones que las muestras

problema.
2.b. Determinacién de acidos urénicos

la dosificacién de &cidos urdnicaos en las distintas fraccicnes de
polisacaridos de la pared se ha realizado segfn Bitter y Muir (1962). A
cada una de dichas fracciones, previamente hidrolizadas, se adicionan 5 ml
de tetraborato sédico (25 mM) en SO.H:z concentradoc. Tras agitar
vigorosamente la mezcla, se calienta ésta durante diez minutos en bafio
Maria de agua hirviente y se adicionan 0.2 ml de una solucién de carbazol
al 0,125 % en etanol, calentdndose de nuevo durante otros 15 minutos. El

contenido en Acidos urénicos se determina espectofotométricamente a 530 nm
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frente patrones constituidos por distintas concentraciones de 4acido
galacturénico.

3. Extraccion de componentes protéicos

La extraccién de proteinas de la pared celular del polen maduro o
germinado se ha efectuado a partir de las paredes purificadas. Se ha
seguido el método de VYi-qin y col. <(1983), basado en sucesivas
extracciones salinas y alcalinas. Segin indica en la figura 4, las paredes
purificadas se suspenden dos veces en ClNa 1 M (relacién peso fresco de
polen de partida / volumen de ClNa, 2 g/80 ml). Transcurridas tres horas,
se centrifuga el extracto a 12.100 g durante 10 min a 4 °C. El sedimento
resultante se somete a otras tres extracciones con 80 ml de KOH 1 M bajo
constante burbujec de nitrégeno. La primera se realiza a 0 °C durante 3 h,

la segunda a temperatura ambiente durante 3 h, y la tercera a temperatura

ambiente durante 12 h,

Los extractos salinos obtenidos fueron reunidos, filtrados y dializados
contra agua destilada a 0 °C durante 48 h, mientras que los extractos
alcalinos se llevaron a pH 6.5 con 4acido acético en bafio de hielo vy,
posteriormente, se centrifugaron de la misma forma que se indicé para los

extractos salinos, dando lugar a un sobrenadante, que fué dializado contra

agua destilada durante 48 h a 0 °C.

Los extractos salino y alcalinos, una vez dializados, fueron
concentrados con ayuda de un sistema AMICON CECI y de cartuchos CENTRICON-

10, siendo finalmente congelados a -20°C hasta su analisis.

3.a. 4nalisis de aminoédcidos

Para determinar la composicién en amincdcidos de las paredes
purificadas y de las proteinas extraidas de las mismas, se parte de 0.2 g
de peso seco de las paredes o de una alicuota del extracto proteico. A este
material, pesado y transferido a un tubo pirex con cierre hermético a rosca,
se adicionan 5 ml de ClH 6 N y al tiempo que se hace burbujear en el tubo
una corriente de nitréogenc, al objeto de mantener una atmésfera inerte

durante el proceso de digestion, el cual transcurre a 110 °C durante 24 h.
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Figura 4. Proceso de extraccion de proteinas de la pared celular.



Finalizada la hidrélisis, se separa el material insoluble por
centrifugacién a 2.000 g durante 10 min, evaporandose el sobrenadante a
60 *C en rotavapor. Se lava el residuo seco resultante sucesivas veces con

agua destilada y se lleva a un volumen conocido de agua destilada,

conservandose a -20°C hasta su uso.

Los aminoAdcidos resultantes de la hidrélisis proteica anterior han
sido identificados y cuantificados por cromatografia liquida de alta
presion. Para ello, a una alicuota de 0.5 ml de la muestra problema se
adiciona una cantidad conocida de acido cisteico (utilizado como standard
interno). Asi mismo, a fin de precipitar las proteinas que pudieran existir
en la muestra problema, se afiaden otros 0.5 ml de una solucién de acido

sulfosalicilico al 4 % en ClH al 1 % y se centrifuga a 2.000 g durante 10
min.

Finalmente, para la derivacién de las muestras, a 0.5 ml del
sobrenadante anterior se adicionan 70 pl de NaOH 1.6 M, al objeto de
alcanzar el pH alcalino necesario para obtener los correspondientes
derivados de los aminoacidos, lo cual se lleva a cabo en 25 ul de la
solucion anterior. Para ello, se adiciona un volumen idéntico de una sclucion
de SDS al 2 % en tampén borato 0.4 ¥, pH 0.5, y 50 ul de una mezcla
constitulida por O-ptalaldehido al 0.41 % vy 2-mercaptoetanocl al 0.41 % en
metanol-tampén borato (10:90, v/v), capaz de reaccionar con los grupos
amino primarios de los aminoadcidos. El conjunto se agita durante 1 min en

o

la oscuridad y a 37 °C, inyectandose una alicuota en un cromatografo
Beckman modelo 342 con columna Ultrasphere ODS RP-18 de 250 mm de
longitud y 4 mm de diametro, estando constituida la fase mévil por tampén
acetato 0.05 M, pH 5.9, metanol y tetrahidrofuranc (808:150:2.5, v/v/v) y
tampén acetato 0.05 M, pH 59 y metanol (200:800, v/v). Los picos
correspondientes a los aminodcidos problema se identifican por comparacién

con sus correspondientes patrones.
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D. EXTRACCION DE LOS LIPIDOS DEL POLEN

1. A nivel del grano de polen

Se ha utilizado bhsicamente el método propuesto por Bligh y Dyer
(1959). Para ello, el polen maduro o germinado (2 y 1 g de peso fresco,
respectivamente) es adicionado sobre 12 ml de metanol hirviente,
manteniéndose 10 minutos a fin de inactivar las fosfolipasas (Douce, 1964).
Transcurrido este tiempo, se rompe el polen en una prensa francesa a una
presién de 200 Kg / om® durante dos minutos. Sobre el homogenado asi
obtenido se adicionan 10 ml de cloroformo y 10 ml de una solucion de ClNa
al 1.0 %, sigulendo a cada adicién una nueva homogenizacién en las
condiciones anteriores. Posteriormente, se efectua una nueva homogenizacién
en mortero durante un minuto, al objeto de completar la rotura del polen.
Después de lavar el mortero con 5 ml de cloroformo, se somete el
homogenado final a una centrifugacién de 2000 g durante 10 minutos,
obteniendose una capa inferior cloroférmica de color amarillento y otra
superior metanélico-acuosa. Separada la fase inferior lipidica, con ayuda de
una pipeta Pasteur, se evapora el cloroformo a 28 °C y a presién reducida.
Al residuo resultante, se le adiciona un volumen conocido de benzeno-etanol
(4:1, v/v), conservandose a -20 °C sin alteracién importante (Vorbeck y

Martinetti, 1065). Es importante significar que todo el proceso se debe

llevar a cabo en atmésfera de nitrégeno.
2. A nivel de la pared celular

Se ha utilizado basicamente el método propuesto por Evans y col.
(1987). Para ello, las paredes celulares aisladas se someten a dos
extracciones aceténicas sucesivas, las cuales proporcionan fundamentalmente
los lipidos neutros y, posteriormente, a una cloroformo-metansélica, que

posibilita una mejor extraccién de los lipidos polares.

Se parte de 0.3 g de material de pared, el cual es adicionado sobre 6
ml de acetona anhidra, manteniéndose en agitacién durante 10 min a 20 °C.
El extracto aceténico se separa de los restos de pared por centrifugacién a

2000 g / 10 min, suspendiendose el sedimento resultante en otros 6 ml de
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acetona anhidra, repitiéndose el proceso de extraccién. Se unen los dos
extractos aceténicos asi obtenidos, evaporandose la acetona a 20 °C bajo
corriente de nitréogeno. Sobre el residuo seco obtenido se adiciona un

volumen conocido de una mezcla de benzeno-etanol (4:1, v/v), almacenéndase a

-20 °C hasta su utilizacién.

Una vez realizadas las extracciones aceténicas, los restos de paredes
secadas a vacio se suspenden en 4 ml de una mezcla de cloroformo-metanol
(2:1, v/v), manteniéndose en agitacién durante 12 h a 0 °C. Posteriormente,
se adicionan 2 ml de ClNa al 1.0 %, se homogeniza el conjunto en prensa
francesa y se centrifuga el homogenado resultante a 2000 g / 10 min. Tras
separar la fase inferior lipidica con pipeta Pasteur, se evapora el
cloroformo bajo corriente de nitrégeno a 20 °C, llevandose el residuc asi

obtenido a un volumen conocido de benzeno-etanol (4:1, v/v) y conservandose
a =20 °C.

E. SEPARACION DE DIFERENTES CATEGORIAS LIPIDICAS

La separacién de las diferentes clases lipidicas, asi coma de las
moléculas constituyentes de las mismas, se ha realizado por técnicas de

cromatografia en capa fina,

Para ello, se deposita, bajo una corriente continua de nitrogeno, una
alicuota de los extractos de lipidos totales en el origen de una placa de
gel de silice de 0.25 o 0.5 mm de espesor (silicagel G, Merk) y se introduce
la placa en una cubeta de vidrio que contiene la fase mévil o el liquido de

desarrollo, cuya composicién determinaré la separacién de los diferentes

lipidos.

La identificacién de cada una de las bandas que aparecen en la placa
se realiza mediante revelado con agentes no destructivos (pulverizacién con
rodamina 6G al 0.1 % y observacién a la luz ultravioleta). Asi mismo, una
breve exposicién a vapores de yodo permite una mejor observacién de las
bandas, al fijarse el yodo de forma reversible en las cadenas

hidrocarbonadas de los lipidos.
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1. Separaciéon de fosfolipidos

La separacién de las diferentes moléculas fosfolipidicas se ha
realizado por cromatografia en capa fina de acuerdo con Nichols (1964), que
utiliza como liquido de desarrollo una mezcla de cloroformo / metanol /
&dcido acético / agua (85/12.5/12.5/2) (v/v/v/v) y posterior revelado de las
bandas segin se ha indicado anteriormente. La identificacién de cada uno de

los fosfolipidos se ha llevado a cabo mediante el desarrollo cromatografico

de los lipidos problema frente a patrones.

2. Separacion de lipidos neutros

Se ha llevado a cabo por cromatografia en capa fina segin la técnica
de Mangold (1961). La utilizacién como liquido de desarrollo de una mezcla
de hexano / éter etilico / acido acético (90/10/1) (v/v/v) permite separar
los lipidos neutros en: monoacilgliceroles, diacilgliceroles + esteroles
libres, acidos grasos libres, triacilgliceroles e hidrocarburos + ceras. Los

fosfolipidos y los galactolipidos permanecen en el origen de la placa.

3. Purificacién de esteroles libres

Los esteroles libres del polen han sido purificados a partir de la
banda enriquecida en estos compuestos obtenida tras separar por
cromatografia en capa fina los lipidos totales, segun la técnica de Mangold
(1961) anteriormente descrita. Para ello, la banda correspondiente a los
esteroles libres es separada de la placa, eluida con cloroformo-metanal

(2:1, v/v) y, una vez evaporado el disolvente, saponificada a 80 °C durante

20 minutos con 3 ml de una solucién de NaOH-metanélica (0.5 M).

Posteriormente, se realiza la extraccién del material insaponificable
de la solucién metandlica con 15 ml de una mezcla de benzeno-hexano (1:1,
v/v). Después de repetir el proceso dos veces y lavar sucesivamente con
agua destilada, se comprueba la ausencia de jabones en las aguas de lavado
con fenoftaleina al 1 %. Seguidamente, a fin de eliminar la humedad
residual, se adiciona al extracto SOaNa= anhidro, separandose el SO.Na- por

filtracién y evaporandose a sequedad el extracto conteniendo la fraccién
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insaponificable, el cual es llevado a un volumen conocido de benzeno-etanol
4:1, v/v).

F. ANALISIS DE ACIDOS GRASOS

La extraccion y metilacién de los 4cidos grasos de lipidos totales se
ha efectuado utilizando la técnica de Metcalfe y col. (1966), modificada par
Lechevallier (1966). Se toma una alicuota de la solucién de lipidos totales,
la cual, previa evaporacién en corriente de nitrégeno, es saponificada, en
tubos pirex con tapén a rosca, con 3 ml de NaOH-metanélica 0.5 ¥ a 70 ° c,
durante 20 min. Posteriormente, se adicicnan 3 ml de una solucién de
trifluoruro de boro en metanol (14 %), manteniéndose de nuevo a 70 °C otras
20 minutos. Una vez enfriados los tubos, se extraen los esteres metilicos de
los &cidos grasos con 5 ml de pentano. Para la cuantificacion de los acidos
grasos se adiciona a la fase penténica, un volumen conocido de una solucién

metanélica del éster metilico del 4acido heptadecanoico (utilizado como

patrén interno, al no estar presente en la muestra problema), evaporéandose

la mezcla a 20 °C y a vacio.
1. Acidos grasos de lipidos totales

los ésteres metilicos de los Acidos grasos son separados,
identificados y determinados por cromatografia en fase gaseosa utilizando
una columna de etilen-glicol-succinato al 20 % sobre Kielselguhr (¢60-100
mesh) de 2 m de longitud y a una temperatura constante de 175 °C. La
cuantificacién de los acidos grasos se efectua por comparacién del area de
cada uno de los picos correspondientes a los 4cidos grasos problema, con la

proporcionada por el ester metilico del 4cido heptadecanoico.
2. Acidos grasos de diferentes categorias lipidicas

Para determinar la composicién y contenido en &acidos grasos de los
diferentes lipidos separados por cromatografia en capa fina, las zonas de
silice correspondientes a cada una de las bandas (Mangold, 1961 o Fichols,
1964) son raspadas de la placa y los acidos grasos de los correspondientes

lipidos son metilados con 3 ml de trifluoruro de boro en metanol (14 %)
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(Grenier y col., 1973). A continuacién se adicionan unas gotas de agua
destilada y 5 ml de pentano, separdndose la fase pentanica. Los ésteres
metilicos de los &cidos grasos extraidos en el pentano son, posteriormente,
analizados por cromatografia en fase gaseosa, en presencia de una cantidad

conocida de metil heptadecanoato, utilizado como patrén interno.
G. DOSIFICACION DE FOSFOLIPIDOS, GALACTOLIPIDOS Y LIPIDOS NEUTROS

La dosificacién de las moléculas lipidicas presentes en una solucién de
lipidos totales, asi como la determinacién de los contenidos relativos de
los diversos fosfolipidos, galactolipidos y lipidos neutros se ha realizado
a partir del contenido en &cidos grasos de cada una de dichas moléculas
(Tremolieres, 1970; Tremolieres y Lepage, 1971; Grenier y col., 1973). Para
ello, se estima que los Acidos grasos representan el 95 % de la masa de los

lipidos neutros, el 70 % de los fosfolipidos y el 60 % de los galactolipidos.

H, ANALISIS DE ESTEROLES LIBRES

La composicién y cuantificacién de los esteroles libres del polen, se
ha realizado a partir de una alicuota del extracto de benzeno-etanol antes
obtenido. Un volumen de dicho extracto evaporado a sequedad, se sila a
60 ° C durante 30 min con 0.1 ml de BSTFA. Los derivados silados de los
esteroles se determinan por cromatografia gaseosa (Cromatégrafo Hewlett-
Packard, mod. 5730A) a temperatura constante de 255 °C, utilizando una
columna de 0OV-17 sobre Chromosorb-W-AV-DMCS, 100-120 wmesh. La
cuantificacién de las distintas moléculas de esteroles se lleva a cabo

frente a patrones de concentracién conaocida.
I. BIOSIKNTESIS DE LIPIDGS
1. Precursor radicactivo utilizado

Como precursor de la biosintesis de acidos grasos se ha utilizado
acetato sédico [1-'4C] <(actividad especifica, 58.1 mCi/mmol) suministrado
por The Radiochemical Centre, Amersham. Mediante este precursor es posible

seguir la biosintesis de é&cidos grasos, asi como la formacién de las
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diferentes moléculas de lipidos acilicos, segtn la ubicacién en las mismas
de los &cidos grasos sintetizados.

2. Condiciones de incubacién

Para la incorporacién del presursor radioactivo, 2 g de polen maduro o
germinado son suspendidos en 40 ml del medio é4ptimo de germinaciénm,
incubandose con 30 nmoles de acetato sédico-1-'4C, a 27 °C, bajo constante

burbujeo de aire descarbonatado y control de pH con KOH 2.5 mM.

Finalizado el tiempo de incubacién (2 h y 30 min), se separa el medio
por filtracién a vacio, se somete el polen a sucesivos lavados con agua
destilada a fin de eliminar la radicactividad no absorbida y se procede a

la extraccién de los lipidos totales y a la separacién de las moléculas

lipidicas, como se ha indicado previamente.
3. Medida de la radioactividad incorporada

3.a A lipidos totales

Una alicuota de la solucién de lipidos totales se adiciona sabre 10 ml
de una mezcla que contiene PPO (0.5 %) y dimetil POPOP ¢0.03 %) en tolueno,
determinandose la radicactividad incorporada a dichos lipidos por centelleo

liquido en un contador Packard Tri-Carb, modelo C2425.

3.b. A diferentes categorias lipidicas

Para determinar la radiocactividad incorporada a cada categoria vy
molécula lipidica, las bandas de gel de silice separadas por cromatografia
en capa fina (Mangold, 1961 o Nichols, 1964) se eluyen de la silice con

cloroformo-metanol (2:1, v/v), midiéndose la radicactividad por centelleo

liquido.
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J. COMPONENTES HIDROSOLUBLES DEL POLEW

1. Extraccién y analisis

Se ha seguido la técnica propuesta por Veimberg y col. (1981). Para
ello, 2 g de polen maduro o germinado durante 24 h, se introducen en un
erlenmeyer conteniendo 50 ml de agua destilada y 025 ml de toluena. El
conjunto se somete a agitacién constante durante 3 h y 30 minutos en un
bafio mantenido a 25 °C, separandose el liquido de extraccién por filtracién
a vacio. El proceso de extraccién se repite otras dos veces, con tiempos de
incubacién de 2 y 20 h, respectivamente. Finalmente, se unen los tres
extractos y se evaporan a sequedad en rotavapor a 40 °C. El residuo seco
resultante se lleva a un volumen fijo de agua destilada y se congela a

-20 °C hasta su analisis.

El analisis de los componentes hidrosolubles se ha realizado a partir
de una alicuota del extracto acuoso anteriormente obtenido, 1llevada a
sequedad y silada a 100°C durante 45 min con 0.1 ml de BSTFA en tubo
cerrado a rosca. Los compuestos silados se determinan por cromatografia de

gases, en las mismas condiciones indicadas para el anAlisis de los

constituyentes polisacaridicos de la pared celular.

K. DOSIFICACION DE PROTEINAS

Las proteinas han sido dosificadas por el método de Bradford (1976).
En aquéllos casos en que las proteinas estaban contenidas en disolventes
que interferian con la determinacién anterior, se utilizé la ténica de
Schaffner y Weissmann (1973).
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V. RESULTADOS



A. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE GERMINACION Y DE LA ACTIVIDAD EXTRUCTORA DE
H* EN EL POLEN

Para llevar a cabo el objetivo principal de este trabajo, el cual ha
consistido en la determinacién de algunos cambios bloquimicos implicados en

la germinacién del polen de olivo, ha sido necesario poner a punto un

sistema de germinacién in vitro capaz de proporcionar resultados

satisfactorios,

1. Estudios preliminares

Los resultados preliminares obtenidos tras incubar los granos de polen
en tubo de ensayo conteniendo el medioc de germinacién, metodologia
cominmente utilizada en los estudios de germinacién in vitro de diferentes
tipos de polen, no revelaron, en ningiun caso, porcentajes de germinacién
superiores al 1 %. Ademés, el pH del medio, inicialmente de 5.40, alcanzaba

un valor de 6.0 después de 2 h de incubacién, no llegando a recuperar su

valor inicial.

2. Utilizaciéon de la técnica del ageing como inductor de 1a germinacion

Los resultados preliminares revelaron la falta de operatividad, en
polen de olivo, del sistema de germinacién en tubo de ensayo. Ello, hizo
necesario la puesta a punto de un modelo experimental que permitiese
incrementar los bajos porcentajes de germinacién conseguidos, Como se
indica en el capitulo de Material y Métodos, el sistema utilizado, basado en
la aplicacién del concepto de ageing, ha hecho posible la obtencién de
buenos indices de germinacién, regulando el pH y mediante el constante
burbujeo de una corriente de aire en el medio de incubacién en el cual el

polen es mantenido en suspensién.

Es importante indicar que todos los resultados presentados en esta
Memoria, han sido obtenidos tras germinar durante 24 h el polen de olivo en
dicho dispositivo experimental, y que las condiciones de incubacién

utilizadas para investigar los cambios bioquimicos y fisiclégicos propuestos
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en el plan de trabajo han sido aquéllas que resultaron éptimas en cuanto a
los porcentajes de germinacién previamente alcanzados. Asi mismo, mientras
no se especifique otra composicién, el medio basal de germinacién ha estado
constituido por una solucién acuosa conteniendo sacarosa al 10 %, S04Kz 2

mM, S04Ca 0.2 nmM, BOzHz 1.5 mK y ampicilina 1 mg/ml o tetraciclina 100
ug/ml.

3. Efecto del pH del medio de incubacién

El estudic del efecto del pH del medio de incubacién sobre la
germinacién del polen, ha requerido la determinacién inicial de 1los
porcentajes de germinacién incubando el polen en un medio basal no

tamponado, sometido o no a una regulacién del PH a un valor constante, en
nuestro caso de 5.50.

Los resultados presentados en la tabla 1 muestran como la adicién del
polen al medio de germinacién provoca un rapido incremento de pH, desde un
valor incial de 5.40 hasta aproximadamente 6.40. Transcurrida 1 h de
iniciado el proceso, se observa un descenso en el PH, el cual alcanza
valores préximos a 5.50, no experimentando variaciones significativas a
partir de este momento. Como puede observarse por los resultados obtenidos,
los porcentajes de germinacién difieren en funcién de que el pH haya sido
mantenido o no a un valor de 5.50 durante todo el proceso. Asi, cuando se
mantiene el medio a dicho pH, la germinacién comienza a ser significativa
después de 1 h de iniciada la incubacién. Por el contrario, cuando el PH no
se regula, no sélo se produce un un retraso en la germinacién, sino que
ademés, los porcentajes obtenidos en este segundo caso son muy inferiores a

los observados en medios con pH fijado a 5.50.

Por otra parte, en la tabla 2 se muestra el efecto de distintos
valores de pH sobre la germinacién y actividad extructora de H* del polen,
ésta ultima expresada en pequiv. de H* por gramo de peso fresco del
material de partida. Al objeto de conseguir respuestas mas significativas,
estos resultados han sido obtenidos wutilizando el medio éptimo de
incubacién, el cual estaba suplementado con promotores del crecimiento
(acido indolacético y fusicocina), cuyas respuestas especificas se indican

més adelante. Los datos demuestran que las incubaciones realizadas a pH 45
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y, sobre todo, a pH 6.5 inducen un fuerte descenso en el porcentaje de

germinacién, respecto al observado a pH 5.5, siendo, sin embargo, maxima la
extrusién de H* a pH 6.5.

TABLA 1

Efecto del pH del medio de incubacién sobre la germinacién del polen. Los

resultados, expresados en porcentaje de germinacién + DS, son media de tres

experimentos independientes.

Tiempo a b

(h> pH germinacién (%) pH germinacién (%
0.00 5.40 n.d. 5.40 n.d.
0.01 6.40 " 6.42 "

0.08 5.75 " 6.42 "

0.16 5.55 " 6.41 "

0.50 " tr 6.23 “

1.00 " 1.63 £ 0.04 6.02 "

2.00 " 2,10 = 0.03 6.00 "

3.00 " 3.36 + 0.45 6.00 0.82 = 0,16
4.00 " 5.04 £ 0.07 5.63 1.17 + 0.23
6.00 " 6.72 £ 1.56 5.65 1.46 = 0.39
7.00 " 6.88 + 1.64 5.82 1.63 + 0.26
10.00 " 10.08 + 1.54 5.45 1.63 + 0.18
11.00 " 14.36 = 2.57 5.48 5.04 £ 0.71
24.00 " 23.92 £ 0.98 5.61 7.98 = 0.50

a Medio basal en el cual el pH es mantenido a 5.50 mediante adicién de
S0.Hz 2.5 nM o KOH 2.5 mM.

b Medio basal no sometido a regulacién de pH.

En a y b, se hace pasar a través del medio de incubacién aire

descarbonatade (15 ml s7).

n.d., no detectado; tr, < 0.5 %.
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TABLA 2

Efecto del pH sobre la germinacién y extrusién de H* del polen. El medio de
incubacién contenia, en un volumen final de 20 ml, sacarosa al 10 %, 0.75 mM
de BOzHs, 2mM de SO4K=z, 1.25 uM de AIA, 0.25 MM de fusicocina y 100

pg ml™' de tetraciclina (medio éptimo de incubacién). El pH de la solucién
fue mantenido a 4.50, 550 0 6.50 con 2.5 nN de SO.Hz o KOH. Los resultados,

expresados como porcentaje de germinacién (A) y como peq. de protones

extruidos por 1 g de peso fresco de polen durante 24 h de incubacién B,
son media de dos experimentos independientes, que no difieren emn mas de un

10 % del valor medio. n.d., no detectado

Tiempo Valores de pH

(h) 4.50 5.50 6.50

e

va)

s
o]
e
t

1 5.00 n.d. 7.03 2.32 2.13 6.70
2 12.31 n.d. 17.00 8.93 3.05 20.11
3 18.05 n.d. 21.72 23.79 4.50 35,57
4 21.93 n.d. 26,15 31.29 6.45 45.34
5 25.16 n.d. 31.05 36.82 7.45 52.84
6 27.12 n.d. 37.56 40.57 10.12 60.00
7 29.84 n.d. 42.00 42.30 12.09 63.18
24 34.85 n.d. 62.14 42,80 17.28 65.25

4. Efecto de la concentracién de CO-

El efecto de la concentracién de COz en el medio sobre la capacidad de
germinacién se indica en la tabla 3. Estos resultados han sido obtenidos
incubando el polen en el medio basal, sometido a un constante burbujeo de
aire, de aire descarbonatado, o de aire enriquecido en COz, habiéndose
mantenido en todos los casos el pH a un valor de 5.50, utilizando para ello
tampén MES 50 mM o la adicién continua y automatica de SO.Hz o KOH 2.5 mN.
Los resultados revelan que el mayor indice de germinacién se obtenia cuando

se hacia pasar aire a través del medio de incubacién, mientras que el paso
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de aire descarbonatado y, sobre todo, de aire enriquecido en CO= provacaba

una disminucién de la germinacién.

TABLA 3

Efecto de la concentracién de COz en el medio de incubacién sobre 1la
germinacién del polen. Los resultados, expresados en porcentaje de

germinacién + DS, son media de tres experimentos independientes. n.d., no
detectado; tr, <0.5 %.

Tiempo a b c

(h)

a1 oz

0.00 n.d. n.d. n.d. n.d.

0‘ 01 " 1] " L]

0' 08 [ 1] 1] " n

0' 16 " w " "
0.50 tr " tr "

1.00 1.63 £ 0.04 " 4.16 % 0.43 tr
2.00 2,10 £ 0.03 2.00 + 0.07 7.14 £ 0.27 0.50 + 0.11
3.00 3.36 £ 0.45 3.72 £ 0.79 10.34 = 2.00 0.74 £ 0.25
4.00 5.04 + 0,07 6.06 £ 2,06 9.90 + 1.82 1.15 £ 0.49
6.00 6.72 £ 1.56 6.13 £+ 1.11 10,19 + 1.73 1.25 £ 0.35
7.00 6.88 + 1.64 6.23 = 0.86 12.57 + 2.48 1.59 + 0,13
10.00 10.08 £ 1.54 10.00 £ 0.92 20.24 £ 3.79 2.73 £ 0.28
11.00 14.36 £ 2,57 14.28 + 2,14 25,30 * 4.30 3.12 £+ 0.41
24.00 23.92 + 0.98 21.09 * 1.26 32.22 £ 1.32 3.51 £ 0.18

a Incubacién del polen en medic basal no tamponado (a:) o tamponado (az),

2 traves del cual se hace pasar aire descarbonatado
(15 ml s ),

b Incubacién del polen en medioc basal no tamponado al que se hace pasar

una corriente de aire (15 ml s~ ').

¢ Incubacién del polen en medio basal tamponado al que se hace pasar 7.5
ml s’ de aire més 7.5 ml s~ de COz al 99.5 %.

En a: y b, el pH fué mantenido a 5.50 mediante adicién de SO.Hs o KOH.
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5. Accién de promotores e inhibidores del crecimiento

Dos promotores del crecimiento (4cido indolacético y fusicocina) y un
inhibidor especifico de la H*-ATPasa de plasmalema (ortovanadato) han sido
utiliZados en nuestro trabajo para investigar 1la relacién etre 1la
germinacién y la actividad extructora de H* del polen. Los porcentajes de
germinacién y la actividad extructora de H™, expresada en pequiv. de H* por
gramo de peso fresco del material de partida, tras 3, 7 y 24 h de incubado

el polen en el medio basal conteniendo diferentes concentraciones de AIA y
de fusicocina se muestran en la tabla 4 y figura 5.

TABLA 4

Efecto del 4cido indolacético (AIA) y la fusicocina (FS) sobre 1la
germinacioén y extrusién de H* del polen. Estos promotores del crecimiento
eran adicionados a distintas concentraciones al medio basal, manteniéndose
el pH del mismo a 5.50 con KOH 2.5 mM. Los resultados, expresados como
porcentaje de germinacién y peq. de protones extruides por un gramo de peso
fresco de polen después de 3, 7 ¥ 24 b de incubacién, son la media de tres

experimentos independientes, que no difieren en mas de un 8 % del valor
mediao. ‘

Hedio de incubacién Gerainacidn Extrusién de H*
(%) (peq, H*/g de peso fresco)
3h Th 24 h 3h 7h 24 h
Basal 3,36 6,88 23,92 0,60 1,28 2,15
+ 1,25 s AlA 9,13 17,34 26,50 0,58 2,07 2,32
+ 2,50 pM AIA 8,50 15,08 26,13 0,23 1,17 2,26
+ 10,00 pM AIA 7,90 9,00 10,02 1,64 6.4 8,23
+ 0,25 pH FS 19,08 38,09 44,85 12,12 24,08 26,41
+ 0,50 M F§ 23,10 38,36 41,89 12,46 24,96 26,68
+ 1,25 pM AIA + 0,25 M FS 26,54 44,06 50,44 12,98 26,37 27.86
+ 1,25 pM AIA + 0,25 pM FS - 2 oM S0.K=> 4,18 9.79 15,25 0,20 0,64 1,04

-75-



Figura 5. Observacién al microscopio 6ptico de la inhibicién de la
germinacién por el acido indolacético, tras mantener incubado el polen a pH
550 durante 1 h (A4, x 400) o 4 h (B, x 200) en un medio de cultivo
constituido por sacarosa al 10 %,, 2.0 mM de SO.Kz, 0.2 nM de SO.Ca, 1.5

mM de BOsHs, 0.25 pM de fusicocina, 100 pg. m17' de tetraciclina y 10 pM de
AIA.
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Figura 6. Capacidad de germinacién y extrusién de H* del polen de
olivo incubado en el medic ¢éptimo de cultivo (ver apartado A.6. de
Resultados) en ausencia y en presencia de vanadato (1 mM) adicionado
después de 3 h de iniciada la incubacién. Germinacién en ausencia de
vanadato ( Q) ); germinacién en presencia de vanadato (@ ); extrusién de H*

en presencia de vanadato -—-; extrusién de H* en ausencia de vanadato
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Bajas concentraciones de AIA en el medio de germinacién (125 o 2.50
#M) inducen un aumento en la germinacién, sobre todo, en las 7 primeras
horas del proceso, no difiriendo la tasa de germinacioén obtenida a las 24 h
de la alcanzada en ausencia de AIA. Asi mismo, una concentracién de 10 uM
en AIA tiene un efecto inhibidor sobre la germinacién del polen, habiéndose
podido concluir a partir de las observaciomes realizadas al microscopio

éptico, que a esta concentracién de AIA se induce la rotura de los tubos
pelinicas.

Por otra parte, la incubacién del polen en medios suplementados con
0.25 o 0.5 pM de fuscicocina supone un significativo incremento tanto de la
actividad extructora de H*, como del porcentaje de germinacién. Dicha

respuesta, es ain més importante cuando se incuba el polen con fusicocina
0.25 uM + AIA 1.25 pM,

En la figura 6, donde se representa puntualmente en el tiempo 1la
germinacién y extrusién de H* del polen en condiciones optimas de
incubacién, es posible observar cémo concentraciones 1 mM de ortovanadato

inhiben la germinacién del polen y el bombeo de H*.

6. Influencia de los iones minerales

El efecto de los iones minerales sobre la germinacién y actividad
extructora de H", se determiné utilizando el medio basal de incubacién
suplementado con AIA (1.25 pM) y fusicocina (0.25 uM). La exclusién de K-
del medio de germinacién del polen, provoca una importante disminucién en

los porcentajes de germinacién y en la actividad bombeadora de H* (tabla
4).

La tabla 5 incluye los resultados sobre el efecto de distintas
concentraciones de boro (adicionado como BOsHz) en estos procesos. Entre
las concentraciones de boro ensayadas, 0.75 mM de BOsHz proporciona los
mayores porcentajes de germinacién y la més elevada actividad extructora de
H*. Por otra parte, tanto la ausencia de este microelemento en el medio de
incubacién, como concentraciones de 1.50 y 6.00 mM de BOsHz, provocan una
clara inhibicién.
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En cuanto al efecto del calcio, en la tabla 5 se muestran 1los

porcentajes de germinacién y los pmoles de H* extruidos al medioc en funcién

de la concentracién de este elemento. La adicién de Ca** al medioc de
incubacién, el cual contenia 0.15 o 0.75 mM de BOzHz, suponia siempre una
disminucién de 1la germinacién y del bombeo de H*, de lo que parece
deducirse que el efecto inhibidor del calcio puede estar ligado a 1la
concentracién de boro, ya que cuanto menor es la concentracién de boro en

el medio, mayor es la inhibicién ejercida por el Ca*~.

TABLA 5

Efecto del boro y del calcio sobre la capacidad de germinacién y extrusion
de H" del polen. El medio de incubacién contenia, en un volumen final de 20
ml, sacarosa al 10 %, 2.0 m¥ de S0aKz, 1.25 uM de AIA, 0.25 de pM fusicocina
y 100 ug ml™ de tetraciclina (medio standard>. El pH de la solucién fué
mantenido a 5.50 con KOH 2.5 mM. Los resultados, expresados como porcentaje
de germinacién y como peq. de protones extruidos por un gramo de peso
fresco de polen después de 3, 7 y 24 h de incubacién, son la media de tres

experimentos independientes, que no difieren en mas de un 10 % del valor

nmedio.
Medio de incubacién Gerainacidn Extrusién de H*
(%) (peq, H*/g de peso fresco)
3h Th 24 h 3h 1h U h
Standard , 71.09 11,80 13,00 0,70 1,48 1,48
+ 0,15 aM BlaHs 20,80 3,51 53.40 20,40 34,50 36,02
+ 0,75 uM BlaHa 21,72 42,00 62,14 23,79 42,00 42,30
+ 1,50 nM BlOsHs 20,03 42,74 47,66 14,22 30,31 32,03
+ 6,00 sM BOaHs 23,21 29,44 32,51 11,40 22,46 22 46
+ 0,15 oM BOsHs + 50 pM S0.Ca 20,85 42,91 44,00 §.23 14,45 14,54
+ 0,15 uM BOsHa + 200 pM S0.Ca 4,30 13. 11 16,89 0 23,33 26,49
+ 0,75 ol Blals + 50 pM SO.Ca 18,52 32,62 39,92 15,96 27,40 27.40
+ 0,75 i BO=Hs + 200 pM S0.Ca 20,70 31,64 37.80 9,23 17.02 17,02
+ 0,75 M BOsHs + 400 pM S04Ca 23,1 35,80 41,78 13,56 2.1 22,11
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Figura 7. Observacién al microscopio éptico del polen germinado en el
medio éptimo de cultivo (ver apartado A.6 de Resultados) al inicio (4,x 400)

y después de 1 h de incubacién (B, x 400).



Figura 8. Observacién al microscopio éptico del polen germinado en el
medio éptimo de cultivo (ver apartado A.6. de Resultados) durante 4 h

(A, x 400> y 24 h de incubacién (2, x 400).



Los resultados obtenidos al estudiar la capacidad de germinacién y la
actividad extructora de H*, revelaron una optimizacién de ambos procesos
cuando el polen era incubado en medios constituidos por sacarosa al 10 %,
2.0 mM de S04Kz, 0.75 mM de BOsHz, 1.25 uM de AIA, 0.25 pM de fusicocina y
100 pg / ml de tetraciclina, siendo sometido dicho medio a regulacién del
pH mediante la adicién continua y automética de SO.H= o KOH 2.5 mN (figura
7 y 8). Es importante significar que todos los resultadas presentados en
esta Memoria en relacién a los componentes bioquimicos del polen germinado,

se han obtenido después de incubar el polen durante 24 h en las condiciones

que se han descrito como éptimas.
E. COMPONENTES BIOQUIMICOS DE LA PARED
1. Aislamiento y purificacién de la pared

En la tabla 6 se muestra el contenido en proteinas de los extractos
correspondientes a los diferentes lavados a que se han sometido las paredes
del polen maduro y germinado en el proceso de purificacién. Los resultados,
expresados en miligramos de proteinas por gramo de peso fresco, indican una
eliminacién de contaminantes citoplasmaticos y, por consiguiente, una

progresiva purificacion de dichas paredes.

TABLA 6

Contenido en proteinas de los extractos procedentes de los diferentes
lavados a que se someten las paredes celulares del polen maduro y germinado

hasta llegar a su purificacién. Los resultados son la media de tres

experimentos independientes * DS. (xn)= numero de lavados.

Maduro  _Germinado
Proteinas de los extractos los diferentes lavados con:

- MES 0.05 M, pH 6.0 (x4) 13.7 £ 2.0 2.4 £ 0.7
- Agua destilada (x2) 0.4 £ 0.1 1.9 £ 0.3
- Tritén X-100 al 1 % <(x1) 3.8 £ 1.0 0.7 £ 0.2
- Agua destilada (=1 1.8+ 0.4 2.5+%0.6
- Tritén X-100 al 1 % (x1) 2.4 £ 0.3 0.4 £ 0.1
- Agua destilada (x9) 2.6 0.7 3.1 0.5
Total 24.17 18.0
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2. Componentes glucidicos

La germinacién implica un incremento en el contenido de las distintas
fracciones polisacaridicas aisladas, fundamentalmente de  aquéllas
constituidas por hemicelulosas, fracciones DM, HA y HB, la tltima de las

cuales se identifica con los polisacaridos hemicelulésicos no presentes en

el polen maduro <(tablas 7 y 8). En cuanto a 1la composicién en

monosacaridos, las fracciones hemicelulésicas estan  constituidas
mayoritariamente por arabinosa, en el polen maduro, y por glucosa, en el

polen germinado; asi mismo, la germinacién induce un incremento en el

contenido de ramnosa y de xilosa de dichas fracciones.

TABLA 7

Composicién en aziucares de diferentes fracciones polisacaridicas de la pared
del polen maduro. Los resultados, expresados en pg de azucar por gramo de
pesa seco de pared y en porcentaje del total de azucares, son la media de
tres experimentos independientes que no difieren en mas de un 10 % del
valor medio. n.d., no detectado; DM, hemicelulosas extraibles con DMSO; OX,
polisacaridos pécticos extraibles con oxalato aménico; HA, hemicelulosas

extraibles con KOH.

Fraccion
Azucar DM (0) 4 HA
Hg/g % Hg/8 % Kg/8 %

Arabinosa 401.0 64.2 167.8 44.7 28.4 26.7
Ramnosa 5.0 0.8 33.8 2.0 8.7 8.2
Xilos 20.6 3.3 7.5 2.0 6.3 5.9
Manosa 33.7 5.4 26.3 7.0 14.1 13.3
Galactosa 35.6 5.7 22.1 5.9 8.1 8.6
Glucaosa 114.3 18.3 18.9 5.3 39.6 37.3
Ac. urénicos 14.4 2.3 98.0 26.1 n.d. -
Total 624.6 375.4 106.3
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Por otra parte, mientras que la manosa y la galactosa representan
conjuntamente en el polen maduro el 11 % de la fraccién hemicelulésica DM
y el 21 % de la HA, estos monosacéridos no son detectables tras 24 h de
germinacién. Es también significativa la localizacién casi exclusiva de los
édcidos urénicos a nivel de la fraccién de sustancias pécticas (0X) de 1la
pared del polen maduro, y, sobre todo, del germinado. Ademés de &cidos
urénicos, la fraccién de polisacdridos pécticos del polen maduro contiene

mas de un 40 % de arabinosa, cuyo contenido al igual que el de ramnosa,

xilosa y glucosa, representa sélo un 13 % del polen germinado.

TABLA 8

Composicioén en azicares de diferentes fracciones polisacaridicas de la pared
del polen germinado. Los resultados, expresados en ug por gramo de peso
seco de pared y en porcentaje del contenido total de azucares, son la media

de tres experimentos independientes que no difieren en mas de un 10 % del

valor medio.

Fraccion

Azdcar DM 00X HA HB

HE/g % BE/8 % rg’g % HE/8 %
Arabinosa 1168.7 15.1 76,3 12.7 751.4 18.0 5559.5 25.5
Ramnosa 232.2 3.0 95.0 15.8 718.0 17.2 2986.9 13.7
filosa 750.8 9.7 65.5 10.9 718.1 17.2 3248.5 14.9
Manosa n.d - 7.2 1.2 n.d. - n.d. -
Galactosa n.d - 47.5 7.9 n.d. - 4251.4 190.5
Glucosa 5588.3 72.2 89.1 14.8 1886.9 45.2 5755.8 26.4
Ac. urénicos n.d. - 220.6 B3.2 100.2 2.4 n.d. -
Total 7740.0 601.2 4174.6 21802.1

n.d., no detectado
DM, hemicelulosas extraibles con DMSO
OX, polisacaridos pécticos extraibles con oxalato aménico

HA y HBE, hemicelulosas extraibles con KOH
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3. Componentes protéicos

En las paredes purificadas a partir del polen maduro y germinado, la
mayor parte de las proteinas son extraibles con alcali, no observéndose una

diferencia importante en el contenido total entre ambos origenes (tabla 9).

La composicién y contenido en proteinas de las paredes celulares
purificadas del polen maduro y germinado, estimada a partir de sus
aminoacidos constituyentes, se indica en la tabla 10. Dichas proteinas
representan, en funcién del peso seco de pared, el 2.7 y 3.8 % en el polen
maduro y germinado, respectivamente, siendo su composicién en aminoécidos
muy similar en ambos origenes. Destaca el contenido de leucina, serina,

treonina, alanina y, sobre todo, 4cido aspartico y prolina, asi como el bajo

nivel de metionina e hidroxiprolina.

Por otra parte, el andlisis de aminodcidos de las proteinas extraidas
con Cl¥a y con KOH 1 M ha puesto de manifiesto, como hecho diferenciable
mas significativo, un mayor contenido de lisina en las proteinas de pared

extraibles con ClFa (tablas 11 y 12).

TABLA 9

Contenido en proteinas de los extractos salino y alcalinos de paredes
purificadas del polen maduro y germinado. Los resultados, expresados en mg

de proteina por §g§ de pared, son la media de tres experimentos

independientes *+ DS.

Extracto mg /g

Maduro Germinado
CilNa, 1M
0 °C, 6h 1.2 £ 0.2 0.5 £ 0.1
KOH, 1 M
0 °C, 3h 3.3 £0.8 4.3 + 1.0
20 °C, 38 *h 2.2 £ 0.4 2.3 = 0.2
20 °C, 12 b 2.6 £ 0.4 2.8 + 0.5
Total 9.3 9.9
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TABLA 10

Composicién y contenido en aminocacidos de las proteinas totales de la pared

del polen maduro y germinado. Los resultados, expresados en umoles por

gramo de peso seco de pared y en porcentajes respecto al contenido total de

aminoacidos, son la media (+ DS) de tres experimentos independientes.

Aminodcido Porcentaje pmol / g
Maduro Germinado Maduro Germinado

Ac. Aspartico 8.6 10.0 20.7 = 1.7 29.6 £ 3.7
Ac. Glutéamico 5.6 5.4 13.5 + 2.4 16.0 = 2.4
Hidroxiprolina 0.5 1.0 1.2 0.2 3.0 £ 0.3
Serina 7.1 7.8 16,9 + 0.5 23.1 2 1.2
Asparragina 3.8 4.5 2.2 +£1.6 13.3 £ 2.0
Glicina 4.5 4.1 10.8 + 1.9 12,1 + 1.8
Histidina 3.0 4.0 7.2 £ 0.5 11.8 £ 1.3
Treonina 6.6 7.0 15.7 £ 0.9 20.7 £ 2.1
Alanina 7.7 6.9 18.3 £ 1.9 20.4 + 3.0
Arginina 5.3 5.5 12.8 £ 0.9 16.3 £ 1.2
Prolina 10.6 10.8 24.9 + 1.8 31.8 £ 3.2
Tirosina 2.2 2.5 5.3 £ 0.6 7.4 £ 1.0
Valina 5.7 6.2 13.7 £ 1.2 18.3 £ 1.2
Metionina 0.7 1.5 1.7 £ 0.2 4 0.5
Cisteina 5.8 0.9 14.0 £ 1.4 2.7 0.3
Isoleucina 5.5 5.9 13.3 £ 0.7 17.5 £ 1.1
Leucina 9.0 5.3 21.2 + 0.9 27.5 £ 2.3
Fenilalanina 3.7 3.2 8.9 1.2 9.5 1.0
Lisina 4.9 3.6 11.8 + 1.1 10.6 + 1.2
Total 241.1 296.0
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TABLA 11

Composicién en aminocdcidos de proteinas de 1la pared del polen maduro y

germinado extraibles con ClF¥a. Los resultados se expresan en porcentajes

respecto al contenido total en aminoacidos y son la media de dos

esperimentos que no difieren en més de un 10 % del valor medio.

Aminoacido Porcentaje
Maduro Germinado

Ac. Aspartico 7.8 7.5
Ac. Glutémico 5.0 4.3
Hidroxiprolina 1.4 2.3
Serina 7.8 7.7
Asparragina - -
Glicina 4.8 4.4
Histidina 1.1 0.9
Treonina 8.0 7.1
Alanina 7.7 6.2
Arginina 4.6 3.3
Prolina 12.1 12.8
Tirosina 1.1 1.3
Valina 3.7 3.6
Metionina 1.6 2.6
Cisteina - -
Isoleucina 3.6 4.1
Leucina 5.1 4.7
Fenilalanina 1.5 1.8
Lisina 22.9 25.5
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TABLA 12

Composicién en aminoédcidos de proteinas de la pared del polen maduro y

germinado extraibles con KOH. Los resultados, expresados en porcentajes

respecto al contenido total de aminoAcidos, son 1la media de dos

experimentos independientes que no difieren en mas de un 10 % del valor
medio.

Aminoacido Porcentaje
Maduro Germinado

Ac. Aspartico 8.8 7.7
Ac. Glutéamico 7.7 8.6
Hidroxipraolina 3.0 1.3
Serina 8.3 7.9
Asparragina - -
Glicina 5.4 4.4
Histidina 1.0 2.1
Treonina 7.2 5.8
Alanina 7.7 13.0
Arginina 5.0 1.2
Prolina 12.8 9.6
Tirosina 2.6 3.6
Valina’ 6.3 7.7
Metionina 2.5 2.2
Cisteina 3.1 -
Isoleucina 4,0 7.0
Leucina 4.6 9.4
Fenilalanina 1.8 1.8
Lisina 6.1 6.7

C. MODIFICACIONES CONCERNIENTES A LOS LIPIDOS DE RESERVA Y DE MEMBRANA
EN EL POLEN MADURO Y GERMINADO

Los resultados derivados de las observaciones citolégicas efectuadas
por diferentes autores en polen de diversos origenes a 1lo largo de 1la
germinacién y crecimiento del tubo polinico, han sugerido la existencia de
una biogénesis de membranas intracelulares y la degradacién de la reserva

(lipidica o azucarada’) acumulada durante la maduracién.
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Para estudiar 1las transformaciones bioquimicas asociadas a las

membranas del polen de olivo y, teniendo en cuenta, que en este origen los

constituyentes de reserva son lipidos neutros, en este trabajo hemos seguido

cuantitativamente los cambios en los componentes lipidicos del polen

mediante técnicas bioquimicas complementarias

1. Concentracién en lipidos del polen

El polen de olivo es relativamente pobre en lipidos; la concentracién
en materia grasa representa, aproximadamente, el 1.4 % en polen maduro y
el 1.1 % en polen germinado, lo que equivale a 14.0 y 11.0 ng,
respectivamente, de lipidos por gramo de peso fresco (tabla 13). Teniendo en
cuenta la enorme diferencia en el grado de hidratacién entre el polen
maduro y germinado, en el caso del polen germinado, los resultados se han
expresado en relacién al peso fresco del material de partida. Ello, facilita
la interpretacién de 1los resultados al permitir comparar los datos

obtenidos en el polen germinado con los obtenidos en el grano maduro.

l.a. Diferentes categorias de fosfolipidos, lipidos neutros Yy esteroles

libres

Los lipidos neutros constituyen la clase lipidica més importante del
polen maduro (74.8 %) y tras 24 h de germinacién (67.7 %). Los fosfolipidos,
componentes esenciales de las membranas celulares, también son muy
abundantes, detectandose, aunque en mucha menor proporcién la presencia de
galactolipidos (tabla 13). En esta misma tabla se indica la importancia
relativa de las distintas moléculas de fosfolipidos y 1lipidos neutros,
aisladas mediante técnicas de cromatografia en capa fina. Asi, los
fosfolipidos porcentualmente importantes son la fosfatidiletanolamina Y,
sobre todo, la fosfatidilcolina, siendo componentes relativamente
minoritarios los fosfatidilinositoles y el 4cido fosfatidico. La
germinacién induce un aumento de los fosfolipidos (excepto fosfatidilcolina)
y de los diacilgliceroles, al tiempo que una disminucién en triacilgliceroles

¥, sobre todo, de &cidos grasos libres.
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TABLA 13

Composicién y contenido en lipidos del polen maduro y germinado. Los

resultados, expresados en pg por g de peso fresco y en porcentaje respecto

al total de moléculas lipidicas, son media (+ DS) de cuatro experimentos
independientes.

Molécula % HE / 8
Maduro Germinado Maduro Germinado

FI 2.4 3.8 3073 £ 11.8 4002 £ 31.6
FC 21.3 21.6 2672.2 = 308.4 2275.2 * 2527
FE 5.6 7.0 7124 = 087 737.3 + 1158
AF 1.6 3.5 2095 = 395 3686 + 5.2
G 5.4 7.2 684.4 = 109.1 758.4 £+ 136.9
DG 16.3 24.6 20534 = 176.8 2591.1 £ 370.2
AGL 25.7 15.6 3226.9 * 1465 1643.2 + 210.6
TG 18.8 13.6 2374.7 + 111.6 14325 + 200.1
Est 8.6 6.7 1188.2 + 124.1 752.2 £+ 55.3
GL 2.9 3.1 363.2 + 559 3265 + 737
Total 13792.2 11285.2

La composicién y contenido en esteroles libres del polen se muestra en
la tabla 14. Comparativamente a la cantidad de fosfolipidos y lipidos
neutros saponificables, estos esteroles son componentes minoritarios del
polen maduro y germinado, provocando la germinacién una disminucién en el
contenido de los diferentes esteroles que constituyen esta fraccién y siendo
el f-sitosterol, tanto en el polen maduro como en el germinado, el
componente mayoritario. Por otra parte, el analisis de los porcentajes
relativos de estas moléculas, revela que 1la germinacién induce una
disminucién de los porcentajes de colesterol y estigmasterol y un leve

incremento de los de campestrol y f-sitosterol.
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TABLA 14

Composicién y contenido en esteroles libres del polen maduro y germinado.

Los resultados, expresados en pg por g§ de peso fresco y en porcentaje

respecto al contenido total de esteroles, son media de tres experimentos

independientes (+DS). tr, < 5 pg / g.

Molécula % Hg / g
Maduro Germinado ¥aduro Germinado
colesterol 3.5 2.2 41.9+15.6 16.4x 1.8
brasicasterol - - tr tr
campesterol 6.1 6.6 72.2% 4.3 49.8x+11.1
estigmasterol 5.8 2.2 68.9x 2.6 16.2+ 3.0
f-sitosterol 84.6 89.0 1005.2+42.5 669.8+% 6.6

1.b. Composicién y contenido en &cidos grasos

1.b.1. De lipidos totales

En los lipidos del polen maduro y germinado, los Acidos grasos mas
abundantes son los acidos laurico, miristico y, sobre todo, palmitico, siendo
el acido linoleico (diinsaturado) el mas importante entre los acidos grasos
insaturados. También cabe destacar la presencia de los acidos estearico
(saturado), oléico (monoinsaturado) y 1linolénico (triinsaturado). La
composicién en &cidos grasos del polen germinado es muy similar a la del
polen maduro, detectandose, uGnicamente, una leve disminucién en los
porcentajes de los acidos laurico y miristico, asi como un aumento en el de

4cido linoléico (tabla 15).

1.b.2. De diferentes categorias lipidicas

Los fosfolipidos del polen maduro y germinado son particularmente
ricos en acidos linoleico y palmitico, los cuales representan normalmente
mas del 70 % del total de acidos grasos (tablas 16 y 17). Entre los

diferentes fosfolipidos, conviene distinguir dos grandes grupos: los de

=
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carécter basico o neutro, tales como fosfatidilcolina o

fosfatidiletanolamina, que contienen importantes proporciones de é&cido

linoléico y linolénico, y los fosfolipidos &cidos, como el fosfatidilinositol
y acido fosfatidico, que son més saturados. Asi mismo, mientras que los
triacilgliceroles tiemen una composicién més parecida a los fosfolipidos y
galactolipidos, los monoacilgliceroles, diacilgliceroles y &cidos grasos
libres muestran un mayor grado de saturaciénm, al tiempo que una
disminucién en 4cidos grasos poliinsaturados.

Cuando se compara la composicién en &cidos grasos de los diferentes
lipidos analizados en polen maduro y germinado, se observa gque la
germinacién induce una disminucién en el porcentaje de los acidos laurico y
miristico a nivel de mono-, diacilgliceroles y &cidos grasos libres, al

tiempo que un aumento en los porcentajes de &cido linoléico y linolénico.

TABLA 15

Composicién y contenido en acidos grasos de lipidos totales de polen maduro
y germinado. Los resultados, expresados en ug por g de peso fresco y en
porcentajes respecto al total de éacidos grasos, son media (x DS) de

cuatro experimentos independientes.

Acidos grasos % de &acidos grasos Mg / g peso fresco
Maduro Germinado Maduro Germinado
12:0 12.0 9.1 1240.3 + 16.5 747.6 + 82.2
14: 0 16.0 13.0 1653.8 £+ 39.3 1068.1 + 87.1
16: 0 35.8 36.4 3700.3 £ 106.5 2990.7 + 59.1
18:0 2.2 2 227.4 £ 31.3 180.7 + 16.4
18:1 3.7 .3 382.4 = 40.2 353.3 £ 12.1
18:2 21.0 25.3 2170.6 £ 126.1 2078.7 + 42.8
18:3 9.3 9.7 961.2 £+ 75.4 796.0 + 15.1
Total 10366. 0 8216.0
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TABLA 16

Composicién en 4cidos grasos de diferentes lipidos del polen maduro. Los
resultados, expresados como porcentaje de &cidos grasos, son la media de

cuatro experimentos independientes (+DS). n.d., no detectado; tr, < 0.5 %.

Lipidos Porcentaje de acidos grasos
12: 0 14:0 16: 0 18: 0 18:1 18:2 18:3
FI n.d. 1.4%0.1 48.3+4.8 3.6%0.2 5.3%0.5 29.0%4.1 14.1%2.6
FC n.d. tr 29.6x1.7 2.7+0.2 4.1%0.5 45.4%1.9 18.2%1.8
FE n.4d. 1.7¢0.1 26.9+1.0 2.9%0.1 3.6+0.8 48.6%2.7 16.3%2.9
FA n.d. 5.320.3 25.5%2.4 3.1£0.1 5.2%1.5 47.4+0.8 13.546.1
GL 2.910.2 5.5%0.9 43.6x5.1 3.8x0.1 4.4+0.7 24.5%0.7 15.3%3.0
MG 18.2x3.1 24.8+2.1 38.242.8 1.340.3 3.3%0.3 0.0%+1.6 4.3+0.6
DG 17.941.9 24.6+2.6 39.5%5.3 1.6+0.2 3.1%0.3 6.6%1.0 6.7+0.0
AGL 27.0+2.1 24.0+1.3 34.5%1.8 1.0+0.1 2.6+0.5 7.7+1.7 3.2%0.7
TG 1.9£0.2 2.9+0.5 36.5x3.2 3.0%£0.4 4.320.7 30.4x2.7 21.0%3.0
TABLA 17

Composicién en &cidos grasos de diferentes lipidos del polen después de 24
h de germinacién. Los resultados, expresados como porcentaje de A&cidos

grasos, son la media de cuatro experimentos independientes (2DS).n.d.,no
detectado; tr,X 0.5 %.

Lipidos Porcentaje de &cidos grasos
12:0 14:0 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
FI tr 1.3%0.2 50.2+1.9 3.3+0.1 3.5%0.5 29,3+2.8 12.4%1.4
FC tr 0.840.1 35.0+1.5 2.2%#0.1 5.1%+0.8 41.7+4.0 15.2+1.9
FE tr 0.6£0.1 33.9£2.5 2.0%0.1 4.2%0.5 46.21%3.1 13.1*1.6
AF n.d. 0.9%0.2 35.4%2.9 2.5+0.1 5.6+1.3 44.6%3.7 11.0%2.90
GL 1.120,2 3.9%0.7 43.6%6.2 5.2%0.4 5.9+1.1 30.1%1.6 9.8%1.4
MG 12.2+2.9 16.1+4.3 38.5%2.2 1.3+0.2 2.140.3 21.1%+1.8 8.712.1
DG 14.0%£3.3 18.8%2.9 33.0%2.2 2.3%0.3 5.0%0.9 17.8%2.9 ©,1%1.2
AGL 17.8%1.8 17.322.7 39.0x3.1 1.4x0.2 3.9%0.7 15.4%2.3 5.2%0.5
TG 0.9+£0.2 1.5%0.2 35.323.1 3.6+0.6 5.6+0.8 33.8%0.2 19.3%+2.8
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l.c. Lipidos de la pared

l.c.l. Clases de lipidos

En este trabajo hemos analizado el contenido em lipidos de la pared
del polen maduro y después de 24 h de germinacién, siendo significativo
tras la germinacién, el descenso en el contenido de todas las moléculas

lipidicas detectadas en 1la pared celular, fundamentalmente de lipidos

polares (tabla 18).

TABLA 18

Composicién y contenido de diferentes lipidos de la pared del polen maduro
y después de 24 h de germinacién. Los resultados, expresados en pg por g de
peso fresco de polen y en porcentajes respecto al contenido total en lipidos

de la pared, son la media (* DS) de tres experimentos independientes.

Lipido Porcentaje g /g
Maduro Germinado Maduro Germinado
FL+GL 13.9 4,3 645.8 + 85.4 115.7 + 17.7
MG 6.9 5.7 321.1 =+ 50.6 150.9 £ 11.9
DG 21.8 20.0 1009.9 £ 133.9 B23.0 £ 78.2
AGL 45,8 57.3 2116.1 £ 197.¢ 1520.0 % 179.8
TG 11.6 12.7 538.1 = 76.0 338.4 £+ 46.0
Total 4631.0 2657.0

l.c.2. Composicién y contenido en &cidos grasos

La riqueza en acidos grasos saturados de pequefic pesc molecular
(laurico y miristico) y de acidos palmitico, linoleico y linolénico detectada
en los lipidos totales tanto del polen maduro como del germinado, es la
misma imagen observada a nivel de los lipidos de la pared celular (tabla
19). Los lipidos de la pared del polen maduro muestran un mayor porcentaje

de acidos grasos saturados, asi como la existencia de acidos eicosenoico y

_94_



cis-9-eicosenoico. Estos Gltimos &cidos grasos no son observables ni en los

lipidos que conforman las paredes celulares del polen germinado, ni a nivel
de la célula entera.

TABLA 19

Composicién y contenido en 4cidos grasos de los lipidos de la pared del
polen maduro y germinado. Los resultados, expresados en ug por g de peso
fresco de polen y en porcentajes respecto al contenido total en &cidos

grasos, son la media (+ DS) de tres experimentos independientes. n.d., no
detectado.

Acidos grasos Porcentaje Mg /8
Maduro Germinado Maduro Germinado

12: 0 10.2 6.0 304.0 £ 70.9 171.3 £ 25.8
14:0 14.8 11.2 B68.4 £+ 73.8 316.1 + 40.6
16:0 31.0 38.9 1225.8 + 139,90 1100.2 + 85.5
18:0 4.3 5.3 166.1 = 24.1 149.8 + 12.7
18:1 11.1 6.8 425,9 =+ 60.9 193.6 + 15.8
18:2 16.9 23.7 646.7 + 72.5 666.4 £ 65,7
20: 0 2.0 - 77.2 % 8.0 n.d.
18:3 6.8 8.1 262.3 + 24.7 228.2 t 16.2
20:1 2.0 - 76.6 % 8.4 n.d.
Total 3843.0 2825.0

2. Biosintesis lipidica

Los datos bioquimicos resefiados a nivel del polen entero y de la pared
celular han mostrado que durante la germinacién tiene lugar un aumento en
el contenido de lipidos de membranas y una disminucién en el de lipidos
neutros. Para verificar la hipétesis segin la cual dicho incremento en 1la
masa debe corresponder a la aparicién de constituyentes neoformados en las
fracciones celulares, procedimos al estudio en el polen maduro y germinado

de la biosintesis de lipidos con ayuda de precursores radicactivos.
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En este sentido, los estudios llevados a cabo tras incubar ambos tipos
 de células, polen maduro y después de 24 h de germinacién, en presencia de

acetato soédico [1-'4C], han permitido determinar los lipidos nuevamente

sintetizados en su medio celular. En la tabla 20 se observa comg la

absorcién del precursor es superior en el polen maduro que en el germinado;
sin embargo, la incorporacién del '4C a los lipidos totales,en pmoles de

acetato por gramo de peso fresco del material de partida, es superior una

vez que el polen germina,

TABLA 20

Incorporacién de acetato-1'#C a los lipidos totales del polen maduro y
germinado. Los resultados, en pmoles por g de peso fresco y en porcentaje
respecto al total absorbido, son la media de tres experimentos

independientes que no difieren en més de un 12 % del valor medio.

pmoles / g peso fresco Porcentaje
Maduro Germinado Maduro Germinado
Radiocactividad total en el
medio de incubacién 336569 33659
Absorcién del precursor 16841 13166 100.0 100.0
Incorporacién del precursar
a lipidos totales 2494 2890 14.8 21.9

El analisis de la radicactividad a nivel de los distintos lipidos
muestra que la fosfatidiletanolamina, triacilgliceroles, &4cidos grasos libres
y» sobre todo, fosfatidilcolina son los lipidos mayoritariamente
sintetizados (tabla 21). Aunque, una vez que el polen germina, el incremento
en la sintesis de lipidos interesa tanto a los fosfolipidos como a los
lipidos neutros, cabe destacar el aumento en la sintesis de

fosfatidilinositol.
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TABLA 21

Incorporacién de acetato-1-'4C a diferentes lipidos del polen maduro vy
germinado. Los resultados, en pmoles por gramo de peso fresco y en
porcentajes respecto al '4C total incorporado, son la media de tres

experimentos independientes, que no diferian en mas de un 10 % del valor
medio.

pmol / g %

Maduro Germinado Maduro Germinado
FI 73.9 193.1 4.2 7.3
FC 577.3 663, 9 32.8 25.1
FE 174.2 296.2 9.9 11.2
MG 86.2 190.4 4,9 7.2
DG 161.9 343.8 0.2 i3.0
Est 49.3 87.3 2.8 3.3
AGL 362.6 478.7 20.6 18.1
TG 168.9 3009.5 11.3 11.7
Total 1684.3 2662.9

D. ESTUDIO DE COMPONERTES SOLUBLES DEL POLEN

Como ya se ha mencionado en otros apartados de esta memoria, los
procesos biosintéticos que se desencadenan durante el crecimiento del tubo
polinico requieren la wutilizacién de la reserva energética del polen,
almacenada bajo la forma de lipidos y/o azicares. A este respecto, una vez
conocida la importante disminucién en el contenido de triacilgliceroles que
tiene lugar tras la germinacién, en este capitulo se estudian los cambios
producidos en el contenido de azicares solubles y de 4cidos organicos,
componentes fundamentales en el mnetabolismo vegetal y de interés en 1la

célula como osmorreguladares.

De los componentes solubles analizados en el polen maduro, los
azucares representan casi el 90 % <(tabla 22). Sin embargo, después de 1la
germinacién, el contenido en azucares disminuye drasticamente, llegando a

representar menos del 15 % del total.
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Desde un punto de vista cualitativo, los aziucares solubles mas
importantes son la glucosa y la fructosa, aunque en polen maduro también se

detectan pequefias cantidades de galactosa, arabinosa y xilosa.

Contrariamente al polen maduro,los Acidos orgénicos y el glicerol son

los constituyentes solubles analizados més abundantes en el polen
germinado.

TABLA 22

Contenido en componentes solubles del polen maduro y germinado. Los
resutados, en mg por g de peso fresco del material de partida y en
porcentajes respecto al total de componentes solubles detectados, son 1la
media de cuatro experimentos independientes que no diferian en més de un 12

% del valor medio. nd., no detectado; tr < 0.1 mg / g

Molécula mg / g Porcentaje

Maduro Germinado Maduro Germinado

Ac. Pirdavico 2.58 0.57 5.12 9.27
Ac. Oxalico n.d. 0.13 - 2.11
Glicerol 0.42 1.57 0.83 25.53
Ac., Succinico n.d. 1.22 - 16.84
Ac. Fuméarico 0.40 tr. 0.79 -
Ac. MAlico 1.20 0.40 2.38 6.50
Ac. Cis-aconitico n.d. 0.13 - 2.11
Ac. Citrico 0.17 0.87 0.34 14.15
Ac. Aspartico tr 0.48 - 7.80
Ac. Glutéamico 1.67 n.d. 3.31 -
Arabinosa 0.29 n.d. 0.57 -
Xilosa 0.48 n.d. 0.95 -
Fructosa 30.51 0.36 60.51 5.85
Galactosa 2,48 n.d. 4,92 -
Glucosa 10.22 0.41 20.28 6.67
Total 50.42 6.14
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VI. DISCUSION



La metodologia seguida habitualmente por diferentes autores (Heslop-
Harrison y Heslop-Harrison, 1985; Lee y col., 1985; Luza y Polito, 1985; Kyo
y Harada, 1986) para inducir la germinacién del polen y el crecimiento del

tubo polinico, basadas en la incubacién del mismo en un medio conteniendo

reguladores osméticos e iones minerales , no nos ha permitido conseguir

resultados satisfactorios en polen de olive. Quiza, la propia maquinaria

biolégica que debe ponerse en funcionamiento durante la germinacién y el
hecho de que la recogida del mismo tenga lugar en un corto espacio de
tiempo, a veces dias, a partir de arboles que, inevitablemente, difieren en
su estado fisiologico, pueden constituir razones capaces de Jjustificar 1la

gran variabilidad a que estd sometida su viabilidad.

En este sentido, la utilizacién de la técnica de ageing para el estudio
de los cambios bioquimicos ¥y fisiolégicos que acompafian a la germinacién
del polen de olivo, como un sistema mediante el cual poder acelerar el curso
fisiolégico normal de estos procesos, ha ofrecido un enorme interés para
nosotros. Asi, los cambios metabélicos y estructurales que se desencadenan
en muchos tejidos de reserva cuando se someten a las condiciones
experimentales determinadas por el ageing, muestran una estrecha relacion

con aquéllos otros que se establecen durante la germinacisén del polen.

Desde un punto de vista metodolégico, el ageing consiste en mantener
los tejidos de reserva en medio humedo y con abundante aireacisn durante
horas e incluso dias. Ello, provoca toda una serie de transformaciones
metabélicas, de las cuales la mas espectacular es una estimulacién de la
intensidad respiratoria, acompafiada de una desaparicion de almidén y de una
acumulacién de azicares solubles (Laties, 1967). Esta respiracién diferia
esencialmente de aquella otra presente inicialmente en el tejido fresco,
tanto por su insensibilidad al cianuro, CO y dinitrofenol (Hackett y col.,
1960), como por su sensibilidad al malonato (Lee y Chasson, 1966) y fué
explicada como el resultado de un incremento del namero de mitocondrias por
celula o de wuna mayor actividad metabélica en dichos organulos.
Efectivamente, primero Hackett y col. (1960) vy, posteriormente, Asahi y col.
(1966) comprobaron en diferentes tejidos sometidos a ageing, un aumento

del 70 % de la proteinas mitocondriales solubles, asi como de las

)

-100-



actividades citocromo oxidasa y succinato citocromo c-reductasa, y de la
fosforilacién oxidativa.

Por otra parte, los trabajos de Click y Hackett (1963) y de Sato y
col. (1980) han permitido demostrar en tejidos asi tratados wuna
incorporacién importante de uracilo-'4C en Acidos nucleicos y de leucina-
'#C en proteinas, habiendo sugerido estos autores tras la adicién al medio
de inhibidores de la sintesis proteica, que la sintesis de proteinas y de

dcidos nucleicos podria ser necesaria para el desarrollo de la respiracion
inducida antes indicada.

La exaltacién de 1la sintesis lipidica, la cual se +traduce en
modificaciones importantes en el contenido de fosfolipidos y de acido
linoleico (Villemot y Stumpf, 1967; Dizengremel y Kader, 1980), y 1la
potenciacién de los fenémenos de absorcién y transporte isnico son otros de
los cambios metabélicos que se desencadenan durante el ageing (McDonald y

Laties, 1962; Bielaki y Laties, 1963; Laties, 1967).

El conjunto de los fenomenos metabélicos resefiados, potenciados en el
curso del ageing, ha sido relacionado por algunos investigadores con 1la
estimulacién del crecimiento que tiene lugar por la accién de ciertas
hormonas vegetales como la giberelina y las auxinas (Sperling y Laties,
1963)>. En efecto, la adicién de estas hormonas a tejidos mantenidos en
ageing inducia un aumento de la respiracién (Coutrez-Greerinck, 1970), de la
sintesis de enzimas como la invertasa <(Edelman y Hall, 1965 y del
orecimj;ento rapido sin divisiones celulares, lo que podia atribuirse a una

sintesis de proteinas de novo (Masuda, 1966).

Estos cambios metabélicos observados durante el ageing, van ligados
a una serie de transformaciones estructurales, las cuales se inducen desde
el momento en que se produce la entrada de agua en los tejidos con
posterior aumento del peso fresco y de la turgencia de las células. Asi, el
estudio morfolégico al microscopio éptico mosiréd una neta disminucién del
nomero de granos de almidén en tejidos en ageing (Benabdelkader, 1971), al
tiempo que la observacién al microscopio electrénico pudo definir una
conversién de ribosomas en polisomas, habiéndose considerado la abundancia
de membranas del reticulo endoplasmético portadoras de ribosomas asociados,

cComo un indicador suplementaric de una importante actividad de
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proteinogénesis durante el ageing (Leaver y Key, 1967). En esta misma linea,
Morré y col. (1970) observaron, trabajando con rodajas de patata, un
desarrollo apreciable de las membranas del reticulo, asi como 1la presencia
de dictiosomas, estructuras celulares indicativas de una intensa actividad
metabélica relacionada con la sintesis y transferencia de polisacéridos, con
la formacién de estructuras pectocelulésicas y con la distribucién de los

constituyentes de las membranas intracelulares.

Los estudios citolégicos llevados a cabo en el curso del ageing, han
demostrado, asi mismo, la existencia de crestas mitocondriales y la
presencia de dos zonas perfectamente diferenciadas en estos organulos, lo
que, de acuerdo Verleur (1969), podia sugerir una posterior induccién de la
divisiéon del mismo. En cuanto a los cambios a nivel de la membrana
plasmatica de las células en ageing, Whaley y col. (1971) observaron que
dichas estructuras presentaban placas ecuatoriales definitorias de una

preparacién para la divisién celular (Whaley y col., 1971).

Para poder utilizar esta técnica en la investigacion de los cambios
fisiolégicos y bioquimicos mas importantes que se desencadenan durante la
germinacién del polen de olivo, era importante conocer las transformaciones
metabélicas y citolégicas que se establecen en esta célula haploide durante
dicho proceso. El conocimiento de la similitud o no de dichos cambios a lo
largo del crecimiento del tubo polinico con aquéllos otros que se producen
en los tejidos sometidos a ageing, nos iba a permitir una aplicacién de esta

técnica en nuestro estudio,

En este sentido, las investigaciones citolégicas en polen de olivo han
definido la existencia de mitocondrias, reticulo endoplasmatico rugoso,
dictiosomas y cuerpos lipidicos, asi como la ausencia de plastidios,
vacuolas y granos de almidon (Fernddez-Fernandez, 1986). Ademas, es también
frecuente en polen maduro que las cisternas del reticulo endoplasmético se
presenten apiladas y que, tanto estas estructuras como los dictiosomas, se

encuentren asociadas a cuerpos lipidicos (Cresti y col., 1983).

Por otra parte, como acurre en los tejidos sometidos a ageing, la
germinacién tambien supone la hidratacién inicial del polen, lo que conlleva
una entrada masiva de agua y un aumento del volumen celular (Cresti y col.,

1877). Posteriormente, antes de que se produzca la emergencia del tubo
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polinico, tienmen lugar una serie de cambios citolégicos, indicativos de una
gran actividad metabolica: separacién de las cisternas del reticulo
endoplasmético rugoso, agregacién de estructuras ribosomales en polisomas
(relacionable con una activacién de la sintesis proteica), produccién de

gran cantidad de vesiculas a partir de los dictiosomas (indicativo de una

cosiderable Dbiosintesis de estructuras de membrana), desarrollo de

numerosas crestas mitocondriales (reflejo de wuna intensa actividad
respiratoria), descenso en el numero de cuerpos lipidicos (lo que pone de
manifiesto la utilizacién de estas moléculas como reserva energética durante

la germinacién) (Linskens y col, 1970; Cresti y col., 1977; Hoekstra y

Bruinsma, 1979; Cresti y col., 1985),

Todos estos cambios citolégicos que se desencadenan durante el
crecimiento del tubo polinico, se corresponden con una serie de
transformaciones metabélicas: biosintesis de fosfolipidos (Vhipple vy
Mascarenhas, 1978, Helsper y Pierson, 1986; Helsper y col., 1986),
biosintesis proteica activa <(Raghavan, 1984; Calzoni y Speranza, 1986),
intensa actividad respiratoria, sobre tode, en polen trinucleado y en
algunos tipos de polen binucleaado, acompafiada, en ambos casos, de la
existencia de mitocondrias completamente desarrolladas en el momento de la
dehiscencia (Hoekstra y Bruinsma, 1879) y procesos de absorcién iénica. En
este ultimo tipo de accién, la adicion de CIK al medio de germinacién del
polen de Lilium conduce a una liberacién de H*, debida, presumiblemente, a

un antiport K*/H* (Deshusses y col., 1981; Southworth, 1983).

En cuanto a las hormonas, estos componentes celulares tambien
desempefian un importante papel en la germinacién. Asi, las auxinas, la
giberelina A= y el ABA estimulan el crecimiento posterior del tubo polinico,
al tiempo que algunas citoquininas incrementan tanto la germinacién como el
crecimiento del tubo (Konar, 1998; Sweet y Lewis, 1971; Dhawan y Malik,
1981; Shidu, 1986). En estos procesos, las giberelinas y las auxinas parecen
actuar promoviendo la sintesis de &acidos nucleicos, mientras que el ABA y
las citoquininas podrian actuar incrementando la actividad de enzimas como
la invertasa, con lo cual proporcionarian precursores para la sintesis de la

pared del tubo (Mann, 1975, Malik y Chhabra, 1978; Webber, 1988).
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TABLA 23

Caracteristicas bioquimicas y citolégicas comunes a los tejidos mantenidos

en ageing y al polen durante la germinacién.

Cambios Metabbdlicos:

-Estimulacién de la intensidad respiratoria

-¢intesis acliva de proteinas

-Sintesis de cidos nucleicos
-Sintesis lipidica

-Degradacién de sustancias de reserva

Potenciacién de fendmenns de absorcién
y transporte idnico

Cambios Estructurales:

~Desarrollo de numerosas crestas mitocondriales
-Agregacién de ribosomas en polisomas
-Desarrollo de las eeabranas del reticule
-Produccién de vesiculas a partir de dictiosomas

~Estimulacién del crecimiento por accién
de hormonas

Referencia

Ageing

Germinacién

Laties, 1967
Hackett y col,, 1960
Lee y Chasson, 1966
Masuda, 1966

(lick y Hackett, 1963
Sato y col,, 1980

¥illemot y Stump, 1967
Dizengremel y Kader, 1980

Laties, 1967

NeDonald y Laties, 1962
Bielaki y Laties, 1963
Laties, 1967

Verleur, 1969

Leaver y Key, 1967
Morré y col,, 1970
Horré y col,, 1970

Sperling y Laties, 1963
{outrez-Greenick, 1970

Hoekstra y Bruinma, 1979

Raghavan, 1984
Tupy y col,, 1985

Helsper y Pierson, 1986
Nakamura y col,, 1980

Deshusses y col,, 1981
Sothworht, 1982

Hoekstra y Bruinma, 1979
Cresti y col,, 1985
Cresti y col,, 1985
Cresti y col,, 1977

Dhawan y Malik, 1981
Shidu, 1986
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El estudio comparativo del comportamiento metabélico y de las
modificaciones estructurales observables en los tejidos sometidos a ageing
y en el polen durante la germinacioén (tabla 23), nos indujo a la utilizacién
de esta técnica experimental para potenciar, en un principio, y poder
investigar, después, los cambios Dbioquimicos y fisiolégicos méas
significativos que se desencadenan en el polen de olive a lo largo del

proceso de germinacién y crecimiento del tubo polinico.

De la utilizacién de esta técnica para germinar el polen de olivo, se
ha derivado una mejora sustancial de dicho procesoc. Sin embargo, teniendo
en cuenta que la tasa de germinacién continuaba siendo baja, se hizo
necesario estimular los mecanismos de absorcién de nutrientes fundamentales

para el crecimiento del {fubo polinico, al objeto de obtener un mayor

porcentaje de germinacién.

En este sentido, el hecho de que la germinacién del polen de olivo
disminuyera a medida que aumentaba el pH, sugirié la posible implicacién de
un mecanismo de extrusién de H* en dicho proceso. De ser esto asi, la fuerza
motriz generada por la extrusion de H* podria ser utilizada en la absorcién
de cationes, aniones y azicares, componentes necesarios para el crecimiento
del tuboc polinico. Nuestros resultados demuestran que el incremento inducido
por la fusicocina, activador especifico de las H"ATPasas de plasmalema y
tonoplasto, tanto en la actividad bombeadora de H* como en la germinacion
del polen de olivo, asi como la inhibicién de ambos procesos por el
ortovanadato, inhibidor especifico de la H'-ATPasa de plasmalema, permite
sugerir una correlacion entre el bombeo de H' y la capacidad germinativa
del polen. En apoyatura de estos hechos, Deshusses y col. (1981) y
Southworth (1983) apuntaron la participacién de la H*-ATPasa de la
membrana plasméatica en la germinacioén del polen de Lilium. En este mismo
orden de cosas y en contradiccién con los resultados obtenidos por Lee vy
col. (1985) en polen de jojoba, donde la germinacién tenia lugar en un

amplio margen de pH (entre 4 y 8, nuestros datos, han demostrado una clara
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inhibicién de la germinacién cuando los medios de incubacién no se sometian

a regulacién del pH, lo cual indica que la germinacién del polen de alivo es

dependiente del mantenimiento de un estrecho rango de pH.

Fo ha sido posible un estudio sitemAtico del efecto de 1la
concentracién de COz en el medio de incubacién sobre el bombeo de H* y la
germinacién, derivado del propio concepto en que se funda la determinacién
de la extrusién de H* a nivel celular. Asi, la concentracién de CO= en el
medio interfiere la cuantificacién de la extrusién de H+ generada durante el
crecimiento del tubo polinico, al provocar la acidificaién del mismo. No
obstante, los resultados han revelado una estimulacién de 1la germinacion
con la concentracién del COz del aire. En este sentido, Stafiostakis y col.
(1972) 'y Dhaliwal y col. (1981) propusieron que el COz promovia el
crecimiento del tubo polinico en distintas especles, asi como la
incorporacién del precursor acetato [1-'4C] a 1los lipidos polares y a los
esteroles del polen de Crotalaria juncea, lo cual sugiri¢, posteriormente, a

Malik y Chawla (1983) 1la participacion del COz en la estimulacién de 1la

sintesis de lipidos de membrana.

El estudio conjunto de la capacidad germinativa y de la actividad
bombeadora de H* en funcién del aporte exogeno de iones minerales, ha
revelado que ambos procesos son dependientes de la concentracién de K", lo
que apoya la posible implicacién de una H*-ATPasa de plasmalema en la
germinacién. El no requerimiento de la adicién de K para la germinacién en
polen en otras especies vegetales, podria explicarse en base a una
suficiencia del elemento en esos origenes (Deshusses y col., 1981; Filiti y

Marcucci, 1982; Lee y col., 1985; Luza y Polito, 1985; Reiss y col., 1985a;
Nobling y Reiss, 1987).

Los resultados de este trabajo han demostrado también que la
germinacién y la actividad de la bomba de H" en polen de olive son
procesos dependientes del aporte de boro. Una inhibicién de la gerinacion
como consecuencia de la deficiencia en boro ha sido descrita por numerosos
autores (Filiti y Marcucci, 1982; Ekaratne y Senathirajah, 1983; Luza y
Polito, 1985). Unicamente el polen de jojoba es capaz de germinar en
ausencia de este elemento (Lee y col., 1985). A este respecto, Gartel (1952)

y Q'Kelley (1957) habian propuesto que el efecto negativo de la deficiencia
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de boro en el grano de polen sobre la germinacién in vivo, podria estar

compensada por un alto contenido del elemento en el estilo Yy en el estigma.

El an&lisis del nivel de actividad extructora de H* y del poder
germinativo del polen de olivo en funcién de la presencia de calcio en el
medio de incubacién sugiere, de acuerdo con Reiss y col. (1985b), que esta
célula contiene el calcio necesario para sustentar la germinacién, de forma
que toda absorcién exogena podria alterar su concentracién citoplasmatica,

inbibiendo el crecimiento del tubo polinico.

Estos resultados sobre la accién del boro y del calcio en 1la
germinacién del polen, sitian a estos elementos como importantes
reguladores del proceso. En conexidén con este hecho, diversos estudios
llevados a cabo en tejidos de plantas superiores han mostrado que la
deficiencia en boroc inhibe la translocacién del calcio, induciendo cambios
anormales en su metabolismo a nivel de la pared celular (Yamauchi y col.,
1986). Del mismo modo, es bien conocida la influencia del boro y del calcio
en el transporte y accién de las auxinas en plantas (Tang y De la Fuente,
1986). En este sentido, la comprobacién de que concentraciones de 1.25 y
2.50 pM de &cido indolacético (AIA) estimulan la germinacion y el bombeo de
H* en polen de olivo, al tiempo que concentraciones elevadas 10 pk>
inhiben ambos procesos, contrasta con los resultados obtenidos por Dhingra
y Varghese (1985b) en polen de maiz, donde el AIA no muestra efecto alguno
sobre la germinacién. Por otra parte, aungue previamente algunos autores
como Rayle y Cleland (1980) habian sugerido, en otros origenes vegetales,
una implicacién del AIA en la regulacién del transporte de H* en base a una
actuacién de la hormona sobre una ATPasa de membrana, nuestros resultados
en polen de olivo son atn insuficientes como para apuntar una accién
directa de la hormona sobre el enzima.

Respecto a la evolucién de la germinacién en funcisn del PH del medio
de incubacién, se ha demostrado una fuerte inhibicién de ésta a pH 6.5. Esta
disminucién en la capacidad de germinacién a este P, la cual va acompafiada
de un mayor bombeo de H*, resulta dificil de interpretar. Sin embargo, ello
hace pensar en la generacién de un potencial eléctrico transmembranario a
nivel del plasmalema del polen de olivo, al igual que en otras células
vegetales (Poole, 1978), cuando el pH se desplaza desde 5.5. a 6.5, lo cual

podria facilitar la difusién no electrogénica de H-.
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En su conjunto, todos estos hechos permiten sugerir la hipétesis de la
posible actuacién de una H*-ATPasa a nivel del plasmalema con implicacién

en la germinacién del polen y en el crecimiento del tubo polinico.

En cuanto a los datos obtenidos en relacién a los cambios en el
contenido lipidico tras la germinacién del polen, éstos estan de acuerdo con
las transformaciones fisiolégicas y estructurales que se establecen en esta
célula durante dicho proceso. Asi, durante el crecimiento del tubo polinica,
los lipidos totales disminuyen por dos motivos principales: por una parte,
debido al requerimiento continuo de aporte energético, el cual es
proporcionado  por la  degradacién de los lipidos de reserva,
fundamentalmente triacilgliceroles y» por otra, debido al importante
descenso que tiene lugar en los lipidos conformadores de 1la pared celular.
Esto dltimo sugiere que la pared del tubo o esta desprovista de lipidos o

posee un bajo contenido en estos componentes.

Los anaélisis bioquimicos aqui presentados indican una biogénesis de
membranas intracelulares durante la germinacion. Aunque este hecho, habia
sido sugerido en polen de otras especies en funcién de miltiples
observaciones microscopicas (Picton y Steer, 1982), sin embargo, estos
resultados no habian sido suficientemente interpretados. Una aclaracién de
los mismos, puede venir del anilisis de nuestros datos al respecto. Asi,
tras analizar los lipidos totales, uno de los hechos mas significativos que
se observan en el polen de olivo germinado, en relacién al maduro, es la
disminucién en el contenido de lipidos polares, provocado exclusivamente
por el descenso en fosfatidilcolina, En un principio, este resultado es
dificilmente interpretable, sobre todo, teniendo en cuenta los trabajos de
Vipple y Mascarenhas (1978) en relacién a que un aumento de estructuras de
membrana durante el crecimiento del tubo polinico debe reflejarse en un
mayor contenido en fosfolipidos. Nuestros resultados muestran como una
parte importante de los lipidos polares del polen maduroc se ubica a nivel
de las paredes celulares, lo que unido a la casi inexistencia de lipidos
polares en las paredes del grano germinado, permite concluir que el

descenso en el contenido de fosfolipidos tras la germinacién no se debe a
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una degradacién de las estructuras de membrana, sino mas bien a una

disminucién en el contenido de los lipidos polares de la pared.

Por tanto, de acuerdo con estos resultados es posible indicar, como
era previsible, la existencia de un mayor contenido de fosfolipidos en 1las
membranas celulares del polen germinado. Un incremento de estas
caracteristicas, representa, en gran medida, la imagen bioquimica de 1la
biogénesis de membranas, cuyo valor viene reforzado por 1los numerosos

estudios citolégicos, en los gque se ha establecido la riqueza en membranas

del polen germinado (Picton y Steer, 1982).

Otro hecho importante que merece ser resefiado, es que los lipidos
polares de las membranas nuevamente sintetizadas durante la germinacion
tienen wuna composicién cualitativa idéntica a la de las membranas
preexistentes, siendo, como en polen de otras especies (Andrikopoulos y
col., 1985; Sekiya y col., 1988, la fosfatidilcolina y la
fosfatidiletanolamina las moléculas lipidicas més abundantes. Sin embargo,
en polen de olivo, a diferencia del polen de Camellia (Sekiya y col., 1988),
los cambios provocados en los porcentajes de estos lipidos por 1la
germinacién, podria conducir a alteraciones en las propiedades de dichas
estructuras. Asi, el aumento en el contenido de fosfatidilinositoles
observable en el polen de olivo germinado, podria temer repercusiones
importantes en el crecimiento del tubo polinico. En este sentido, como se ha
indicado anteriormente la germinacién y el crecimiento del tubo polinico son
procesos dependientes del Ca*' (Brewbaker y Kwack, 1963), habiéndose
implicado a los fosfatidilinositoles en la regulacién por este elemento de
procesaos celulares (Hokin, 1985). Asi, en polen de Lilium se ha descrito la
existencia de una fosfolipasa C especifica de los fosfoinositoles, moléculas
lipidicas consideradas sumamente importantes en las interacciones polen-
pistilo y, por tanto, en las respuestas de incompatibilidad (Helsper y col.,
19867,

Al hilo de estos hechos, el estudio de los cambios conformacionales de
algunas proteinas enzimaticas (Jaenicke, 1981), asi como del papel del Ca*~
y de estos fosfolipidos en la transduccién de la sefiales extracelulares
(Minorsky, 1985; Poovaiah y col., 1987), constituyen aspectos muy

importantes que actualmente se investigan para llegar a conocer los
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mecanismos homeostdticos capaces de contrarrestar las multiples agresiones

que sufren los animales y las plantas en el medio en que se desarrollan.

La regulacién por el calcio, bora, potasioc y efectores hormonales de la
capacidad extructora de H* en polen de olivo y, sobre todo, la posibilidad
de profundizar en la funcién de los fosfoinaositoles en este proceso, podria

contribuir, sin duda, a mitigar los efectos negativos de los factores
ambientales en la viabilidad del polen.

El incremento en el contenido de diacilgliceroles es otro hecho
significativo producido como consecuencia de 1la germinacién del polen de
olivo. Una acumulacién tan elevada de estos lipidos podria estar relacionada
con  una inhibicién de la sintesis de fosfolipidos, al ser 1los
diacilgliceroles intermediarios de su biosintesis (Devor y Mud, 1971; Caver
y VWilson, 1984)>. A este respecto, Helsper y Pierson (1986) han interpretado
el efecto negativo que la concanavalina A ejerce sobre la germinacién y el
crecimiento del tubo polinico de Lilium, en base a una acumulacién de
l,2-diacilgliceroles como consecuencia de una inhibicién de 1la sintesis de

fosfolipidos en los procesos de turnover de las membranas.

Los resultados obtenidos al respecto nos han lievado a sugerir que la
relacién fosfolipidos / diacilgliceroles podria ser considerada como un

parametro indicativo de la viabilidad del polen.

El contenido en &acidos grasos libres encontrado en el polen maduro de
olivo es comparable al determinado por Andrikopoulos y col. (1985) en polen
de Finus bhalepensis. Cuando el polen germina, la casi totalidad de 1los
acidos grasos libres se localiza a nivel de la pared celular. La posibilidad
de formacién de hidroperéxidos y radicales libres a partir de estos acidos
grasos, como resultado de reacciones de peroxidacién, podria resultar muy
negativo al poder afectar estos derivados la capacidad germinativa del
grano de polen. Los estudios llevados a cabo par Priestley y col. (1985) en
polen almacenado durante diferentes intervalos de tiempo, han demostrado
una desorganizacién molecular de la membrana como consecuencia de un
incremento en el nivel de radicales 1libres de naturaleza organica.
Previamente, Shivanna y Heslop-Harrisen <(1981) habian comprobado que el
estado de las membranas de la célula vegetativa es uno de los principales

determinantes de la capacidad germinativa del polen.
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Por otra parte, es significativo destacar los escasos datos
concernientes a la naturaleza de los acidos grasos de los lipidos del polen,
y ello, a pesar de que los estudios sobre las propiedades biofisicas de los
fosfolipidos bhayan mostrado que su composicién en éacidos grasos puede

cantrolar la fluidez y la permeabilidad de las membranas (Chapman y Leslie,
1970).

En cuanto a la composicién en acidos grasos de las lipidos totales del
polen maduro y germinado de olivo, el hecho de mayor relevancia es el
elevado contenido en &4cido linoleico y, sobre todo, en acido palmitico. La
abundancia de acido palmitico es comin a los lipidos de otros tipos de
polen, al tiempo que numerosos autores han comprobado que la presencia de
acidos grasos poliinsaturados hace posible el funcionamiento de
determinados sistemas enzimédticos a mas baja temperatura, de manera que los
organismos responden a la temperatura con un aumento en la saturacién de
las cadenas acilicas de los fosfolipidos (Ching y Ching, 1962; Standifer,
1966; Andrikopulos y col.,, 1985; Sekiya y col.,, 1988). Asi, el elevado
porcentaje de acido palmitico en los fosfolipidos del polen germinada de
olivo, podria estar relacionado con la elevada temperatura (entre 30 y 40

a la cual tiene lugar la germinacién in vivo.

En lo que respecta a la composicién en acidos grasos de las diferentes
moléculas lipidicas analizadas, ésta es fiel refiejo de la observada a nivel
de los lipidos totales. Por otra parte, el hecho de que la composicién en
acidos grasos de fosfolipidos, glicolipides vy triacilgliceroles no
experimente cambios importantes tras las germinacién, y si a nivel de los
monoacilgliceroles, diacilgliceroles y é&cidos grasos libres, donde se
detecta una clara disminucién en los porcentajes de laurico y miristico y un
aumento en los de &cidos grasos poliinsaturados, contradice los resultadas
obtenidos por Sekiya y col. (1988) en polen de Camellia, donde 1la
germinacién provoca un descenso de acidos grasos poliinsaturados en la

fosfatidiletanoclamina y en los fosfatidilinositoles.

Teniendo en cuenta la baja temperatura de transicién de fase de laos
acidos grasos poliinsaturados, componentes mayoritarios de los fosfolipidos

del polen de olivo, en este origen careceria de significado la disminucién
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de la poliinsaturacién tras la germinacion, debido a que, como ya se ha

indicado, en olivo la polinizacién se efectia a elevadas temperaturas.

Otro resultado destacable es el mayor grado de saturacién de los
lipidos de las paredes celulares del polen maduro, respecto a los del polen
germinado, asi como la presencia en los lipidos de estas estructuras de los

édcidos eicosanoico y cis-9-eicosanoico, no detectables a nivel de la célula

entera.

En cuanto la cuantificacién de esteroles libres, su elevado contenido,
sobre todo en el polen maduro, hace pensar, como ya habian sugerido Stanley
y Linskens (1974) en otros origenes, en una ubicacién de los mismos a
nivel de las paredes celulares. Posteriormente, cuando el polen germina, el
descenso en el contenido de esteroles libres y, por consiguiente de la razon
esteroles libres/fosfolipidos, podria guardar relacién con cambios en las
propiledades de las membranas (Kleinhans y col.,, 1978, En este sentidg,
también cabe sugerir que el aumento de la razén B-sitosterol/estigmasterol
tras la germinacién del polen de olivo, se podria relacionar, como ha

indicado Guye (1987), con la estabilidad de las membranas.

La capacidad de biosintesis lipidica se coresponde, en gran medida, con
la composicién de estos compuestos en el polen maduro y germinado. Para
Vhipple y Mascarenhas (1978), el desarrollo del tubo polinico se caracteriza
por una intensa biosintesis de componentes de membrana, la cual tiene lugar
atn estando inhibido el crecimiento del tubo, lo que provoca una
acumulacién de vesiculas en el interior de estas estructuras. En polen de
olivo, la biosintesis de lipidos es méas importante una vez que el polen
germina, mientras que la radiocactividad absorbida por peso de materia
fresca inicial disminuye como consecuencia del proceso germinativo. Estos
resultados revelan la existencia de una estimulacién de la sintesis lipidica

durante la germinacién y crecimiento del tubo polinico.

Respecto a la especificidad de 1la Dbiosintesis, la potenciada
incorporacién del '#C a fosfatidilcolina y a fosfatidiletanolamina, coincide
con los resultados obtenidos en polen germinado de otras especies (Whipple
y Mascarenhas, 1978; Malik y Chawla, 1983; Helsper y Pierson, 1986). Ello es
légico si se tiene en cuenta que estos fosfolipidos son fundamentales para

el crecimiento del tubo polinico, el cual supone un gran incremento del area
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superficial del polen y, por consiguiente, de la membrana celular. Del mismo
modo, son también comparables los resultadeos que relacionan el incremento
en el contenido y en la biosintesis de fosfatidilinositoles en el polen
germinado, moléculas que, como se ha indicado, parecen desempefiar un papel

importante en la regulacién de los procesos de germinacién y crecimiento
del tubo polinico.

Asi mismo, la fuerte incarporacién de acetato-'4C a acidos grasaos
libres, diacilgliceroles y triacilgliceroles también es comparable a 1la
observada en polen de Crotalaria juncea y Lilium longiflorum (Malik y
Chawla ,1983; Helsper y Pierson,1986)., Por otra parte, como cabia esperar, la
biosintesis de esteroles durante la germinacién del polen de olivo es poco
significativa, ya que es, sobre todo, en procesos senescentes donde se

inducen incrementos en la biosintesis de estas moléculas (Lees y Thomsen,
1880),

En otro orden de cosas, como en otros origenes, la utilizacién de los
azacares solubles (glucosa, fructosa y sacarosa) como sustratos
respiratorios y como precursores de los polisacaridos de la pared del tubo,
puede ser la causa de la disminucién en el contenido de estas moléculas
durante la germinacién del polen de olivo (Nygaard, 1969; Nakamura y col.,
1980a; Deshusses y col., 1981). Mas recientemente, HNakamura y Suzuki (1985)
han comprobado que tanto la glucosa como la sacarosa son utilizadas durante
el crecimiento del tubo polinico del polen de Camellia para la sintesis de
UDP-glucosa, molécula constitutiva del $-1,3-glucano que conforma la pared

celular del tubo.

Desde esta perspectiva, el descenso casi generalizado en el contenido
de acidos orgénicos detectado en polen germinado, apoya la existencia de
una considerable actividad respiratoria durante el crecimiento del tubo
polinico. Por el contrario, el aumento en el contenido de glicerol durante
este proceso podria estar relacionado con un incremento de compuestos
osmorreguladores, necesarios como mecanismos de defensa del tubo polinico
contra los maltiples factores ambientales. Asi mismo, aunque en menor

escala, el glicerol podria estar relacionado con 1la biosintesis de
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fosfolipidos, cuya formacién se potencia con la germinacion a fin de

sustentar la biogénesis de membranas que acompafia a dicho proceso.

El analisis de los componentes de la pared celular del polen de olivo,
ha puesto de manifiesto, como era de esperar, la existencia de hemicelulosas
y polisacaridos de naturaleza péctica. Ello, es debido a que la intina,
estructura integrante de la pared, presenta una zona wmicrofibrilar

presumiblemente de naturaleza celulésica y otra rica en pectinas (Nakamura
y Suzuki, 1981).

En cuanto al significativo aumento en el contenido de hemicelulosas B
en la pared una vez que el polen germina, Nakamura y Suzuki (1981) habian
sugerido también que el crecimiento del tubo podria estar relacionado con la
sintesis activa de un glucano hemicelulésico. Contrariamente, la constancia
en el contenido de polisacaridos pécticos, antes y después de 1la
germinacién, parece indicar que estos componentes no son los principales
integrantes de la pared del tubo. A este respecto, las observaciones de Rae
y col. (1985) apoyan la ubicacion exclusiva de estos polisacaridos a nivel

del apice del tubo polinico, al cual confieren propiedades de flexibilidad en

esta zona de crecimiento.

La determinacién de la composicién de los polisacaridos del polen de
olivo maduro y germinadoc no ha mostrado diferencias sustanciales de las
descritas en otras especies (Nakamura y Suzuki, 1981; Rae y col., 1985). Sin
embargo, el hecho de que la composicién en monosacaridos de dichos
componentes de la pared del polen maduro sea marcadamente diferente a 1la
del germinado, permite sugerir que el tubo polinico no es una simple
prolongacién de la intina del grano maduro. En este sentido, el incremento
observado de la relacién hexosas / pentosas en los polisacaridos de 1la
pared celular durante la germinacién, también ha sido puesto de manifiesto
en polen de otras especies (Nakamura y Suzuki, 1981). Del mismo modo, los
polisacaridos pécticos de la pared del polen de olivo maduro y germinado se
caracterizan por un elevado contenido en Acidos urénicos, moléculas de
escasa significacion en las hemicelulosas (Nakamura y col., 1980b; Nakamura

y Suzuki, 1981; Rae y cal., 1985).

-114-



El analisis del contenido en proteinas y de la composicién en
aminodcidos de estas macromoléculas constituyentes de la pared celular del
polen maduro y germinado, sugiere un serie de conclusiones importantes. Asi,
dicho contenido es muy similar al obtenido por Yi-qin y col. (1983) en
polen de Lilium longiflorum, siendo la mayoria de estas proteinas extraibles

con alcall, lo que sugiere que se encuentran en la pared covalentemente

unidas (Lamport, 1965; Yi-qin y col, 1983).

En cuanto a la composicién y contenido en aminoacidas de cada una de
las fracciones proteicas aisladas, el analisis comparativo es indicativo de
una composicién similar para las proteinas de las paredes del polen maduro
y germinado, afectando las diferencias m&s importantes, sobre todo, al
incremento en el porcentaje de cisteina a nivel del polen maduro.
Posteriormente, una vez investigados los aminoacidos correspondientes a las
proteinas extraibles con ClNa y con KOH, se observa gue dicha diferencia se
plasma unicamente a nivel de la fraccién de proteinas solubles en KOH,

siendo significativa la carencia de cisteina en las proteinas extraibles con
ClNa.

En cualquier caso, es importante resaltar que 1la composicién en
aminoécidos de las proteinas de la pared refleja el escaso caracter acidg de
las mismas. Yi-qin y col. (1983) llegaron a conclusiones similares tras
analizar las proteinas de la pared del polen de  Lilium longiflorum, de
forma que un analisis conjunto de estos resultadcs podria justificar el
escaso contenido en calcio de las paredes celulares del polen (Reiss y col.,
1985). En general, un estudio comparativeo de la composicion aminocacidica de
las proteinas de pared en polen de olivo y de Lilium demuestra una gran
similitud en sus aminoacidos constituyentes. Si acaso, en polen de oliva,
son detectables mayores porcentajes de prolina, en polen maduro, y de
alanina y leucina, en polen germinado. Por otra parte, aunque la exitencia
de hidroxiprolina en las proteinas de la pared del polen maduro ha sido
cuestionada por Dashek y Harwood (1974), nuestros resultados evidencian 1la

presencia de dicho aminacido en las paredes celulares del polen de olivo.
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Finalmente, la consideracién conjunta de alguno de estos resultados en
relacién a los obtenidos en investigaciones paralelas por otros autores a
nivel de diferentes tejidos vegetales, sugiere una serie de reflexiones que
merecen ser interpretadas. Nos referimos, muy especialmente, al efecto de
los promotores e inhibidores del crecimiento, de los elementos minerales y

de los cambios en el metabolismo sobre la germinacion del polen.

Teniendo en cuenta el efecto de estas factores sobre la actividad
extructora de H*, hemos propuesto un modelo tentativo para la
interpretacién de la interrelacién derivada de estas respuestas metabédlicas.
Dicho modelo incluye 1la participacién de sustancias promotoras del
crecimientc (fusicosina y acido indolacético), de iones minerales como el
K*, Ca* vy B en el medio de incubacién, asi como la influencia del

metabolismo celular sobre la actividad bombeadora de H+* y la germinacién.

Asi, en el esquema de la figura © propuesto por nosotros, parece
fundamental la activacién de una bomba de H* a nivel de la membrana
plasmatica del polen por accién hormonal, cuyo funcionamiento requeriria la
existencia de distintos receptores primarios y una serie de pasos
intermedios desconocidos por el momento. Sin embargo, en base a los
resultados aqui presentados, las auxinas no parecen estar implicadas en la
activacién de la bomba de H* por un mecanismo de este tipo, mientras que el
efecto de la fusicocina si sugiere una actuacién a este nivel. En este
sentido, los posibles cambios metabélicos derivados de la accién de la
fusicocina conducentes a la germinacisén del polen, podrian depender de un
incremento en la energia utilizable caomc respuesta del metabolismo celular
al intercambio H*/K~".

Por otra parte, el requerimientoc de baro para la actividad bombeadora
de H" y para la germinacién, aproximan, cada vez més, el mecanismo de
accion de este micronutriente a la membrana como han indicado ya diferentes
investigadores (Belver y Donaire, 1987; Belver y col., 1988; Roldan y col.,
1988). Del mismo modo, la actuacién del calcio, elemento implicado en
procesos de fosforilacién / defosforilacién de proteinas claves en 1los
fenémenos de absorcién (Blowers y col., 1985), asocian también su accién en

el polen con el transporte de H™ y de otros iones.
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Una cuestion impartante a tener en cuenta en esta hipotesis, surge de
la consideracién de un mecanismo comun de actuacisén para la fusicocina y el
&cido indolacético en la germinacién. Asi, podria esperarse que ambos
compuestos influenciaran, en una medida comparable a su efecto sobre 1la
germinacion, funciones metabélicas claves relacionadas con la extensibilidad
de la pared celular. Aunque en el presente trabajo no hemos investigado
ninguna de estas funciones, los resultados obtenidos en relacién al efecto
de diferentes pH del medio de incubacién sobre la germinacién del polen y
sobre la actividad del flujo aparente de H-, permiten apuntar algunas
sugerencias. Una de ellas se refiere a la posibilidad de que las diferencias
importantes tanto en el bombeo de H' como en la germinacién a pH 45 y 6.5,
puedan deberse a la acidez inducida por una disminucién del pH en el
espacio libre de la pared, como consecuencia de mecanismos activados por
los reguladores del crecimiento, auxinas y, sobre todo, fusicocina, a nivel
de la membrana celular. De ser esto asi, el bombeo de H* hacia el espacio
libre de la pared debe venir acompafiado de un incremento proporcional del
potencial eléctrico del plasmalema. Segin Marré y col. (1975) y Mimura y
Tazawa (1986), entre otros investigadores, este tipo de regulacién es

enormemente importante para capacitar a la célula en la absorcisn de

cationes como el K*.

En cualquier caso, la definiciéon de una relacion estrecha entre 1la
germinacién del polen y la extrusiéon de H*, como mecanismo inductor del

crecimiento celular, requiere una investigacién mas exhaustiva.

Aunque se han alcanzado algunos objetivos, se han abierto expectativas
importantes, derivadas, sobre todo, de la actividad de esta célula, de su
rapida capacidad de germinacién y crecimiento y de su capacidad de
respuesta a los factores del medio. Todo ello, constituye ciertamente un
cimulo de propiedades interesantes que definen al polen como un modelo
experimental éptimo para el estudio de los mecanismos de adaptacién de

plantas a condiciones ambientales adversas.
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VII. CONCLUSIONES



18, La utilizacién en nuestro estudio de las condiciones experimentales
representadas por el ageing ha constituido un hallazgo fundamental, al

habernos permitido incrementar muy significativamente el porcentaje de
germinacién del polen.

28, El efecto de activadores (fusicocina) e inhibidores (artovanadato)
de la H*-ATPasa de plasmalema sobre la extrusién de H* y la germinacion
del polen de olivo, asi como la estimulacién de estos procesos por el boro,

permite sugerir que la germinacién es dependiente del transporte
electrogénico de H*,

38, El incremento en el contenido y en la capacidad de biosintesis de
fosfolipidos observable durante la germinacién del polen de olivo,
representa, en gran medida, la imagen bioquimica de la biogénesis de
membranas. Concretamente, el aumento en el contenido de fosfatidilinositoles
podria tener repercusiones importantes en el crecimiento del tubo polinico

al regular estos fosfolipldos 1la concentracién de calcio libre

citoplasmatico.

42, La disminucién durante la germinacién y desarrollo del tubo
polinico de los lipidos de reserva, asi como de los azucares solubles y
&dcidos organicos es fiel reflejo de una considerable actividad metabélica a

lo largo de estos procesos.

58. El conocimiento de que los lipidos de la pared del tubo estan
integrados preferentemente por acidos grasos libres y lipidos polares, unido
a la ubicacién mayoritaria de hemicelulosas y polisacaridos pécticos a este
nivel, debe comunicar a dicha estructura celular unas propiedades

inmunolégicas y bioquimicas muy peculiares.
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628. En contradiccién con los resultados obtenidos por otros
investigadores, nuestros datos en relacién a la composicién en aminoacidos

de las proteinas de la pared celular del polen maduro y germinado no

muestran diferencias significativas.

78. El modelo aportado en nuestro estudio para la estimulacién de la
germinacién (condiciones experimentales de ageing), la relacién de este
proceso con el bombeo de H* y la sensibilidad del mismo frente a diversos
factores, asi como el conocimiento de los cambios metabélicos fundamentales
a lo largo de estos procesos, sugieren la posibilidad de utilizar la

germinacién del polen como un modelo Gtil en el estudio de la adaptacién de

plantas a condiciones adversas.
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IX. ABREBIATURAS UTILIZADAS



AF. . i i i i i i Acido fosfatidico

AGL........ .o, Acidos grasos libres
- Acido indolacético
BSTFA. ..o vvvi v Bis-trimetilsil-trifluorocacetamida
DGovvvvviiiiiii i, Diacilgliceroles
Dimetil POPOP........ 2,2'~p~fenil-en-bis(4~metil-5-feniloxazel)
DMSO.....vvvvviv i Dimetilsulféxido
DS i Desviacién standard
Bst..ovovin i, Esteroles
2 O Fosfatidilcolina
FE...oviiviiniit. Fosfatidiletanolamina
2 Fosfatidilinositol
FL...oooviiviiiin, Fosfolipidos
FS.. ..o Fusicocina
GL. .o Galactolipidos
MES.......oiviiennnn Acido 2-F morfolin etanosulfénico
BG. .o vv i Monoacilgliceroles
PPO. .o i i i ii i 2,5-Difeniloxazol
TG. o vr v iii e Triacilgliceroles
B ¢ Acido laurico
14:0...... ..o Acido miristico
16:0..........c0vvuns Acido palmitico
18:0..... i Acido estearico
18:1. .. Acidéo oleico
18:2. . it .Acido linoleico

18:3i. ... Acido linolémico
20:0.....ccninenns .« «Acido elcosenvico
20:1. ... Acido cis-9-eicosencico
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